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ABREVIATURAS

Acil-fosfatidilinositol

Cubiertas COPI (COat Protein Complex )

Cubiertas COPII (COat Protein Complex Il)

Carboxipeptidasa Y

Dimetil sulfoxido

Membranas resistentes a detergentes (Detergent resistant membranes)
Desoxiribonucledtidos trifosfato

Ditiotreitol

Acido etilen-diamino tetraacético (EthyleneDiamine Tetraacetic Acid)
Degradacién asociada al RE (ER Associated Degradation)

Sitios de salida del RE (ER Exit Sites)

Compartimento intermedio (ER-to-Golgi intermediate Compartment)
Etanolaminafosfato (Ethanolamine-phosphate)

Proteina aceleradora de la actividad GTPasa (GTPase Accelerating
Protein)

Guanosin difosfato

Factor intercambiador de nucleétidos de guanina (Guanine nucleotide
Exchange Factor)

Proteina fluorescente verde (Green Fluorescent Protein)
Glucosamina

Aparato de Golgi

Glicosil-fosfaditilinositol (Glycosylphosphatidylinositol)
Glutation-S-transferasa

Guanosin trifosfato

Acido 4-(2-hidroxietil)1-piperazina-etanosulfénico
Inositol-fosfoceramida (/nositolPhospho-Ceramide)

Bases de cadena larga (Long Chain Bases)



Man
MIPC
M(IP).C
PBS
PCR
PEG
pG1
Pl

PM
PMSF
RE

SC
SCLIM
SDS

SDS-PAGE

TGN
TMD
TRIS
TX-100
VLCFA
wB
Wt
YNB

YPD

Manosa

Manosa-inositolfosfoceramida
Inositolfosfo-manosa-inositolfosfo-ceramida

Tampon fosfato salino (Phosphate Buffered Saline)

Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
Polietilenglicol

Fosfatidilinositol

Fosfatidilinositol

Membrana plasmatica (Plasma Membrane)

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PhenylMethylSulfonyl Fluoride)
Reticulo endopldasmico

Medio de cultivo sintético completo para levaduras (Synthetic Complete)
Super Resolution confocal Live-Imaging Microscopy
Dodecilsulfato sédico (Sodium Dodecyl! Sulfate)

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS PoliAcrilamide Gel
Electrophoresis)

Red Trans-Golgi (Trans Golgi Network)

Dominio transmembrana (Transmembrane Domain)
Tris-(hidroximetil)-aminometano

Tritén X-100

Acidos grasos de cadena muy larga (Very Long Chain Fatty Acids)
Western Blot

Silvestre (Wild type)

Bases nitrogenadas de levaduras (Yeast Nitrogen Base)

Medio de cultivo completo para levaduras (Yeast extract Peptone
Dextrose)



Nota Bene - Debido a la ausencia de términos que abarquen de forma correcta el

significado de los siguientes conceptos y la dificultad de adaptar tales expresiones al
espanol, las siguientes palabras serdn usadas en inglés de forma recursiva a lo largo del

presente texto:

- Sorting: exportacion y transporte selectivo a lo largo de la ruta secretora de las
distintas proteinas o especies lipidicas que repercute de forma directa en el
destino funcional.

- Clustering: Segregacion lateral y agrupacion selectiva de determinados

componentes de la membrana lipidica que los separa del resto.
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RESUMEN

El transporte selectivo de proteinas a lo largo de la ruta secretora (sorting) es un proceso
esencial para mantener la compartimentalizacién funcional y homeostasis de la célula
eucaridtica. Ademas de la maquinaria proteica de transporte vesicular, se ha sugerido que los
lipidos de membrana también tienen un papel relevante en estos procesos. Recientemente
hemos abordado esta cuestién fundamental investigando en la levadura Saccharomyces
cerevisiae el mecanismo molecular por el que las proteinas ancladas a GPI son segregadas en el
RE del resto de proteinas de secrecidon y exportadas selectivamente en vesiculas COPII
especificas. Mediante el uso de la microscopia de superresolucién in vivo SCLIM pudimos
mostrar que la proteina anclada a GPI modificada con ceramida C26 Gasl forma clusters
asociados a ERES especificos y que este proceso depende tanto de la ceramida C26 presente en
la membrana del RE como de las proteinas transmembrana p24. Finalmente, nuestros estudios
in silico de dindmica molecular sugerian que las ceramidas C26 podrian acumularse localmente
en la hemicapa citosélica alrededor del TMD de la proteina p24, Emp24, siendo a la vez excluidas
de la hemicapa luminal. Estos resultados nos permitieron proponer un modelo en el cual el
complejo transmembrana p24 estaria directamente involucrado en el sorting de las proteinas
ancladas a GPI al favorecer la generacién de dominios lipidicos enriquecidos en ceramida C26
en la membrana del RE. En primer lugar, los datos obtenidos demuestran la relevancia funcional
tanto de la ceramida C26 presente en el GPl como del TMD de la proteina p24, Emp24, en los
procesos de clustering y sorting de Gasl en el RE. Ademds, también sugieren que los clusters de
Gasl se localizan en zonas donde la bicapa lipidica del RE adquiere un mayor grosor. En conjunto,
estos resultados apoyan la idea general de que son las proteinas transmembranas las que
reclutan lipidos especificos para explotar sus propiedades biofisicas emergentes y asi iniciar el
proceso de sorting, y no al revés como propone el modelo clasico de las balsas lipidicas en la que
son los lipidos, ya auto-ensamblados en un dominio lipidico, quienes reclutan a las proteinas.
Por ultimo, nuestro estudio revela la existencia de un nuevo sistema de control de calidad que
garantiza la segregacion y exportacion diferencial a través de ERES especificos de Gasl, lo que
pone de manifiesto la relevancia fisiologica de la ruta de transporte selectivo de las proteinas
ancladas a GPI dependiente de las ceramidas. En definitiva, los resultados presentados en esta
tesis contribuyen a comprender mejor el papel de los lipidos de membrana en el sorting de las

proteinas en la ruta secretora.
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1. INTRODUCCION
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1.1. La ruta secretora

La vida eucariota depende de la organizacién espaciotemporal de los sistemas de
membrana celulares, los cuales se encuentran definidos por una composicién lipidica 'y
proteica determinada. Esta organizacién y composicidon especifica se alcanza en gran
medida gracias a la actividad de la ruta secretora, la cual se encarga de fabricar y
transportar la mayoria de los lipidos de membrana y alrededor de un tercio del
proteoma celular hasta los diferentes destinos funcionales dentro o fuera de la célula
(Bonifacino & Glick, 2004). Asi, alteraciones en el correcto funcionamiento de la ruta
secretora acarrean importantes problemas para la fisiologia celular dando lugar a

numerosas y graves enfermedades humanas.

La ruta secretora consiste en una serie de compartimentos membranosos especializados
comunicados por mediadores tubulo-vesiculares que participan en el mantenimiento de
su identidad molecular (Figura 1). Esta se inicia en el reticulo endoplasmico (RE), donde
las proteinas de secrecién recién sintetizadas y correctamente plegadas son
selectivamente incorporadas en vesiculas lipidicas que las transportaran a la siguiente
estacion, el aparato de Golgi, donde sufren una serie de modificaciones post-
traduccionales (Ellgaard & Helenius, 2003; Smith et al.,, 2011). Una vez alcanzan el
compartimento mas distal o TGN (Trans Golgi Network), las proteinas son segregadas y
enviadas en intermediarios de transporte vesiculares a su destino final, ya sea la
membrana plasmatica, los endosomas, la vacuola, los peroxisomas o los granulos de

secrecién de ciertas células especializadas (Emr et al., 2009; Glick & Nakano, 2009).

Este transporte anterdgrado se encuentra compensado por un transporte vesicular
retrogrado, el cual ayuda a devolver aquellas proteinas que han escapado de su lugar de
residencia y contribuye a reciclar los factores de transporte requeridos para futuras
rondas de trafico anterégrado (Figura 1). Este caracter bidireccional de la ruta secretora,
en el que ambos tipos de transporte son interdependientes, no solo mantiene la
identidad estructural de los organulos, sino que también garantiza que actuen de forma

coordinada (Lee et al., 2004).
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Figura 1. Transporte intracelular

El esquema representa los diferentes compartimentos que componen la ruta secretora y
endocitica. El flujo de transporte se encuentra indicado por flechas. Los colores representan la
localizacién de las principales cubiertas responsables de la formacion de las vesiculas. La
cubierta COPII (azul) media el transporte desde el RE hacia el aparato de Golgi. La cubierta COPI
(rojo) esta involucrada en el transporte retrégrado entre las distintas cisternas del Golgi asi
como el transporte Golgi-RE. Los transportadores de clatrina (naranja) son responsables del
transporte post-Golgi. Figura extraida de (Bonifacino & Glick, 2004).

1.1.1. Formacion y ensamblaje de vesiculas de transporte COPII

Una vez las proteinas han completado su sintesis, maduracién y plegamiento en el RE,
estan listas para ser exportadas al Aparato de Golgi en vesiculas COPII. Estas vesiculas
de transporte se forman cuando el complejo proteico citosélico de cubierta COPII
deforma la membrana del RE en unos dominios especializados denominados sitios de
salida o ERES (ER Exit Sites) (Figura 2). Tras su escision, estas vesiculas COPII se fusionan
con la membrana del Golgi, liberando alli su carga y completando el primer paso del

transporte anterdgrado (Barlowe & Miller, 2013).

El ensamblaje comienza con el reclutamiento de la GTPasa monomérica Sarl, la cual es
activada gracias a la proteina integral de membrana Secl2, que actua como GEF
(Guanosine Exchange Factor) de Sarl produciendo el intercambio de GDP por GTP
(Barlowe & Schekman, 1993). Una vez activada, Sarl despliega una a-hélice anfipatica
que permite su integracion en la membrana del RE (Lee et al., 2005). Sar1-GTP recluta a

la capa interna de la cubierta, formada por el heterodimero Sec23-Sec24, gracias a su
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interaccidn con la subunidad Sec23. Sec24 es la responsable de interaccionar y capturar
selectivamente al cargo, mientras que Sec23 actia como proteina estimuladora de la
actividad GTPasica (GAP: GTPase Accelerating Protein) de Sarl. Una vez formado este
complejo cebador o prebudding complex constituido por Sarl-Sec23-Sec24-cargo, el
heterotetramero Sec13-Sec31 es reclutado a través de su interaccién con Sec23 para
formar la capa externa de la cubierta COPII (Sato & Nakano, 2005). Esta capa externa
promueve curvatura y rigidez a la membrana, lo que favorece la formacién de las
vesiculas, cuya escision final depende de la hidrélisis de GTP por Sarl. Por su parte, se
ha propuesto que Sec16 podria actuar como una plataforma para la formacién de estas
vesiculas COPII al unir los distintos componentes de la cubierta, lo que podria contribuir
a la organizacion de los ERES (Kurokawa & Nakano, 2019). Otros estudios sugieren que
podria regular la formacion de las vesiculas COPIl controlando la actividad GAP sobre

Sarl junto con Sec12 (Kung et al., 2012; Yorimitsu & Sato, 2012).

Inner coat Outer coat & )/’ O@%Q)

Sec13/31
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Sar1 )
“® Pre-budding complex @ N
)
\Q @) 'ﬁ?ﬁ\ c r~ Sart
> ¥ S GTP
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Figura 2. Ensamblaje de la cubierta COPIl en la membrana del RE

El ensamblaje de esta maquinaria comienza con el reclutamiento de la GTPasa monomérica Sar1,
que es cargada con GTP gracias a la proteina de membrana Sec12. Esto conduce a la insercion de
Sarl en la membrana del RE y el reclutamiento del heterodimero Sec23-Sec24, a través de la
interaccion con Sec23, dando lugar al complejo de prebudding. Mientras que Sec23 constituye la
proteina activadora de la GTPasa, Sec24 es el elemento a través del cual la cubierta une los
diferentes cargos. A continuacién, se recluta el heterotetramero Sec13-Sec31 que formara la capa
externa de la envolturay se encargard de dar rigidez y curvatura a la membrana, respectivamente.
Cuando la cubierta se encuentra completamente ensamblada se alcanza el maximo de actividad
de la GTPasa, dando lugar a la escisién de la vesicula. La proteina Sec16 ayuda a la formacién de
las vesiculas actuando como plataforma para los diferentes componentes de la cubierta COPII.
Figura adaptada de (D'Arcangelo et al., 2013).
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1.1.2. Formacion de los sitios de salida del reticulo endoplasmico o ERES

A pesar de que la maquinaria de cubierta COPIl ha sido caracterizada al detalle, los
mecanismos que rigen la organizacién estructural y funcional de los ERES son aun
desconocidos. El numero y la organizacién espacial de los ERES difiere en distintas
especies, pero parecen correlacionar con la organizacién del Aparato de Golgi (Figura 3).
Las células de vertebrados contienen una Unica estructura compleja que conforma el
Golgi, formando una cinta con todas las pilas de cisternas (cis, medial y trans), quedando
estrechamente unidas las unas a las otras. Estas células muestran cientos de ERES en la
membrana del RE distribuidos por toda la célula, por lo que la mayoria de ellos quedan
lejos de las cisternas del Golgi, sin embargo, son capaces de interaccionar
funcionalmente con el compartimento intermedio ER-Golgi (ERGIC) (Budnik & Stephens,
2009). Por su parte, en la levadura S. cerevisiae el Golgi no se encuentra organizado en
pilas, sino que las cisternas individuales se encuentran distribuidas por todo el
citoplasma (Losev et al., 2006) y los ERES tienen una mayor probabilidad de encontrarse
cerca de las cisternas cis que de las trans (Okamoto et al., 2012; Shindiapina & Barlowe,
2010). Es decir, esto sugiere que los ERES se encuentran intimamente ligados al primer
compartimento post-ER, lo que podria generar una unidad funcional para transportar el
cargo desde el RE hacia el Golgi. Ademas, en S. cerevisiae los ERES muestran una alta
colocalizacién con Rtn1, proteina que se encuentra en las zonas de alta curvatura en la
membrana del RE, lo que sugiere que los ERES se organizan preferencialmente en
dominios de alta curvatura (De Craene et al., 2006; Voeltz et al., 2006). Es mas, se ha
observado que los ERES aparecen concretamente, en zonas del RE que poseen tanto
curvatura negativa como positiva, probablemente debido a la presencia de lipidos con
diferentes estructuras. Dado que la formacidn de vesiculas requiere no solo curvatura
positiva, sino también negativa para constreiiir el cuello de la vesicula naciente, estas
zonas del RE donde preferentemente se forman los ERES podrian facilitar la formacién

de vesiculas COPIl (Okamoto et al., 2012).
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Figura 3. Los ERES estan intimamente relacionados con el primer compartimento post-RE

El aparato de Golgi en células de vertebrados se representa como una Unica cinta, compuesta
por cisternas cis, medial y trans conectadas estrechamente las unas a las otras. Los ERES se
encuentran representados como puntos rojos en la membrana del RE, la mayoria de los cuales
parecen distantes de las cisternas del Golgi, pero cerca del ERGIC (puntos verdes). En las células
de S. cerevisiae las cisternas del Golgi se encuentran distribuidas por todo el citoplasma, donde
las cisternas cis (verde) se encuentran habitualmente cerca de los ERES (puntos rojos), los cuales
estan localizados en las regiones de alta curvatura del RE. Figura adaptada de (Kurokawa &
Nakano, 2019).

1.2. Sorting de proteinas en la ruta secretora

El proceso para dirigir cada proteina individual a su localizacién funcional especifica
dentro de la célula se conoce como sorting de proteinas y es esencial para el
mantenimiento de la compartimentalizacion celular y la homeostasis. Para realizar su
funcién correctamente las proteinas deben alcanzar su destino final, de hecho, se sabe
gue un gran numero de enfermedades, desde genéticas hasta neurodegenerativas,
estdn relacionadas directa o indirectamente con fallos en los procesos de sorting. De
esta manera, entender los mecanismos que rigen este sorting de proteinas a través de
la ruta secretora se ha convertido en un objetivo de gran importancia tanto en la

investigacion bdsica como biomédica.
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1.2.1. Sorting de proteinas mediado por secuencias sefial

En la ruta secretora las proteinas son transportadas entre los diferentes organulos
gracias a transportadores como las vesiculas lipidicas. Sin embargo, los mecanismos de
sorting por los cuales las diferentes proteinas son incorporadas en las vesiculas de
transporte de forma selectiva no estan completamente establecidos. Se sabe que
algunas proteinas de secrecién altamente abundantes, como la albumina, se incorporan
en las vesiculas de forma pasiva e inespecifica por un proceso denominado Bulk Flow
(Thor et al., 2009), no obstante, la mayoria de proteinas dependen de una sefial de
sorting especifica presente en su secuencia de aminoacidos (aa). Esta secuencia sefial es
reconocida directa o indirectamente por los componentes de la cubierta, lo que permite

su incorporacién en las vesiculas nacientes.

En el caso de las vesiculas COPII es la subunidad Sec24 la encargada del reclutamiento
selectivo del cargo. Sec24 contiene diferentes dominios o bolsillos en su superficie
capaces de reconocer distintas secuencias sefial (Miller et al., 2003). Ademas, la
existencia de diferentes isoformas (Sec24A-D en mamiferos y Lst1/Sfb3 y Iss1/Sfb2 en
levaduras) aumenta aun mds el repertorio de cargos distintos que la cubierta es capaz
de incorporar en las vesiculas. En el caso de las proteinas que no pueden interaccionar
directamente con la cubierta, bien porque son completamente luminales o bien porque
carecen de las sefiales adecuadas, existe una gran variedad de receptores de cargo que
reconocen a estas proteinas y las conectan con Sec24 (D'Arcangelo et al., 2013; Geva &
Schuldiner, 2014). Aun asi, esta amplia diversidad por parte de la cubierta a la hora de
interaccionar selectivamente con distintos tipos de cargos es insuficiente para explicar
el sorting de la inmensa cantidad de proteinas diferentes que son sintetizadas en el RE,

lo que sugiere la existencia de mecanismos de sorting adicionales.
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1.2.2. Sorting de proteinas mediado por la composicidn lipidica diferencial de

la membrana

La existencia de proteinas de secrecion sin sefial de sorting conocida indican que debe
existir algin mecanismo adicional que contribuya a este fendmeno. En este sentido, se
ha propuesto que la interaccion de las proteinas con el entorno lipidico de las
membranas podria jugar un papel importante. Este proceso dependeria de las
caracteristicas fisico-quimicas de las proteinas de membrana y su interaccién con las

propiedades heterogéneas de las membranas de los distintos compartimentos.

1.2.2.1. Composicidn lipidica de las membranas a lo largo de la ruta

secretora

Los distintos organulos a través de la ruta secretora poseen diferencias significativas en
su composicion lipidica, lo cual contribuye a definir tanto su forma como sus funciones
especializadas. Por tanto, la identidad de un compartimento dado dentro de la célula no
solo se encuentra definido por la combinacién de proteinas que lo forman, ya que las
diferentes especies de lipidos pueden afectar a caracteristicas fisicas generales tales
como la fluidez, el grosor, el grado de empaquetamiento, la carga superficial o, incluso,

la curvatura de las membranas (Harayama & Riezman, 2018; van Meer et al., 2008) .

La composicién lipidica de los diferentes compartimentos viene dada por la combinacion
de las tres principales categorias de lipidos de membrana en eucariotas: fosfolipidos,

esfingolipidos y esteroles (Holthuis & Menon, 2014).

El RE, el primer paso en la ruta secretora, no solo es el principal productor de proteinas
de la célula, sino que también se encarga de sintetizar la gran mayoria de los lipidos. En
este orgdnulo se fabrican una gran cantidad de fosfolipidos y esteroles, asi como la
ceramida, el precursor de los esfingolipidos. El RE proporciona la mayor parte de los
lipidos de membrana tanto al Golgi como a la membrana plasmatica, dada su baja
capacidad de generar sus propios lipidos. Sin embargo, a pesar de este intercambio de

material constante, estos organulos presentan claras diferencias en la composicion de
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sus membranas. En primer lugar, los esteroles se encuentran en muy baja cantidad en
el RE, a pesar de ser su lugar de produccién, mientras que son bastante abundantes en
el TGN y la membrana plasmatica (van Meer et al., 2008). Por su parte, los esfingolipidos
son sintetizados en el lumen del TGN gracias a la ceramida proporcionada por el RE y
suelen acumularse en la membrana plasmatica, al igual que los esteroles, mientras
mantienen niveles bajos en el RE (Holthuis et al., 2001). Ademas, los fosfolipidos de la
membrana plasmatica contienen acilos mas largos y saturados que los presentes en el

RE (Figura 4).
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Figura 4. Las membranas de la ruta secretora temprana y tardia tienen una composicion
lipidica y unas propiedades fisicas opuestas

El RE posee membranas delgadas y poco empaquetadas con una carga neutra en la cara
citopldsmica, cualidades adaptadas a sus funciones biosintéticas. Por su parte, la membrana
plasmatica, de manera contraria, es mds gruesa, presenta un mayor empaquetamiento lipidico
y cargas negativas en la cara citopldsmica, contribuyendo a sus funciones de barrera bioldgica.
Este contraste en sus propiedades fisicas se ve reflejado en la longitud (20 aa y 25 aa,
respectivamente) y geometria de los dominios transmembranas (TMD) de sus proteinas
residentes. Figura adaptada de (Holthuis & Menon, 2014).
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De esta manera, se genera un gradiente de composicidn lipidica desde una membrana
delgada y poco empaquetada como la del RE, hacia membranas mas gruesas y con un
alto grado de empaquetamiento gracias a la sucesiva acumulacién de especies lipidicas
saturadas como los esfingolipidos y los esteroles, que contribuyen a proporcionar rigidez

a la membrana plasmatica favoreciendo sus funciones de barrera bioldgica.

Este cambio en el grosor de las membranas debido al aumento en la concentracion de
esfingolipidos y esteroles se ve reflejado en la longitud y composicion de los dominios
transmembrana (TMDs) de las proteinas a lo largo de la ruta secretora. Los TMDs de las
proteinas residentes en el RE y Golgi son significativamente mads cortos que los de la

membrana plasmatica (Sharpe et al., 2010).

1.2.2.2. Segregacion lateral de lipidos como mecanismo de sorting

Para mantener esta organizacion diferencial de la composicidn lipidica a lo largo de la
ruta secretora, los lipidos deben ser segregados de forma especifica a su lugar de
destino, al igual que las proteinas de secrecién. El transporte lipidico entre
compartimentos puede ocurrir, bien por transporte vesicular, o bien a través de
proteinas transportadoras, las cuales suelen operar en los sitios de contacto entre las
membranas del orgdnulo aceptor y el donador (Holthuis & Menon, 2014). En este
sentido, las vesiculas pueden actuar como transportadores bidireccionales de una gran
cantidad de lipidos, como constituyentes basicos de su propia membrana, lo cual podria
contribuir en la segregacion lipidica, por ejemplo, mediante la incorporacidn selectiva
de esfingolipidos y esteroles en el transporte anterdgrado o la exclusién de estos en el
transporte retrégrado (Contreras et al., 2012). De hecho, ha sido demostrado que las
vesiculas de transporte retrégrado COPI se encuentran depletadas en colesterol y
esfingomielina en células de mamifero, promoviendo la acumulaciéon de esteroles y
esfingolipidos aguas arriba del TGN (Briigger et al., 2000). Ademas, andlisis lipiddmicos
revelaron que las vesiculas de transporte anterégrado contenian mayores niveles de
esteroles y esfingolipidos que su organulo donador en células de levadura (Klemm et al.,
2009). Esta acumulacidn selectiva de ciertos lipidos en las vesiculas de transporte podria

estar mediado por sus propiedades fisico-quimicas intrinsecas.
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Los lipidos con dacidos grasos largos y saturados hacen a la membrana mds gruesa y
menos fluida debido al alto empaquetamiento de sus colas hidrofébicas e interacciones
lipido-lipido mas fuertes. De manera contraria, los lipidos insaturados previenen este
empaquetamiento. En membranas artificiales, los lipidos saturados, los insaturados y el
colesterol segregan en diferentes fases generando regiones con un alto
empaquetamiento lipidico, conocidas como regiones de lipidos ordenadas (Lo: Liquid-
ordered domains), o regiones mas desordenadas vy fluidas (liquid-disordered domains)
(van Meer et al., 2008)(Figura 5A). Esta separacion local en fases constituye la base de
la teoria altamente debatida de las balsas lipidicas, la cual defiende que la interaccién
preferencial entre esfingolipidos y esteroles por puentes de hidrégeno podria favorecer
la formacion de dominios lipidicos altamente empaquetados que flotarian en un
entorno mas fluido de fosfolipidos insaturados (Sezgin et al., 2017). Estas balsas lipidicas
favorecerian la formacién de clusters de determinadas proteinas en estos dominios
especializados de lipidos ordenados lo cual contribuiria al sorting de las proteinas de
secrecion a su localizacién celular especifica (Simons & Sampaio, 2011). Es mds, se sabe
que la longitud del TMD de las proteinas debe coincidir con el grosor de su membrana
de residencia (Bretscher & Munro, 1993). Dado que se piensa que estas balsas lipidicas
presentan un mayor grosor que la membrana que los rodea, este desfase hidrofébico
favoreceria que proteinas con TMDs largos segregaran junto a estos dominios lipidicos

a lo largo de la ruta secretora (Figura 5B).

Sin embargo, la existencia de estos dominios aun no ha sido demostrada por
observacion directa en células vivas (Levental & Veatch, 2016). Estas balsas lipidicas son
habitualmente definidas por su resistencia a la extraccidn con detergentes in vitro,
siendo encontradas en las fracciones de membrana resistentes a detergentes (DRM)
(Brown & Rose, 1992; Schuck et al., 2003). No obstante, los tratamientos con
detergentes pueden alterar su composicion o incluso inducir esta separacion en fases,
por lo que los DRM no deben ser equiparados con las balsas lipidicas. Es mas, resultados
recientes sugieren que serian las propias proteinas las que reorganizarian los lipidos en
torno a su TMD para evitar la exposicion de sus residuos hidrofébicos, actuando por
tanto como cebadores en la generacién de estos nanodominios, quedando los lipidos

encargados de estabilizar y favorecer su expansiéon (Raghupathy et al., 2015) .
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Figura 5. Organizacidon de dominios lipidicos en la membrana

(A) Organizacion de los lipidos de membrana en fases dependiendo de su grado de saturaciény
longitud. Se generarian dominios ordenados constituidos por lipidos largos y saturados,
incluyendo el colesterol, que se encontrarian inmersos en un entorno de lipidos desordenados,
cortos e insaturados. (B) Las proteinas transmembrana localizan en aquellos dominios de
membrana cuya longitud coincida con la de su dominio transmembrana (TMD). La exposicién
de residuos hidrofdbicos en las proteinas con TMD largos produciria un desajuste hidrofébico lo
que favoreceria su localizacion en dominios de membrana mds largos y ordenados. Figura
adaptada de (Sezgin et al., 2017).

La hipdtesis de las balsas lipidicas fue inicialmente postulada para explicar el sorting de
ciertas proteinas desde el TGN hacia la membrana apical, la cual estd enriquecida en
esfingolipidos y colesterol a diferencia de la membrana basolateral de células epiteliales

polarizadas en mamiferos (Simons & lkonen, 1997).

Una de estas proteinas que segrega hacia la membrana apical son las proteinas ancladas
a glicosilfosfatidilinositol (GPI), las cuales son proteinas luminales ancladas a la
membrana a través de un glicolipido (Figura 6). Estas proteinas, debido a la presencia de
lipidos de cadena saturada en la estructura del GPI, son encontradas en DRM, por lo que
suelen ser consideradas como modelos para el estudio de la segregacion de proteinas

en balsas lipidicas (Pike, 2006).
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Figura 6. Balsas lipidicas y proteinas ancladas a GPI

Las balsas lipidicas son dominios de membrana pequefios, dindmicos y transitorios enriquecidos
en fosfolipidos saturados, esfingolipidos, glicolipidos, esteroles y proteinas ancladas a GPI. El
enriquecimiento de estos componentes hidrofébicos proporciona a estos dominios lipidicos
propiedades fisicas determinadas, tales como un alto empaquetamiento lipidico y baja fluidez
de membrana. Figura adaptada de (Sezgin et al., 2017).

En células epiteliales polarizadas de mamiferos, esta hipotética asociaciéon de las
proteinas ancladas a GPI con las balsas lipidicas se piensa que podria ser uno de los
determinantes para su transporte hacia la membrana apical (Simons & lkonen, 1997;
Simons & Sampaio, 2011). Esta teoria es apoyada por el hecho de que la deplecién de
colesterol o la inhibicidn de la sintesis de esfingolipidos afecta a la localizacién de las
proteinas ancladas a GPl en la membrana apical (Mays et al., 1995; Paladino et al., 2004).
Sin embargo, la controversia sobre la existencia o no de dichas balsas lipidicas y su papel
en la segregacion de estas proteinas, hace necesaria la aportacidn de datos adicionales
gue respalden este mecanismo de sorting mediado por lipidos. Se sabe, que en células
de levadura, estas proteinas ancladas a GPl son segregadas de forma prematura del
resto de proteinas de secrecion previa exportacion del RE (Muiiz et al., 2001). El
mecanismo que subyace bajo este sorting en el RE es aun desconocido, pero se sugiere
gue los lipidos podrian estar implicados. Por este motivo, las proteinas ancladas a GPI
seran usadas como modelo en la presente tesis para esclarecer la posible existencia de

un mecanismo de sorting de proteinas basado en lipidos.
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1.3. Exportacion de las proteinas ancladas a GPI del RE

Las proteinas ancladas a GPI constituyen una categoria particular de cargos luminales,
los cuales estdn formados por una proteina soluble unida a través de una modificacién
post-traduccional, el glicolipido GPI, a la cara externa de la membrana plasmatica. Esta
modificacion esta conservada desde levaduras hasta humanos y juega un papel crucial
no solo en su funcién, sino también en el transporte de estas proteinas a su destino final
(Ferguson et al., 2009). En humanos se han encontrado mds de 150 proteinas ancladas
a GPI diferentes, cuyas funciones incluyen desde enzimas, moléculas de adhesion,
receptores, inhibidores de proteasas, transportadores y reguladores del complemento.
De esta manera, el anclaje a GPI es esencial para muchos procesos en mamiferos tales
como, la embriogénesis, el desarrollo, la neurogénesis, la fertilizacién, e incluso el
sistema inmune (Lebreton et al., 2018). Mutaciones en los genes involucrados en la
remodelacién de la parte lipidica del GPI estan relacionadas con el desarrollo de
enfermedades neurolégicas. En el caso de levaduras, en concreto Saccharomyces
cerevisiae, se han descrito mas de 60 proteinas ancladas a GPI, siendo estas esenciales

para su crecimiento.
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Figura 7. Estructura del GPI

La estructura altamente conservada del glicolipido GPI estd compuesta por una parte glucidica
y una parte lipidica. Glicano del GPI: una etanolamina fosfato a través de la cual se une la
proteina, tres manosas y una glucosamina. Lipido del GPI: inositol fosfolipido. La proteina
completa es anclada a la cara externa de la membrana plasmatica a través de las cadenas de
acidos grasos del inositol fosfolipido. Figura adaptada de (Kinoshita & Fujita, 2016).
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La estructura altamente conservada de este GPl consta de una parte lipidica, un
fosfolipido, a la que se le une una cadena glucidica (Figura 7). Una vez que el precursor
del GPI es sintetizado en la membrana del RE mediante una serie de reacciones que
involucran mas de 20 genes, este es transferido en bloque por una transamidasa a una
proteina de nueva sintesis (Figura 8). Esta transamidasa reconoce la secuencia sefal de
anclaje a GPl en la regién C-terminal de la proteina y corta por un sitio denominado sitio
omega, donde quedarda unida al precursor del GPlI (Orlean & Menon, 2007).
Inmediatamente después del anclaje a la proteina, las partes glucidicas y lipidicas del
GPI sufren una serie de modificaciones por distintas enzimas de remodelacién (Kinoshita
& Fujita, 2016). Una vez remodeladas, las proteinas ancladas a GPI son exportadas del
RE para ser dirigidas a su destino final en la membrana plasmatica. En levaduras, algunas
de estas proteinas son liberadas de su anclaje al GPI para ser incorporadas en la pared

celular (Pittet & Conzelmann, 2007; Vazquez et al., 2014).
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Figura 8. Biosintesis del precursor del GPI y su transferencia a la proteina aceptora en la
membrana del RE en levaduras

El GPI es sintetizado en el RE por una serie de reacciones en cadena que requiere al menos 11
pasos. A continuacion, es transferido en bloque a la regidon C-terminal de la proteina gracias a una
transamidasa que reconoce y corta la region omega de la proteina. Las enzimas Mcd4 y Gpi7 se
encargan de anadir las EtNP de la primera y segunda manosa respectivamente, las cuales estan
ausentes en la proteina madura de la membrana plasmatica. Figura adaptada de (Li et al., 2018).
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Durante su transporte a lo largo de la ruta secretora las proteinas ancladas a GPI son
segregadas y separadas del resto de proteinas que se dirigen a la superficie celular
(Figura 9). En mamiferos, estos eventos de sorting tienen lugar en el Golgi durante su
transporte desde el TGN hacia la membrana plasmatica apical, mientras que en
levaduras ocurre durante la salida del RE (Mayor & Riezman, 2004; Muiiz & Riezman,
2000). Esta caracteristica especial viene dada por la adquisicién del glicolipido GPI, el
cual parece fomentar una asociacion especial de estas proteinas ancladas a GPI con las
membranas, donde los lipidos desempefarian un papel importante en su segregacién

selectiva a lo largo de la ruta secretora.
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Figura 9. Las proteinas ancladas a GPI son segregadas del resto de proteinas de superficie
durante su transporte a lo largo de la ruta secretora

En levaduras, el sorting tiene lugar antes de su salida del RE. Las proteinas ancladas a GPI recién
sintetizadas son segregadas y concentradas en ERES especificos, siendo a continuacion
incorporadas en vesiculas COPIl especializadas que las transportardn hacia el Golgi. Existe la
posibilidad de que estas proteinas ancladas a GPI continlen su viaje separadas del resto de
proteinas de secrecidon en cisternas del Golgi diferentes hasta alcanzar du destino en la
membrana plasmatica, sin embargo, aln no hay evidencias que confirmen esta hipdtesis. En
células epiteliales polarizadas de mamiferos el sorting de las proteinas ancladas a GPI tiene lugar
en el Golgi, durante el transporte desde el TGN hacia la membrana plasmatica (PM) Las
proteinas ancladas a GPI junto con otras proteinas que se dirigen a la membrana apical, son
segregadas de las proteinas de la membrana basolateral en diferentes vesiculas de transporte
que siguen rutas separadas hacia la superficie celular. Figura extraida de (Mufiz & Riezman,
2016).
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1.3.1. Requisitos especificos de la maquinaria de cubierta COPIl para el

transporte de las proteinas ancladas a GPI

Una vez remodeladas, las proteinas ancladas a GPl son incorporadas en vesiculas COPII.
Sin embargo, dado que son proteinas completamente luminales y no atraviesan la
membrana del RE, requieren de un adaptador o receptor que los conecte con la cubierta.
Este papel es desempenado por la proteina p24, que une a las proteinas ancladas a GPI
con Lst1, un paralogo de Sec24, la subunidad encargada de unir el cargo (Castillon et al.,
2011; Manzano-Lopez et al.,, 2015; Miller et al.,, 2003) (Figura 10). Lstl es
especificamente requerido para la exportacién selectiva de las proteinas ancladas a GPI
y contiene sitios de union para p24. Es mas, la alteracion de estos sitios de unidn

especificos resulta en la acumulacién de las proteinas ancladas a GPI en el RE.
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Figura 10. Las proteinas ancladas a GPI son exportadas del RE por una maquinaria COPII
especializada

Esta maquinaria especializada involucra el receptor transmembrana p24 y la subunidad de
cubierta COPII Lst1, un pardlogo de Sec24 requerido especificamente para el transporte de las
proteinas ancladas a GPI. El receptor p24 conecta las proteinas ancladas a GPI en el lumen del
RE con la cubierta interna de COPII en el lado citosdlico a través de su interaccion con Lstl, el
cual forma dimeros son Sec23. Una vez estabilizada en la membrana, la cubierta interna
Lst1/Sec23 recluta la cubierta externa Sec13/Sec31, lo que promueve la formacion y escision de
las vesiculas COPII. Figura adaptada de (Mufiiz & Riezman, 2016).

Esta necesidad de generar vesiculas COPIl especializadas parece estar relacionado con
la naturaleza predominantemente luminal tanto del receptor p24, como de las propias

proteinas ancladas a GPI (D'Arcangelo et al., 2013; Stachowiak et al.,, 2013). En
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particular, cabe destacar la corta longitud del anclaje del GPI en relacién al tamafio de
su dominio luminal altamente glicosilado. Esta diferencia genera curvatura negativa en
la membrana, que parece ser contrarrestada por la subunidad de cubierta externa
Sec13, la cual proporciona rigidez a la cubierta COPII (Copic et al., 2012). Ademas, esta
rigidez proporcionada por Sec13 parece estar ajustada por Lstl, que genera vesiculas
COPIl con un mayor didmetro. De hecho, ha sido demostrado que las vesiculas COPII
generadas in vitro con una mezcla de Sec24 y Lstl son ligeramente mds grandes que
aquellas que solo contienen Sec24 (Miller et al., 2003; Shimoni et al., 2000). Por tanto,
Lstl y Secl3 estarian proporcionando propiedades de ensamblaje especificas a la
cubierta COPII, que podrian ser necesarias para la incorporacién de cargos grandes,
como es el caso de los clusters de proteinas ancladas a GPl y receptores p24, los cuales,
como discutiremos mas adelante, se encontrarian insertados en regiones de membrana

mas rigidas, enriquecidas en ceramida.

1.3.1.1. El receptor p24

Los miembros de la familia de proteinas p24 se asocian heteroméricamente para formar
el denominado complejo p24. Gracias a su abundancia y capacidad para ciclar entre el
RE y el Golgi uniendo fuertemente ambos tipos de cubiertas, COPl y COPII, ha sido
relacionado con dos funciones esencialmente. La primera de ellas es la funcién
especifica como receptor de carga, facilitando la exportacién selectiva del RE de las
proteinas ancladas a GPI (Castillon et al., 2011; Muifiiz & Riezman, 2000). La segunda
funcién, de caracter general, estad relacionada con el transporte retrégrado, ya que
participa en la formacion de vesiculas COPI derivadas del Golgi a través de la
estabilizacién de la cubierta COPI sobre las membranas (Aguilera-Romero et al., 2008;

Sabido-Bozo et al., 2021).

Los analisis filogenéticos dividen a la familia p24 en cuatro subfamilias: p24a, B,y y 6
(Carney & Bowen, 2004). En levadura, la subfamilia p24a la componen Erp1, Erp5 y Erp6;
la subfamilia p24B, Emp24; la subfamilia p24y, Erp2, Erp3 y Erp4; y la subfamilia p246,

Erv25. No obstante, existe cierta redundancia funcional entre los miembros de las
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subfamilias de una misma rama en levadura (Marzioch et al., 1999). Sin embargo, en
organismos pluricelulares se han descrito patrones de expresion diferencial especificos
de tejido, en los que los diferentes miembros de cada subfamilia no son intercambiables

entre si (Carney & Bowen, 2004; Strating & Martens, 2009).

Las proteinas p24 son proteinas transmembrana tipo |. Presentan un dominio luminal
gue contiene motivos de unién a proteinas carga y un tallo citosdlico que muestra una
gran afinidad para interaccionar con los complejos de cubierta COPII y COPI, estando
ambas regiones conectadas por un Unico dominio transmembrana (TMD). A pesar de
que el tallo citosélico representa sélo un pequefio porcentaje de la proteina, de 12 a 20
aminodcidos, es en esta regién donde se localizan las sefiales responsables del
movimiento ciclico y de la localizaciéon del complejo p24 en la célula. En la fraccién
luminal se encuentran la secuencia sefial necesaria para su translocacion al RE, un
dominio GOLD (Golgi dynamics) y una regién coiled-coil (Figura 11). La regién coiled-coil,
que precede al TMD es esencial para la formacidon del complejo: heterotetrameros

(p24a+p24B+p24y+p248) o heterodimeros (p24p+p246).
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Figura 11. La organizacidon estructural de las proteinas de la familia p24 depende de la
oligomerizacion de sus subunidades
(A) Estructura de las proteinas p24, destacandose el dominio GOLD, la region coil-coiled (CC), el

dominio transmembrana (TM) y el tallo citosdlico (CT). (B) Los miembros de las diferentes
familias interaccionan a través de sus regiones coil-coiled para formar los complejos, ya sean
heterodimeros o heterotetrameros. Figura extraida de (Pastor-Cantizano et al., 2016).
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La oligomerizacion del complejo p24 es esencial para la estabilidad de las propias
proteinas p24 en la célula, asi como para que el complejo pueda ciclar entre RE y Golgi
(Fullekrug et al., 1999). En S. cerevisiae el complejo esta formado principalmente por las
proteinas Emp24, Erv25, Erpl y Erp2. La eliminacidn tanto de Emp24 como de Erv25
genera complejos inestables, no funcionales, que terminan siendo degradados. De este
modo, la eliminacion de una de estas subunidades tiene como consecuencia la

disminucion de los niveles proteicos del resto de la familia (Marzioch et al., 1999).

1.3.1.2. Remodelacién del glicano del GPI
El reconocimiento de las proteinas ancladas a GPI por parte del complejo p24 se
encuentra regulado por la remodelacién de la parte glucidica del GPI. Esta modificacion
consiste en la eliminacion de la EtNP presente en la segunda manosa del glicano por la
fosfodiesterasa Ted1 en levaduras y PGAP5 en mamiferos (Figura 12) (Fujita et al., 2009;
Manzano-Lopez et al., 2015). De hecho, ha sido demostrado que p24 actla como una
lectina al reconocer de manera especifica el glicano remodelado de las proteinas
ancladas a GPI. Este reconocimiento por parte del receptor p24 dispara el reclutamiento
y la estabilizacidon de Lstl a los ERES, con la consiguiente formacidn de vesiculas COPII.
Es decir, el reclutamiento de la cubierta COPII por parte del complejo p24 no ocurre de
forma constitutiva, en su lugar, se encuentra activamente regulada por la unién de un
cargo maduro. La existencia de un mecanismo regulatorio de este tipo ayudaria a
entender como la produccién de vesiculas COPII se ajustaria a la cantidad de cargos

luminales que se encuentran listos para salir del RE.

Ademas de esta EtNP presente en la segunda manosa, la cual es afiadida durante la
sintesis del precursor GPIl por medio de la enzima Gpi7, el glicano presenta dos EtNP mas
(Figura 8). Una en la tercera manosa, a través de la cual se ancla la proteina luminal, y
otra en la primera manosa, que al igual que ocurre con la EtNP de la segunda manosa,
se encuentra ausente en la forma madura de la proteina. Se ha descubierto
recientemente, que seria la enzima Cdcl, localizada en el Golgi, la que se encargaria de
su eliminacion antes de alcanzar su destino final en la membrana plasmatica (Vazquez

et al., 2014; Yang & Banfield, 2020).
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Figura 12. La remodelacion del GPI regula activamente el reclutamiento de una cubierta COPII
especializada

La eliminaciéon de la EtNP de la segunda manosa del glicano del GPI por parte de Ted1 permite
la interaccién de las proteinas ancladas a GPI con el receptor p24. Esta unién promueve el
reclutamiento selectivo de una cubierta interna COPII especifica, formada por Lst1/Sec23, con
la consiguiente formacién de vesiculas COPII. Este mecanismo implica que la formacion de estas
vesiculas COPII especializadas se encuentra regulado por la cantidad de proteinas ancladas a GPI
listas para ser exportadas. Figura extraida de (Lopez et al., 2019).

1.3.2. Sorting de las proteinas ancladas a GPI previa exportacion del RE

Tradicionalmente se creia que todas las proteinas de secrecidon viajaban juntas en las
mismas vesiculas COPII desde el RE hasta el Golgi, donde serian segregadas a su destino
final. Sin embargo, hoy dia se sabe que las proteinas ancladas a GPI en levadura son
segregadas del resto de proteinas de secrecion previa exportacién del RE, siendo
incorporadas en vesiculas COPII especializadas (Castillon et al., 2009; Mufiiz et al., 2001).
El mecanismo que subyace bajo este sorting de las proteinas ancladas a GPI en el RE es
aun desconocido, pero se piensa que los lipidos podrian estar involucrados, por lo que
la remodelacion de la porcidn lipidica del GPI podria jugar un papel importante en este

evento (Muiiiz & Riezman, 2016).
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1.3.2.1. Remodelacidn lipidica del GPI

En levaduras, esta remodelacion lipidica del GPI comienza inmediatamente después del
anclaje a la proteina (Pittet & Conzelmann, 2007). Esta consiste en la deacilaciéon por
parte de Bstl (Tanaka et al., 2004) seguida de la remodelacién de los acidos grasos, lo
cual implica el reemplazamiento de las cadenas cortas e insaturadas del diacilglicerol
(C18:1), por unas mas largas y saturadas (C26:0) (Bosson et al., 2006). A continuacidn,
este diacilglicerol de C26 es en algunas ocasiones reemplazado por ceramida (C26:0)
gracias a la enzima Cwh43 (Figura 13) (Fujita & Kinoshita, 2012; Umemura et al., 2007).
De hecho, ha sido propuesto, que las proteinas ancladas a GPI que se dirigen a la
membrana plasmatica adquieren esta ceramida en su porcién lipidica, mientras aquellas
que se dirigen a la pared celular mantienen el diacilglicerol C26, como se ha demostrado
en el caso de Gasl1 y Cwp2, respectivamente. Por tanto, el tipo de lipido presente en el
GPI (diacilglicerol o ceramida) podria contribuir a determinar su destino final en
levaduras. El mecanismo implicado es aun desconocido, pero se cree que las secuencias
diferenciales cercanas al Q site de la proteina, donde el GPI es anclado, podrian estar

relacionadas (Yoko-O et al., 2018).

ER lumen

N 0 ©

Agl-Pl pGl  IPC GleN  Man  EtNP

ER membrane C26 Ceramide

Figura 13. Remodelacion lipidica de las proteinas ancladas a GPI

1) La proteina es anclada al GPI en el lumen del RE. 2) El acilo unido al inositol es eliminado por
la enzima Bst1. Después, la cadena de acido graso insaturada en la posicidn sn2 es eliminada por
Perl, y en su lugar una cadena muy larga y saturada (C26:0) es afiadida por Gupl. 3) En muchos
casos el diacilglicerol el sustituido por ceramida por Cwh43. Acyl-Pl: acil-fosfatifilinositol, pG1:
fosfatidilinositol, IPC: inositolfosfo-ceramida, GlcN: glucosamida, Man: manosa y EtNP:
etanolaminafosfato.
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1.3.2.2. Sintesis y transporte de ceramida

La sintesis de ceramida tiene lugar en el RE, después de lo cual es transportada al Golgi
para servir como precursor de la sintesis de esfingolipidos (Figura 14). Esta comienza con
la sintesis de sus dos componentes, la esfingosina o bases de cadena larga (LCB) y los
acidos grasos de cadena muy larga (VLCFA). Por su parte, la esfingosina es generada por
la condensacion del aminodcido serina junto con el acido graso de la Coenzima A, gracias
a la serina-palmitoiltransferasa, comprendida por el heterodimero Lcb1/Lcb2 en
levaduras. El otro componente es generado por la elongacion de acidos grasos de
cadena larga (C12-C16) hasta obtener VLCFA de C18 o mas gracias a las elongasas Elo1-
3. La combinacién de ambos componentes por las ceramidas sintasas Lagl y Lacl, da

lugar a las ceramidas, siendo las C26 las mas abundantes en levadura (Olson et al., 2016).

0 0 0 0
CoA-S/lULOH CoA-SJI\/\/\/\/W\/\ HO’\‘)LO'
NH5
malonyl-CoA palmitoyl-CoA serine
Elo2
! Leb1/Leb2
(fatty acid X
(serine
elangase) f \‘ palmitoyl-transferase)
0 OH
CoA- SJ\/\/‘\%\/\/\N\/\ HO /\(K/W\/W\/\
NH3
very long chain fatty acids long chain bases
Lag1/Lacl
ceramide synthase

Figura 14. Sintesis de ceramida en levaduras

Principales pasos de la sintesis de ceramida. Se nombran las principales enzimas reguladoras.
Las estructuras de LCB y VLCFA son representativas, dada la alta variabilidad comprendida por
las posibles hidroxilaciones, insaturaciones y variaciones en la longitud de la cadena. Figura
extraida de (Olson et al., 2016).
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Una vez sintetizada, la ceramida es transportada al cis-Golgi principalmente mediante
vesiculas COPII (Funato et al., 2020). Mas tarde, en el medial-Golgi es convertida en
inositolfosfoceramida (IPC) por la enzima Aurl y posteriormente manosilada hasta
obtener MIPC y M(IP),C (Figura 15). Una pequefia proporcion de ceramida (20-30%) es
dirigida directamente al medial-Golgi via no vesicular por el transportador Nvj2 (Liu et

al., 2017).

yeast
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TGN/trans
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Figura 15. Transporte de ceramida desde el RE hacia el Golgi en levaduras

La ceramida C26 es sintetizada en el RE y es transportada principalmente mediante vesiculas
COPII al Aparato de Golgi, donde sirven como precursores para la sintesis de esfingolipidos
complejos. Figura adaptada de (Funato et al., 2020).

Las ceramidas tienen propiedades biofisicas Unicas, ya que son extremadamente
hidrofdbicas y son capaces de formar extensas redes de puentes de hidrégeno debido a
la presencia en su estructura de grupos donadores y aceptores, es decir, hidrogenos y
atomos electronegativos (Alonso & Goiii, 2018; Castro et al., 2014). Estas propiedades
confieren a la ceramida la capacidad de segregar en dominios ricos en ceramida, los
cuales se encuentran altamente ordenados y empaquetados en la fase fluida de la
membrana (Silva et al., 2006; Sot et al., 2006; Veiga et al., 1999). Estudios recientes han
demostrado que la longitud de las cadenas de acidos grasos de la ceramida tiene un
impacto directo en las propiedades biofisicas de estos dominios, tales como, su grado
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de empaquetamiento, forma, tamafio y grosor de la bicapa lipidica (Pinto et al., 2011;
Zelnik et al., 2020). Dado que la ceramida se sintetiza en el RE, ha sido propuesto que
estos dominios ordenados enriquecidos en ceramida podrian regular ciertas funciones
del RE, por ejemplo, afectando al grado de difusion de las proteinas transmembranas,
lo que incluso podria tener un impacto en su transporte a lo largo de la ruta secretora

(Zelnik et al., 2020).

1.3.2.3. Modelo de sorting de las proteinas ancladas a GPl dependiente

de ceramida

Estas propiedades biofisicas Unicas de las ceramidas de cadena muy larga podrian tener
un impacto en la exportaciéon del RE de las proteinas ancladas a GPl que poseen
ceramidas C26. De hecho, la remodelacién lipidica del GPl es necesaria para su
aislamiento en DRMs, lo cual ha sido propuesto como un reflejo de su asociaciéon con
estos dominios enriquecidos en ceramida (Castillon et al., 2011; Fujita, Umemura, et al.,
2006). Estos resultados demuestran que la remodelacion lipidica del GPI cambia las
propiedades de las proteinas ancladas a GPI, probablemente afectando a su asociacion
funcional con la membrana. Es mas, la sintesis de ceramida es requerida para la
exportacion del RE de las proteinas ancladas a GPI basadas en ceramida C26 (Horvath et
al., 1994; Siitterlin et al., 1997) vy, a su vez, la sintesis de IPC en el Golgi a partir de
ceramida depende de la sintesis de GPI (Kajiwara et al., 2008), lo que sugiere que las
proteinas ancladas a GPI modificadas con ceramidas C26 y las ceramidas C26 libres se

transportan al Golgi de forma interdependiente.

Teniendo en cuenta estos datos se ha propuesto un modelo mediante el cual, las
proteinas ancladas a GPl con ceramidas C26 coalescerian junto con las ceramidas C26
libres en la membrana del RE, generando dominios ordenados dentro del entorno
relativamente desordenado de lipidos de la membrana del RE, la cual esta constituida
principalmente por lipidos cortos e insaturados (C16:1 y C18:1) (Funato et al., 2020;
Melero et al., 2018). La formacién de estos dominios provocaria la segregacion lateral
de las proteinas ancladas a GPl basadas en ceramidas C26 del resto de proteinas

transmembrana del RE. Finalmente, estas proteinas ancladas a GPl con ceramidas C26
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junto con las ceramidas C26 de la membrana serian concentradas en ERES especificos
para ser posteriormente incorporadas en vesiculas COPIl especializadas que las

transporten hacia el Golgi (Figura 16) (Mufiiz & Riezman, 2016).

Specific ERES
GPI-glycan
GPI ER lumen
GPI-lipid
’ —_ >
ER
GPl-inositol deacylation GPI-fatty-acid remodeling (Perip, Gup1p) Clustering
(Bst1p) and ceramide anchoring (Cwh43p)

C26:0 ceramide-rich
domains

Figura 16. Modelo: Las ceramidas de cadena muy larga C26 promoverian la formacién de
clusters de proteinas ancladas a GPI y su segregacion previa exportacion del RE

Modelo de sorting de las proteinas ancladas a GPI por el cual la adquisicién de ceramidas C26
tras la remodelacion lipidica del GPI generaria un desajuste hidrofdbico en la membrana del RE
llevando a la concentracién de las proteinas ancladas a GPl en dominios ordenados ricos en
ceramidas. Esta concentracidon dependiente de ceramida C26 conllevaria la segregacién de las
proteinas ancladas a GPI del resto de proteinas transmembrana, siendo incorporadas en ERES
especificos. Figura adaptada de (Mufiiz & Zurzolo, 2014).
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ANTECEDENTES

Con objeto de investigar el posible papel de los lipidos de membrana en el sorting de
proteinas a lo largo de la ruta secretora, nuestro grupo de investigacién ha estudiado en
los ultimos afios la segregacién en el RE de las proteinas ancladas a GPI del resto de
proteinas de secrecidn y su exportacidn selectiva en vesiculas COPIl especificas. En
concreto, se ha testado la hipdtesis de que las ceramidas de cadena muy larga de 26
carbonos (C26) formen microdominios lipidicos en la membrana del RE que segreguen
lateralmente a las proteinas ancladas a GPI y las incorporen selectivamente en ERES
especificos distintos de los usados por las proteinas transmembranas para salir del RE

(Rodriguez-Gallardo et al., 2020).

Para testar esta hipdtesis, primero se optimizd un sistema genético que permitiera
visualizar a nivel nanoscdpico mediante microscopia de super-resolucion la entrada de
dos tipos de cargos en los ERES, por un lado, la proteina anclada a GPI Gas1 etiquetada
con GFP (Gas1-GFP) y, por otro, la proteina transmembrana (TM) Mid2 etiquetada con
iRFP (Mid2-iRFP). Estos dos cargos fueron co-expresados bajo un promotor inducible de
galactosa para asegurar la visualizacién de cargo de nueva sintesis en el RE. Como
marcador de los ERES se usé la proteina de la capa externa de la cubierta COPII Sec13
etiquetada con mCherry (Sec13-mCherry). La co-expresion inducida de las dos proteinas
cargo fue llevada a cabo en un mutante termosensible sec31-1, en el que, a temperatura
restrictiva (37 2C), se afecta la funcién esencial de Sec31, componente de la capa externa
de la cubierta COPII, por lo que el cargo es retenido en el RE. El cambio a temperatura
permisiva (24 2C) restaura la exportacién del cargo recién sintetizado, permitiendo su
entrada a los ERES. El microscopio de super resolucién SCLIM (Super-resolution Confocal
Live Imaging Microscopy) permitio visualizar a nivel nanoscépico, de forma simultanea
y en 3D la incorporacion de los cargos en los ERES. Utilizando este sistema avanzado de
microscopia se observd que la proteina anclada a GPlI Gasl-GFP y la proteina
transmembrana Mid2-iRFP no co-localizan en la membrana del RE, presentando ambas
patrones de distribucion muy diferentes (Figura 17). Mientras Mid2-iRFP se distribuye
homogéneamente por toda la membrana del RE, Gas1l-GFP se concentra en zonas

concretas formando clusters que estan asociados a ERES especificos, lo que sugiere que
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ambas proteinas cargo tras segregarse en la membrana del RE salen de este a través de
ERES diferentes. Esta posibilidad fue confirmada al establecerse que, en efecto, la
mayoria de los ERES contenia un solo tipo de cargo, o Gas1-GFP o Mid2-iRFP (Figura 18).
Por tanto, los datos obtenidos indicaron que la formaciéon de clusters asociados a
determinados ERES le permite a Gas1-GFP segregarse y salir del RE a través de esos ERES

especificos.
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Figura 17. La proteina anclada a GPl Gas1-GFP forma clusters y es segregada del resto de
proteinas transmembrana en la membrana del RE

La cepa sec31-1 que expresaba Gas1-GFP (verde) y Mid2-iRFP (azul) bajo un promotor inducible
de galactosa, y Sec13-mCherry de forma constitutiva como marcador de ERES (rojo), fueron
incubadas a 37 2C durante 30 minutos, a continuacién, a 24 2C y visualizadas por SCLIM tras 20
minutos de la liberacidn del bloqueo. Las imagenes representan semiesferas de células en 3D.
(A) La proteina anclada a GPI forma clusters en zonas discretas mientras la proteina TM se
distribuye de forma homogénea por toda la membrana del RE. (B) La grafica muestra la
intensidad de cada cargo a lo largo de la flecha representada en la imagen. Los clusters de GPI
no co-localizan con el cargo TM. (C) Los clusters de GPI se encuentran asociados a ERES
especificos. Escala 0,5 um. Figura adaptada de (Rodriguez-Gallardo et al., 2020).

Una vez descritos los procesos de clustering y sorting en ERES especificos de Gas1-GFP,
se abordd el hipotético papel de la ceramida de cadena muy larga C26 en dichos
procesos. Con ese objetivo se utilizéd una cepa modificada genéticamente en la cual se
habian sustituido las ceramidas sintetasas enddgenas de levadura (Lagl y Lacl), las

cuales sintetizan ceramida C26, por la ceramida sintetasa del algoddn GhlLagl que en la
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planta del algoddn sintetiza ceramidas de cadena mas cortas C18 y C16. Mediante
espectrometria de masas se comprobd que las membranas celulares de la cepa mutante
de levadura GhLagl contienen mayoritariamente ceramidas mds cortas C18 y C16 en
lugar de la ceramida C26 sintetizada en la cepa silvestre. Sin embargo, el analisis de la
ceramida presente en el GPl de la proteina Gas1-GFP expresada en este mutante GhLag1
indicd que esta ceramida seguia teniendo 26 carbonos como en la cepa silvestre. El
hecho de que en la cepa GhLagl solo se reduzca la longitud de las ceramidas libres de
membrana, pero no de las que constituyen el GPI, permitié usar esta cepa para evaluar
especificamente la relevancia de las ceramidas C26 libres de membrana en los procesos

de clustering y sorting de Gas1-GFP en el RE.

El analisis mediante microscopia SCLIM de la distribucién de Gas1-GFP y Mid2-iRFP en
el mutante GhLagl reveld que Gas1-GFP no es capaz de formar clusters, localizandose
en su lugar de forma dispersa y homogénea por toda la membrana del RE al igual que la
proteina transmembrana Mid2-iRFP. Ademas, se observd que en este mutante la
mayoria de ERES (70%), contenia ambos cargos co-localizando dentro de ellos. Por tanto,
estos datos demuestran que las ceramidas de cadena muy larga C26 presentes en las
membranas del RE son necesarias para la formacion de clusters de Gas1-GFP y su

posterior sorting en ERES especificos (Figura 18).
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Figura 18. El clustering y sorting de las proteinas ancladas a GPI depende de la longitud de las
ceramidas libres presentes en la membrana del RE

Las cepas sec31-1y sec31-1 GhLagl que expresaban Gas1-GFP (verde) y Mid2-iRFP (azul) bajo
un promotor inducible de galactosa, y Sec13-mCherry de forma constitutiva como marcador de
ERES (rojo), se visualizaron tal y como se describe en la Figura 17. (A) Las imagenes representan
semiesferas de células 3D donde aparecen los dos tipos de cargos y los ERES. La disminucidn en
la longitud de la ceramida de la membrana del RE provoca la eliminacién de los clusters de GPI,
el cual presenta una distribucién homogénea al igual que el cargo TM. Escala 0,45um. (B) Se
muestran ejemplos de ERES extraidos de A conteniendo ambos cargos por separado en el caso
de sec31-1 o ambos cargos mezclados para el caso de sec31-1 GhLagl. Escala 100nm. (C) El
grafico muestra el porcentaje medio de ERES que contienen un Unico cargo, los dos cargos
mezclados y los cargos segregados dentro del mismo ERES. n =432 en 54 células (sec31-1) y 430
en 47 células (sec31-1 GhlLagl) de tres réplicas biolégicas independientes. Las barras de error
representan la SD (Standar Deviation). Estadistico: T test no pareado de dos colas. ***p < 0,001
y **p < 0,01. Figura adaptada de (Rodriguez-Gallardo et al., 2020).
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Posteriormente, se observd utilizando microscopia de fluorescencia convencional que la
formacién de clusters de Gas1-GFP no solo requiere de lipidos de membrana especificos
como las ceramidas C26, sino que también depende de las proteinas transmembrana
p24 (Figura 19). Como se describe en la seccién de introduccidn, estas proteinas forman
un complejo heteromérico que actia como receptor de transporte capturando
selectivamente a las proteinas ancladas a GPI en el lumen del RE y conectandolas en el
citosol con la subunidad COPII especializada Lstl para exportarlas en vesiculas COPII
(Figura 10). Puesto que se pudo determinar que la cubierta COPII especializada (Lst1) no
interviene en la formacion de clusters de Gas1-GFP, se explord la posibilidad de que este
proceso dependiera directamente de la interaccién del receptor p24 con las ceramidas

C26 en la membrana del RE (Figura 19).

sec31-1 sec31-1 sec31-1 sec31-1
sec31-1 GhLag1 emp24A ted1a Ist1A

Figura 19. El clustering de Gas1-GFP depende de su interaccién con el receptor p24

Las cepas sec31-1, sec31-1 GhlLagl, sec31-1 emp244, sec31-1 tedlA y sec31-1 IstlA que
expresaban Gasl-GFP bajo un promotor inducible de galactosa, fueron incubadas a 37 oC
durante 30 minutos, a continuacién, a 24 °C y visualizadas por microscopia de fluorescencia
convencional tras 20 minutos. Flechas blancas: clusters de Gasl-GFP. Flechas vacias:
distribucidn homogénea de Gas1l-GFP mostrando la tincidn caracteristica del RE perinuclear.
Barra de escala, 5 um. Figura adaptada de (Rodriguez-Gallardo et al., 2020).

Utilizando la técnica de simulacion computacional denominada dindmica molecular se
encontré que las ceramidas C26 libres de membrana se acumulan en la hemicapa
citosédlica alrededor del dominio transmembrana de Emp24, siendo excluidas de la
hemicapa luminal (Figura 20). Esto sugiere que el dominio transmembrana de Emp24
puede promover localmente una distribucion asimétrica de los lipidos de una bicapa. Sin
embargo, las ceramidas mds cortas C18 mostraron la misma afinidad que las ceramidas

de cadena muy larga C26 por la parte citosdlica del dominio transmembrana de Emp24,
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sugiriendo que el mecanismo de segregacion de las proteinas ancladas a GPI tiene que
depender especificamente de las propiedades biofisicas Unicas que presentan las
ceramidas de cadena muy larga C26. De hecho, estudios previos realizados en sistemas
de membrana artificiales mostraron que las ceramidas de cadena muy larga promueven
la separacién de fases y la curvatura de la membrana (Pinto et al., 2011), y que estos
fenédmenos biofisicos se deben a la capacidad de las ceramidas muy largas de interdigitar
parcialmente entre si, formando fases en la membrana con un mayor grosor (Ventura
et al., 2020). Por tanto, en base a las evidencias disponibles se propuso un modelo para
explicar el papel de las ceramidas C26 y el receptor p24 en la segregacién y exportacion
diferencial de proteinas ancladas a GPI con ceramida C26 desde el RE. Segun este
modelo, el receptor p24 estaria favoreciendo la formacion de una fase interdigitada al
concentrar ceramida C26 libre en la parte citosdlica de la membrana y proteinas
ancladas a GPI con ceramida C26 en la parte luminal. Esta interdigitacion local induciria
el clustering y la curvatura de la membrana del RE, dando lugar a la segregacion e
incorporacion de las proteinas ancladas a GPI en ERES especificos (Figura 21). En la
presente tesis nos propusimos evaluar las predicciones mas relevantes de este modelo
como son el requerimiento de la ceramida C26 presente en el GPI, asi como el papel

jugado por el receptor p24 en la organizacién de la ceramida en la membrana del RE.

48



ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

C 18 En
s 9

1 0‘\

DOPC:Cer C26

Cytosolic
4 . De
B 4 11 18
X axis (nm)
1.5 Luminal

i Emp24
6 P=33306 > kK ™
5 p=0.0009
8 luminal
Ll'-l leaflet
0 0.5

0

& &
(5 &

1.5 Cytosolic
p-&503 =%

Emp24
™

sz UJLPUDOL = DUBHLBL

D-E factor

(Jé

Figura 20. La ceramida se encuentra enriquecida alrededor de la porcion citosdlica del tallo

transmembrana de Emp24
(A) Imagen lateral de la bicapa lipidica conteniendo DOPC (gris) y ceramida (rojo) con el tallo

transmembrana de Emp24 en amarillo. (B) Analisis cuantitativo de la distribucion de ceramida
C18 (cer C18) o C26 (cer C26) alrededor del tallo transmembrana de Emp24 en el lado luminal
(grafico superior) o citosdlico (grafico inferior). Los graficos representan el factor de Deplecion
-Enriquecimiento (D-E factor) que indica la deplecién de ceramida para valores por debajo de 1
o el enriquecimiento para valores superiores a 1. El analisis D-E mostré que tanto la ceramida
C18 como la C26 eran depletadas alrededor de la porcidon luminal de Emp24 mientras se
enriquecia en la porcidn citosdlica. Los dibujos representan el andlisis D-E (DOPC en gris,
ceramida en rojo). (C) Vista superior de un mapa D-E para ceramida de C26 alrededor del tallo
transmembrana de EMP24 (circulo amarillo) en la parte citosdlica de una bicapa formada por
DOPC:ceramida. Figura adaptada de (Rodriguez-Gallardo et al., 2020).
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Figura 21. Modelo: Clustering y sorting de las proteinas ancladas a GPl dependiente de las
ceramidas muy largas C26

El receptor p24 concentraria localmente a las ceramidas libres C26 en la hemicapa citosdlica de
la membrana, mientras que uniria a las proteinas ancladas a GPI con ceramida C26 en la region
luminal. La presencia de ceramida C26 a ambos lados de la bicapa lipidica generaria fases
interdigitadas, lo cual promoveria la curvatura de la membrana y el clustering de las proteinas
ancladas a GPI junto con la ceramida libre C26 en zonas concretas de la membrana, donde el
resto de proteinas transmembrana quedarian excluidas. Finalmente, esto conduciria al sorting
de las proteinas ancladas a GPI en ERES especificos y su posterior incorporacién en vesiculas
COPIl especializadas. Figura adaptada de (Aguilera-Romero & Muiiiz, 2021).
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es avanzar en el conocimiento de los
mecanismos moleculares que dirigen el proceso de segregacion y exportacidn selectiva
de las proteinas ancladas a GPI desde el RE mediado por ceramidas de cadena muy larga
utilizando la levadura Saccharomyces cerevisiage como modelo celular. Con ello
pretendemos entender mejor el papel de los lipidos de membrana en el sorting de las

proteinas de secrecion en la ruta secretora.

Para abordar el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar el posible papel de la ceramida de cadena muy larga de 26 carbonos
presente en la estructura del GPI en la segregacién y exportacion selectiva de las

proteinas ancladas a GPI a través de ERES especificos.
2. Determinar la implicacion del receptor p24 en el mecanismo de segregacién y

exportacion selectiva de proteinas ancladas a GPI a través de ERES especificos

mediado por ceramidas C26 de membrana.
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3.1. Analisis del papel de la ceramida presente en la estructura del
GPI en la segregacion y exportacion selectiva de las proteinas

ancladas a GPI a través de ERES especificos

Dados nuestros resultados previos en los que se demuestra que las ceramidas libres de
cadena muy larga C26 presentes en la membrana del RE estdn implicadas en la
segregacion y exportacion selectiva de las proteinas ancladas a GPI (Rodriguez-Gallardo
et al., 2020), el objetivo de este primer capitulo fue analizar si también las ceramidas
C26 que forman parte de la propia estructura del GPI intervienen en dicho proceso. Con
ello pretendemos testar nuestra hipdtesis de partida segun la cual ambos tipos de
ceramidas interdigitarian entre si formando un microdominio lipidico que induciria el

clustering y sorting de las proteinas ancladas a GPI en ERES especificos.

3.1.1. La ceramida C26 incorporada al GPI por Cwh43 es necesaria para el

clustering de Gas1 y su posterior exportacion del RE

Para determinar el posible papel de la ceramida C26 que forma parte de la estructura
del GPI en la exportacion selectiva de estas proteinas utilizamos la proteina anclada a
GPI Gasl, la cual se ha demostrado que incorpora ceramida C26 tras la remodelacién de
la porciodn lipidica llevada a cabo en el RE por la enzima Cwh43 (Rodriguez-Gallardo et
al., 2020; Yoko-O et al., 2013). Estudios previos indicaban que la delecion del gen CWH43
produce la acumulacion de Gasl en el RE (Yoko-O et al., 2013; Yoko-O et al., 2018). Estos
resultados fueron confirmados por Western Blot, donde se pudo observar que el
mutante nulo cwh43A acumula la forma inmadura de RE de Gas1 al igual que el mutante
nulo bst1A (Figura 22A), siendo Bstl la enzima que inicia la remodelacion del GPI
deacilando al inositol (Figura 13). Este defecto de cwh43A en el transporte RE-Golgi es
especifico para Gasl ya que la maduracidén en el Golgi de la proteina soluble
Carboxipeptidasa Y (CPY) no se vio afectada (Figura 22A). Finalmente, comprobamos
mediante microscopia de fluorescencia que el mutante cwh43A, al igual que bstiA,

acumula Gas1-GFP en el RE, lo cual se evidencia por la deteccién de Gas1-GFP en el anillo
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perinuclear caracteristico del RE de las células de levadura (Figura 22B). Por tanto, estos
resultados confirman que la adquisicion de ceramida C26 por parte del GPI de Gasl es

necesaria para su correcta exportacion del RE.
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Figura 22. La delecion de CWH43 causa acumulacidon de la forma de RE de Gas1

(A) Los extractos de las cepas silvestre y mutantes fueron analizados por western blot para Gasl
y CPY. Madura, forma madura de Gas1 y CPY; ER, forma inmadura de Gasl; pl vy p2, forma de
Re y Golgi de CPY respectivamente. Se muestra la cuantificacion del porcentaje de Gasl
inmadura. Las barras representan la media de tres replicas biolégicas independientes. Las barras
de error representan la SD. Test T de student, *p < 0,05. (B) Localizacién de Gas1-GFP analizada
por microscopia de fluorescencia convencional en las cepas silvestre y mutantes previamente
comentados. Flechas blancas: distribucion homogénea de Gasl-GFP mostrando la tincidn
caracteristica del RE perinuclear. Barra de escala, 5 um. Figura adaptada de (Rodriguez-Gallardo
etal., 2022).

Nuestros estudios previos muestran que la proteina Gas1-GFP recién sintetizada, se
concentra lateralmente en la membrana del RE formando clusters que estan
intimamente asociados a ERES especificos (Rodriguez-Gallardo et al., 2020). Dado que la
formacién de estos clusters requiere de la presencia de la ceramida libre C26 en la
membrana del RE, quisimos conocer si también la ceramida C26 del GPI participa en
dicho proceso. Para ello, utilizamos el sistema genético optimizado en nuestro
laboratorio que permite observar por microscopia de fluorescencia la presencia de

clusters de proteinas ancladas a GPI. Como se ha explicado anteriormente, este sistema
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consiste en inducir primero la expresiéon de Gas1-GFP bajo el control del promotor de
galactosa en el mutante termosensible sec31-1, el cual a temperatura restrictiva (372C)
no puede formar vesiculas COPIl, acumulando a la proteina Gas1-GFP recién sintetizada
en el RE. Posteriormente, al bajar la temperatura hasta los 242C, el transporte se
restaura, con lo que Gas1-GFP comienza a entrar en ERES especificos para salir del RE.
Asi, observamos que en la cepa sec31-1, Gasl-GFP muestra un patrén punteado
formando clusters, mientras que en las cepas mutantes sec31-1 cwh43Ay sec31-1 bst1A,
Gas1-GFP se localizé de forma dispersa y homogénea por toda la membrana del RE
(Figura 23). Estos datos demuestran que la remodelacién o incorporacion de ceramida
C26 en el GPI por parte de Cwh43 es esencial para la formacion de clusters de Gasl en

el RE.

bst1A cwh43A
sec31-1 sec31-1 sec31-1

Gasl-
GFP

Figura 23. Las cepas mutantes bst14 y Cwh43A4 son defectivas en la formacion de clusters de
Gas1-GFP

Las cepas sec31-1, sec31-1 bst1A, sec31-1 cwh43A, que expresaban Gas1-GFP bajo un promotor
inducible de galactosa, fueron incubadas a 37 2C durante 30 minutos, a continuacion, a 24 2Cy
visualizadas por microscopia de fluorescencia convencional tras 20 minutos de la liberacion del
bloqueo. Flechas blancas: clusters de Gasl1-GFP. Flechas vacias: distribucién homogénea de
Gas1-GFP mostrando la tincién caracteristica del RE perinuclear. Barra de escala, 5 um. Figura
adaptada de (Rodriguez-Gallardo et al., 2022).

Teniendo en cuenta nuestros resultados previos, en los que la alteracion de la ceramida
libre de membrana afectaba de forma directa a la capacidad de Gas1 de formar clusters
en el RE (Rodriguez-Gallardo et al., 2020), quisimos comprobar que las ceramidas libres
de membrana no se veian alteradas en el mutante cwh43A y que, por tanto, el efecto
observado en este mutante era causado directamente por la carencia de ceramida por
parte del GPI. Para ello se analizé en la cepa mutante cwh43A la biosintesis de los
esfingolipidos complejos, los cuales se sintetizan en el Golgi a partir de ceramida libre

transportada desde el RE. El analisis realizado mediante TLC (Thin Layer
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Chromatography) mostré que los esfingolipidos complejos son sintetizados de forma
normal en el mutante cwh434, lo que implica que la ceramida se sintetiza en el RE y se
transporta correctamente al Golgi en dicho mutante (Figura 24). Estos resultados
apoyan la idea de que la adquisicion de ceramida C26 por parte del GPI contribuye

directamente a la formacion de clusters de Gasl en el RE.
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Figura 24. Los esfingolipidos complejos son sintetizados de forma normal en el mutante
cwh43A

Las células fueron crecidas a 25 2C, cambiadas a 30 2C durante 20 minutos y marcadas con
[sH]myo-inositol durante 2 horas. Los lipidos marcados fueron sometidos a TLC con un solvente
Cloroformo-metanol-0,25% KCI (55:45:10 vol/vol/vol) y visualizados en un sistema FLA-7000. La
incorporacién (%) de [sH]myo-inositol en IPC-C, IPC-D y MIPC fue cuantificada. Los datos
representan la mediay la SD de tres réplicas biolégicas independientes. Pl: fosfatidilinositol; IPC:
inositolfosfoceramida; MIPC: manosil-inositol-fosfoceramida; C y D: estado de hidroxilacién.
Figura adaptada de (Rodriguez-Gallardo et al., 2022).

3.1.2. Ted1l monitoriza la incorporacion de ceramida C26 en el GPI de Gasl

para garantizar su exportacion del RE

Nuestros estudios previos habian demostrado que tanto la exportacién de Gas1 del RE,
como su capacidad para formar clusters, dependen de su reconocimiento e interacciéon
con el receptor transmembrana p24, quien se encarga de conectar a las proteinas
ancladas a GPI con la cubierta proteica COPIl para incorporarlas en las vesiculas COPII

nacientes (Manzano-Lopez et al., 2015; Rodriguez-Gallardo et al.,, 2020). De esta
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manera, nos preguntamos, si los defectos de exportacion del RE y formacion de clusters
de Gasl observados en el mutante cwh43A podrian deberse a la incapacidad del
receptor p24 de reconocer especificamente a Gas1 cuando esta carece de ceramida C26
en su GPI. El receptor p24 reconoce e interacciona con Gasl solo después de que la
enzima fosfodiesterasa Ted1 haya eliminado a la etanolaminafosfato (EtNP) presente en
la segunda manosa (22-EtNP) del glicano del GPI. Por tanto, es posible que en el mutante
cwh43A Ted1 no pudiera remodelar el glicano de Gasl, lo que a su vez impediria la uniéon
del receptor p24, provocando finalmente que Gasl no forme culsters ni salga del RE

eficientemente.

Para analizar esta posibilidad, se examind la interaccién entre Gasl-GFP y el
componente del complejo p24, Emp24, mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacion
in vivo (Figura 25). Se usé como control negativo el mutante nulo ted14, en el cual el
complejo p24 es incapaz de unir a las proteinas ancladas a GPI ya que la 22-EtNP no es
eliminada del GPl (Manzano-Lopez et al., 2015). Como se observa en la Figura 25,
mientras que la cepa silvestre mostrd una clara asociaciéon entre Emp24 y Gas1-GFP,
Emp24 fue incapaz de co-inmunoprecipitar con Gas1-GFP en el mutante cwh434, al igual
gue ocurrié en el mutante tedl1A. Estos datos sugieren que la incorporaciéon de la
ceramida C26 en el GPI es necesaria para el reconocimiento de Gasl por parte del

receptor p24.

Es mas, este defecto de unidn entre Gasl y su receptor p24 observado en el mutante
cwh43A fue rescatado por la delecién adicional del gen GPI7 (Figura 25). El gen GPI7
codifica para la enzima que afiade la 22-EtNP del GPI durante la sintesis del precursor de
este, la cual es eliminada posteriormente por la enzima Ted1. La pérdida de funcién de
Gpi7 lleva a la produccién de un GPI que no posee la 22-EtNP y a la generacién de
proteinas ancladas a GPI con diacilglicerol (DAG) C26 en lugar de ceramida C26
(Benachour et al., 1999; Fujita, Umemura, et al., 2006; Umemura et al., 2007). Por tanto,
el hecho de que la mutacién gpi7A rescate el defecto de interaccion de Gasl con el
receptor p24 del mutante cwh43A sugiere que este defecto podria deberse a la

incapacidad de Ted1 para eliminar la 22-EtNP del glicano del GPI.
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Figura 25. La mutacidn gpi7A suprime el defecto de interaccion entre Gas1-GFP y el complejo
p24 causado por la deleciéon de CWH43

Ensayo de co-inmunoprecipitaciéon entre Gas1-GFP y la subunidad del complejo p24, Emp24.
Fracciones enriquecidas de RE de la cepa silvestre y las cepas mutantes que expresaban Gasl1-
GFP fueron procesadas y sometidas a inmunoprecipitacion nativa. La interaccion fue especifica
dado que la proteina citosdlica Pgkl no se encontraba asociada a Gasl-GFP tras la
inmunoprecipitacidn. El material inmunoprecipitado (IP) fue resuelto por SDS-PAGE y analizado
por inmunobloting con anticuerpos contra Emp24, Pgkl y GFP. Los totales (T) representan una
fraccion de las muestras previas a la inmunoprecipitacion. Figura extraida de (Rodriguez-
Gallardo et al., 2022).

Dado que la mutacion gpi7A permite que el receptor p24 pueda reconocer a Gasl de
forma independiente de Tedl, en consecuencia, gpi7A también deberia recuperar la
capacidad del receptor p24 de exportar Gasl del RE en el mutante cwh43A. En efecto,
como se muestra en la Figura 26, la mutacion gpi7A suprimidé especificamente la
acumulacién de Gasl en el RE causada por cwh43A. Por contra, la mutacién gpi7A no
pudo recuperar el defecto de transporte de Gasl causado por la eliminacién de la
subunidad del complejo p24 Emp24 (Figura 27), lo que confirma que la ausencia de la
22-EtNP debido a la delecién del gen GPI7 permite al receptor p24 exportar a Gas1 del
RE independientemente de Tedl. Por tanto, todos estos resultados sugieren
colectivamente que Tedl no elimina la EtNP hasta que Cwh43 haya incorporado la
ceramida C26 en el GPI de Gasl, garantizando asi que el receptor p24 solo exporte del

RE Gasl con ceramida C26.
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Figura 26. La mutacion gpi7A suprime la acumulacion de la forma de RE de Gas1 causada por
cwh43A

(A) Los extractos obtenidos de las cepas silvestre y mutantes fueron analizados por western blot
para las proteinas CPY y Gas1-GFP. Madura, forma madura de Gasl y CPY; ER, forma inmadura
de Gasl; ply p2, forma de RE y Golgi de CPY respectivamente. Se muestra la cuantificacion del
porcentaje de Gasl inmadura. Las barras representan la media de tres replicas bioldgicas
independientes. Las barras de error representan la SD. Test T de student, ***p < 0,001. (B)
Localizacion de Gasl-GFP y Mid2-VENUS analizada por microscopia de fluorescencia
convencional. El efecto observado sobre la Gas1-GFP fue especifico, dado que la proteina
transmembrana Mid2-VENUS no se vio afectada. Flechas blancas: distribucion homogénea de
Gas1-GFP mostrando la tincidn caracteristica del RE perinuclear. Barra de escala, 5 um. Figura
adaptada de (Rodriguez-Gallardo et al., 2022).
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Figura 27. La mutacion gpi7A es incapaz de restaurar el defecto de exportacion de Gasl
causado por emp24A

(A) Los extractos obtenidos de las cepas silvestre y mutantes fueron analizados por western blot
para las proteinas CPY y Gas1-GFP. Madura, forma madura de Gas1 y CPY; ER, forma inmadura
de Gasl; ply p2, forma de Re y Golgi de CPY respectivamente. Se muestra la cuantificacién del
porcentaje de Gasl inmadura. Las barras representan la media de tres replicas bioldgicas
independientes. Las barras de error representan la SD. Test T de student, n.s., no significativo.
(B) Localizacion de Gasl-GFP y Mid2-VENUS analizada por microscopia de fluorescencia
convencional. El efecto observado sobre la Gas1l-GFP fue especifico, dado que la proteina
transmembrana Mid2-VENUS no se vio afectada. Flechas blancas: distribucién homogénea de
Gas1-GFP mostrando la tincién caracteristica del RE perinuclear. Barra de escala, 5 um. Figura
adaptada de (Rodriguez-Gallardo et al., 2022).
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Para confirmar la posibilidad de que Ted1 remodela el glicano del GPI de Gasl solo si
Cwh43 ha incorporado previamente la ceramida C26 en el GPI, se procedié a analizar
por espectrometria de masas la composicion de dicho glicano en el mutante cwh43A4 'y
asi determinar si la 22-EtNP estd presente en el mismo (Figura 28A). El glicano del
precursor del GPI sintetizado inicialmente en la membrana del RE presenta dos EtNP
laterales, una EtNP unida a la primera manosa (12-EtNP) y la otra EtNP unida a la segunda
manosa (22-EtNP). Tras la unién de la proteina al GPI, ambas EtNP son eliminadas
secuencialmente por enzimas fosfodiesterasas diferentes durante el proceso de
remodelacién del glicano. En primer lugar, la 22-EtNP es eliminada en el RE por Ted1
(Fujita et al., 2009). Posteriormente, ya en el Golgi, la 12-EtNP es eliminada por Cdcl
(Vazquez et al., 2014; Yang & Banfield, 2020) (Figura 28B).

En consecuencia, comprobamos por espectroscopia de masas que en la cepa silvestre el
glicano del GPI en su forma madura no posee ninguna EtNP, lo que indica que dicho
glicano ha sido correctamente remodelado, primero por Ted1 en el RE y después por
Cdcl en el Golgi respectivamente (Figura 28). Para validar esta aproximacién
experimental, analizamos en el mutante emp24A el glicano del GPI de la forma inmadura
de Gasl-GFP acumulada en el RE, detectdndose una sola EtNP en el mismo, que
precisamente resulté ser la 12-EtNP ya que esta seguia estando presente en el doble
mutante gpi7Aemp24A (Figura 28). La ausencia de la 22-EtNP confirma que Ted1 actua
antes de que el receptor p24 exporte a Gas1 del RE mientras que la presencia de la 13-
EtNP se debe a que Cdcl actla en el Golgi. Por el contrario, en la cepa mutante ted14,
la forma inmadura de Gas1-GFP acumulada en el RE presenta un GPl con ambas EtNP.
La 22-EtNP no se elimina debido a la delecién de TED1, mientras que la 12-EtNP
permanece presente ya que Gas1-GFP queda acumulada en el RE siendo inaccesible para
Cdcl localizada en el Golgi. Finalmente, el andlisis del glicano del GPI de Gasl1-GFP
expresada en la cepa mutante Cwh43A determind la presencia de las dos EtNP, al igual
gue ocurre en el mutante ted14, lo que confirma que en el mutante cwh43A Ted1 es

incapaz de eliminar la 22-EtNP de Gasl1.
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A
Estructura del Abundancia relativa (%) de las tres estructuras mayoritarias del glicano del
glicano del GPly sus GPI en Gas1-GFP analizado por LC-ESI-MS/MS
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Figura 28. Andlisis estructural del glicano del GPI de Gas1-GFP.

(A) Los extractos fueron preparados de células que expresaban Gasl-GFP, las cuales fueron
tratadas con fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol (PI-PLC), a continuacidn, Gas1-GFP fue
purificado, digerido con tripsina y analizado por cromatografia liquida y espectrometria de
masas con ionizacidn en electrospray (LC-ESI-MS/MS). La tabla muestra los porcentajes de las
tres estructuras predominantes del glicano del GPI de Gas1-GFP purificado de las cepas silvestre
y mutantes. La abundancia relativa (%) de cada tipo de glicano fue calculada por el pico de
intensidad de las masas monoisotdpicas de cada estructura. (B) Remodelacion del glicano del
GPI. En primer lugar, Tedl elimina la 22-EtNP en el RE. Posteriormente, ya en el Golgi, Cdcl
elimina la 12-EtNP. Las proteinas ancladas a GPI maduras, en las que ambas EtNP han sido
removidas, son transportadas a su destino en la membrana plasmatica (PM).
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Los resultados anteriores sugieren que la adicion de la 22-EtNP del glicano del GPI por
Gpi7 y su posterior eliminacién por Ted1 actian como un sistema de control de calidad
gue monitoriza la incorporacion de ceramida C26 en el GPI evitando que Gas1 abandone
el RE sin la ceramida C26. Este sistema es independiente del control de calidad que
monitoriza el plegamiento de la proteina, ya que a pesar de que Gasl se retenga en el
RE en el mutante cwh43A, su tasa de degradacion no se vio afectada, como pudimos
determinar mediante un experimento de pulso y caza (Figura 29). Por tanto, Tedl
ejerceria un control de calidad sobre el lipido del GPI, que serviria para incrementar la

eficiencia del proceso de remodelacion del motivo lipidico del GPI con ceramida.
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Figura 29. La tasa de degradacion de Gasl no se vio afectada en el mutante cwh434

Las células fueron marcadas con [3sS]metionina durante 5 minutos a 25 2C y cazadas a los
tiempos indicados. Gasl fue inmunoprecipitada, analizada por SDS-PAGE vy visualizada con un
phosphoimager. Se cuantificé la cantidad de Gas1 madura y total restante (%) para los distintos
tiempos y la media y SD de tres replicas bioldgicas independientes fueron representadas. m:
Gas1 madura; p: Gasl preprocesada. Figura adaptada de (Rodriguez-Gallardo et al., 2022).

Como se ha comentado anteriormente, hemos demostrado recientemente que la
longitud de la ceramida libre presente en las membranas del RE es crucial para la
formacién de clusters y la segregacion en el RE de las proteinas ancladas a GPI que

contienen ceramida, como es el caso de Gasl (Rodriguez-Gallardo et al., 2020). Esto
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concuerda con el modelo propuesto, por el cual, las ceramidas libres y las proteinas
ancladas a GPI que contienen ceramida serian co-transportadas desde los mismos ERES
en las mismas vesiculas COPIl (Funato et al.,, 2020; Kajiwara et al., 2008; Loizides-
Mangold et al., 2012; Muifiiz & Riezman, 2016). Dado que el mutante gpi7A suprime el
defecto de transporte para las proteinas ancladas a GPl que no han remodelado
correctamente la porcién lipidica, es decir, que no contienen ceramida, nos
preguntamos si también haria a este tipo de proteinas independientes de la presencia
de ceramida libre para su transporte. Para examinar esta posibilidad hicimos uso de la
droga miriocina, un inhibidor especifico de la enzima serina-palmitoiltransferasa (SPT),
la cual cataliza uno de los primeros pasos de la sintesis de ceramida y, por tanto, de los
esfingolipidos (Horvath et al., 1994). Cuando la cepa silvestre fue tratada con miriocina,
pudimos observar una mayor acumulacidn en el RE de Gas1 o Gas1-GFP, pero no de las
proteinas no ancladas a GPI, CPY o Mid2-VENUS, sin embargo, el mutante gpi7A no se
vio afectado (Figura 30A y B). Estos resultados indican que la ausencia de la 22-EtNP en
gpi7A anula, no solo el control sobre la remodelacidn lipidica del GPl mediado por Ted1,
sino también, el requerimiento de ceramida libre para la exportacién de este tipo de

proteinas del RE.
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Figura 30. El mutante gpi7A anula la dependencia de ceramida para el transporte de las
proteinas ancladas a GPI

(A) Extractos de células tratadas con las concentraciones de miriocina indicadas fueron
analizados por western blot para las proteinas Gasl y CPY. Se determind el % de Gas1 inmadura
(RE). Las barras representan la media de tres réplicas bioldgicas independientes. Las barras de
error indican la SD. Test T de student, n.s., no significativo y ***p < 0,001. (B) Localizacién de
Gas1-GFP y Mid2-VENUS en células tratadas o no con miriocina (20 pg/ml, durante 1,5 h a 24
9C). El efecto observado sobre la Gas1-GFP fue especifico, dado que la proteina transmembrana
Mid2-VENUS no se vio afectada. Flechas blancas: distribucién homogénea de Gasl-GFP
mostrando la tincion caracteristica del RE perinuclear. Barra de escala, 5 um. Figura adaptada
de (Rodriguez-Gallardo et al., 2022).
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3.1.3. La segregacion selectiva de Gasl en ERES especificos depende de la

remodelacion de ceramida del GPI

Nuestros estudios previos muestran que la proteina anclada a GPl Gas1-GFP sale del RE
a través de ERES distintos a los usados por la proteina transmembrana Mid2-iRFP, y que
esta segregacion, asi como su agrupacion en clusters, se ven afectados por la reduccién
de la longitud de la ceramida libre presente en la membrana del RE (Rodriguez-Gallardo
et al., 2020). Quisimos determinar, por tanto, si también la ceramida presente en el GPI
de Gasl estd implicada en estos eventos de segregacién y exportacion de Gasl a través
de ERES especificos como predice nuestro modelo. Para abordar esta cuestion
utilizamos el mutante gpi7A, que genera Gas1 con DAG en lugar de ceramida (Benachour
et al., 1999) y ademas anula el control ejercido sobre la remodelacién lipidica por Ted1,
ya que restaura la exportacion desde el RE de Gas1-DAG en el mutante cwh43A (Figura
26). Utilizando el sistema genético basado en el alelo mutante termosensible sec31-1,
quisimos comprobar si los eventos de clustering se veian afectados en las cepas sec31-
1gpi7Aysec31-1 gpi7Acwh43A, las cuales carecen de ceramida en el GPly, sin embargo,
son capaces de ser exportadas eficientemente del RE al saltarse el control de calidad
ejercido por la enzima Ted1. Tal y como se observa en la Figura 31, ambas cepas eran
defectuosas en la formacidn de clusters en la membrana del RE. Es decir, la agrupacion
de la proteina anclada a GPI Gasl1-GFP en clusters especificos cerca de los ERES se

encuentra mediada por la presencia de ceramida en el GPI.

gpi7A gpi7Acwh43A
Sec31-1 Sec31-1 Sec31-1

Gas1
-GFP

Figura 31. La proteina anclada a GPl Gas1-GFP que contiene DAG falla en la formacion de
clusters en el RE

Las cepas sec31-1, sec31-1 gpi7A y sec31-1 gpi7Acwh434, que expresaban Gas1l-GFP bajo un
promotor inducible de galactosa, fueron incubadas a 37 2C durante 30 minutos, a continuacion,
a 24 °C y visualizadas por microscopia de fluorescencia convencional tras 20 minutos de la
liberacion del bloqueo. Flechas blancas: clusters de Gasl-GFP. Flechas vacias: distribucion
homogénea de Gas1-GFP mostrando la tincidn caracteristica del RE perinuclear. Escala 5 um.
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Para analizar la segregaciéon en ERES especificos se llevd a cabo un experimento de
microscopia de fluorescencia mediante SCLIM. En este caso, se hizo uso de las cepas
sec31-1,sec31-1gpi7Ay sec31-1 gpi7Acwh43A que ademas de expresar Sec13-mCherry,
expresaban la proteina anclada a GPl Gas1-GFP y la proteina transmembrana Mid2-iRFP
bajo el promotor de galactosa. Tras la incubacién de 30 minutos a 37 2Cy la consiguiente
liberacion del sistema a 24 2C se cuantificd la proporcidn de ERES con la presencia de un
solo cargo, Gas1-GFP o Mid2-iRFP, o la presencia de ambos (Figura 32). En los paneles
de la parte derecha de la Figura 32 se muestran solo los cargos que co-localizan con
Sec13-mCherry, Gas1-GFP en gris y Mid2-iRFP en cian, es decir, la proporcién de cada
cargo que se encuentra dentro de los ERES, listo para salir en vesiculas COPII. En la cepa
sec31-1 la mayoria de ERES, en torno al 75%, contenian un solo tipo de cargo, un 15%
contenia ambos cargos que co-localizaban dentro del mismo ERES, mientras un 10%
contenia ambos cargos, pero segregados en zonas distintas dentro del mismo ERES.
Estos resultados concuerdan con datos previos, en los que Gas1-GFP es segregada en
ERES especificos, distintos a los de las transmembranas como Mid2-iRFP, antes de salir
del RE. Sin embargo, encontramos que en los mutantes sec31-1 gpi7A y sec31-1
gpi7Acwh43A, ambos carentes de ceramida en el GPI, un alto nimero de ERES, en torno
al 40%, contenian ambos cargos mezclados, mientras que el porcentaje de ERES con un
solo cargo se vio reducido (Figura 32). De estos resultados podemos deducir que la
ceramida presente en el GPI esta implicada en la segregacidn y exportacion selectiva de
las proteinas ancladas a GPI a través de ERES especificos y, ademas, que este sorting
mediado por lipidos se hallaria controlado por la remodelacién del glicano del GPI

realizada por Ted1.
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Figura 32. La proteina anclada a GPl Gasl-GFP con DAG entra en los mismos ERES que la
proteina transmembrana Mid2-iRFP

Las cepas sec31-1, sec31-1 gpi7A y sec31-1 gpi7Acwh434, que expresaban Gas1l-GFP (verde)y
Mid2-iRFP (azul) bajo un promotor inducible de galactosa, y Secl3-mCherry de forma

constitutiva como marcador de ERES (magenta), fueron incubadas a 37 2C durante 30 minutos,
a continuacion, a 24 eCy visualizadas por SCLIM tras 20 minutos de la liberacién del bloqueo.
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Los paneles de la izquierda representan imdagenes de semiesferas de células en 3D donde
aparecen los dos tipos de cargos y los ERES. Los paneles de la derecha muestran las mismas
imagenes, pero procesadas para representar Unicamente el cargo que se encuentra dentro de
los ERES (Gasl1l-GFP en gris y Mid2-iRFP en cian). Las flechas sefialan los ERES con cargos
mezclados. El grafico muestra el porcentaje medio de ERES que contienen un Unico cargo, los
dos cargos mezclados y los cargos segregados dentro del mismo ERES. n = 238 en 32 células
(sec31-1), 423 en 46 células (sec31-1 gpi7A) y 443 en 51 células (sec31-1 gpi7Acwh43A) de tres
réplicas bioldgicas independientes. Las barras de error representan la SD. Estadistico: T test no
pareado de dos colas. **p < 0,001 y *p < 0,05. Figura adaptada de (Rodriguez-Gallardo et al.,
2022).
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3.2. Implicacion del receptor p24 en el mecanismo de segregacion

selectiva de proteinas ancladas a GPl mediado por ceramidas

En este capitulo se tratd de dilucidar el mecanismo por el que el receptor p24 y la
ceramida C26 libre en la membrana del RE promueven la segregacidn y exportacion

selectiva de las proteinas ancladas a GPI con ceramida C26.

3.2.1. Los clusters de la proteina anclada a GPI Gas1 se localizan en zonas del

RE con mayor grosor de membrana

Nuestros resultados previos sugieren que el receptor p24 podria contribuir a la
formacidén de los clusters de la proteina anclada a GPI Gasl en el RE promoviendo la
generacién de un microdominio enriquecido en ceramidas de cadena muy larga C26. El
receptor p24 remodelaria localmente la membrana del RE, acumulando
asimétricamente a las ceramidas C26 libres en la hemicapa citosélica. A su vez, en el lado
luminal el receptor p24 interaccionaria de forma multivalente con las proteinas ancladas
a GPI posicionando sus ceramidas C26 en la hemicapa luminal (Figura 21). La disposicion
enfrentada de ambos tipos de ceramidas C26 en la membrana del RE, podria promover
su interdigitacién parcial, generando un microdominio lipidico ordenado y de mayor
grosor que las zonas de membrana circundante compuesta bdsicamente por
glicerolipidos mas cortos (16Cy 18C) e insaturados (Ventura et al., 2020). Por tanto, este
modelo predice que las proteinas ancladas a GPI deberian localizarse en zonas de la

membrana del RE con un mayor grosor que el resto.

Para analizar esta prediccién se adaptaron a nuestro sistema los marcadores
fluorescentes WALP disefiados por el laboratorio de Yves Barral (ETH, Suiza) para
mapear el grosor de la membrana del RE en levadura (Prasad et al., 2020). Estos
marcadores constan de un dominio transmembrana (TMD) formado por la repeticion
del dipéptido Alanina (A)-Leucina (L) un numero variable de veces, flanqueado por los
residuos de triptéfano (W) y prolina (P) (WALP). Se utilizaron dos marcadores
etiquetados con mRFP en la regidn luminal con distinta longitud de su TMD, uno de 21

aa (mMRFP-WALP21), longitud media de los TMD de las proteinas transmembranas del
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RE, y otro de 29 aa (mRFP-WALP29), longitud mds similar a los TMD encontrados en las
proteinas transmembranas de la membrana plasmatica, rica en esfingolipidos (Figura
33A). Cada construccion WALP fue co-expresada con Gas1-GFP en una cepa sec31-1 lo
que permitid visualizar mediante microscopia de fluorescencia convencional una posible
co-localizacion de estos marcadores respecto a los clusters de Gas1-GFP. El marcador
con TMD largo mRFP-WALP29 mostré un patron de RE punteado y discontinuo, mientras
que el marcador con TMD corto mRFP-WALP21 presentd una distribucion homogénea,
aunque restringida preferentemente al RE perinuclear. Los puntos discretos observados
para mRFP-WALP29 co-localizaban con los clusters de Gasl1-GFP (Figura 33B). Este
resultado sugiere que los clusters de Gas1-GFP se localizan en zonas de mayor grosor de
la membrana del RE, lo que seria consistente con una acumulacién local de ceramidas

de cadena muy larga C26.
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Figura 33. El marcador de mayor longitud mRFP-WALP29 muestra un patréon punteado que co-
localiza con los clusters de Gas1-GFP

(A) Figura adaptada de Prasad et al., 2020. Estructura de los dos marcadores usados etiquetados
con mRFP formados por péptidos WALP con repeticiones variables de Alanina-Leucina. Estos
constan de una secuencia de péptido sefial proveniente de Suc2 (SS) para asegurar su
localizacién en el RE y una secuencia de retencién en el RE KKXX que fue sustituida por SSXX
para permitir su exportacion. (B) Las cepas sec31-1 que expresaban Gas1-GFP bajo un promotor
inducible de galactosa y mRFP-WALP21 o mRFP-WALP29, fueron incubadas a 37 2C durante 30
minutos, a continuacion, a 24 2C y visualizadas por microscopia de fluorescencia convencional
tras 20 minutos de la liberacidon del bloqueo. Flechas blancas: clusters de Gas1-GFP que co-
localizan con mRFP-WALPL29. Barra de escala, 5 um.

3.2.1. Papel del dominio transmembrana de Emp24 en la formacion de

clusters de Gas1-GFP dependiente de ceramidas muy largas C26

A continuacién, quisimos investigar si el aumento de grosor de la membrana del RE en
las zonas donde se forman los clusters de Gas1-GFP pudiera deberse a la interdigitacidon
parcial de ceramidas de cadena muy larga C26 presentes en ambas partes de la bicapa
lipidica tal y como propone nuestro modelo. Nuestros datos previos de simulacién de
dinamica molecular (figura 20) sugieren que la porcién citosdlica del TMD de la proteina
p24 Emp24 seria capaz de reclutar a las ceramidas C26 libres concentrandolas en la
hemicapa citosdlica de la membrana del RE, favoreciendo su interdigitacién parcial con
las ceramidas C26 de las proteinas ancladas al GPI de la hemicapa luminal. Para testar
esta hipdtesis disefiamos una construccion mutante de Emp24 en la cual se invirtio la
secuencia del TMD (Emp24-Inv), quedando por tanto la porcidn citosdlica de este TMD
localizada en la hemicapa luminal de la membrana (Figura 34). Segun nuestra hipdtesis,
Emp24-Inv deberia invertir la localizacién de las ceramidas C26 libres, acumulandolas en
la hemicapa luminal del RE lo que impediria que estas pudieran interdigitar con las
ceramidas C26 de las proteinas ancladas a GPI también localizadas en la hemicapa

luminal.
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Citosol

Lumen

Figura 34. Generacion de la construccion mutante Emp24-inv
La secuencia del tallo transmembrana de la subunidad Emp24 fue invertida para generar Emp24-

Inv. Secuencia TMD silvestre: WWSIFQLGVV | ANSLFQIYYL; secuencia TMD invertida:
LYYIQFLSNA | VVGLQFISWW. C representa la region citosélica del TMD; L corresponde a la
seccidn luminal del TMD. Las proteinas se encuentran insertadas en la membrana del RE, donde
los lipidos azules corresponden a los fosfolipidos del RE y los amarillos a las ceramidas C26.

Emp24 constituye una subunidad esencial para el ensamblaje del complejo p24 ya que
su eliminacién mediante deleciéon del gen EMP24 provoca la desestabilizacién del
complejoy la subsecuente degradacion del resto de subunidades (Marzioch et al., 1999).
Por este motivo, quisimos comprobar que tras la integracidn en el genoma de un
mutante nulo emp24A, la construccion Emp24-Inv y el resto de subunidades del
complejo p24 se expresan de forma similar a como lo hacen en una cepa silvestre.
Mediante un ensayo de Western Blot verificamos que la construccién mutante Emp24-
Inv se expresa con niveles parecidos a la proteina silvestre Emp24. Igualmente, también
comprobamos que otro componente del complejo p24, la proteina p24 Erv25, se
expresa en la cepa mutante al mismo nivel que en la cepa silvestre. (Figura 35A). Este
resultado indica que Emp24-Inv no se degrada y se ensambla eficientemente con las

otras subunidades para formar el complejo p24.

Tras caracterizar el nivel de expresiéon de Emp24-Inv analizamos su funcionalidad en
relacion con el transporte de Gasl. Mediante Western Blot determinamos que la cepa
mutante Emp24-Inv acumula la forma de RE de Gasl al igual que el mutante nulo
emp24A (Figura 35A). Este resultado se confirmd por microscopia de fluorescencia

convencional, observandose que la construccion mutante Emp24-Inv produce una
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retencion en el RE de Gas1-GFP similar a la observada en el mutante nulo emp24A
(Figura 35B). Por tanto, Emp24-Inv no es funcional para Gasl ya que no lo puede
exportar eficientemente desde el RE. De hecho, comprobamos mediante un ensayo de
co-inmunoprecipitaciéon, que este defecto en el transporte de Gasl se debe a su

incapacidad para interaccionar eficientemente con Emp24-Inv (Figura 36).
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Figura 35. Gasl es retenido en el RE en el mutante emp24A Emp24-inv
(A) Los extractos obtenidos de las cepas silvestre y mutantes fueron analizados por Western Blot

para las proteinas Gas1, Emp24, Erv25 y la proteina citosdlica Pgkl fue utilizada como control
de carga. (B) Localizacidon de Gas1-GFP analizada por microscopia de fluorescencia convencional.
Flechas blancas: distribucidon de Gas1-GFP en el RE perinuclear. Barra de escala, 5 um. La grafica
muestra la cuantificacion del porcentaje de células que muestran retencidon de Gas1-GFP en el
RE. Las barras representan la media de tres replicas bioldgicas independientes. Las barras de
error representan la SD. Estadistico: Test T de Student, ****p < 0,0001; n.s., no significativo.
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Figura 36. Gas1-GFP es incapaz de interaccionar con la version mutante del receptor Emp24-
Inv

Ensayo de co-inmunoprecipitacion entre Gas1-GFP y la subunidad del complejo p24, Emp24.
Fracciones enriquecidas de RE de la cepa silvestre y las cepas mutantes que expresaban Gasl-
GFP fueron procesadas y sometidas a inmunoprecipitacién nativa. La interaccion fue especifica
dado que la proteina Sec61 no se encontraba asociada a Gas1-GFP tras la inmunoprecipitacion.
El material inmunoprecipitado (IP) fue resuelto por SDS-PAGE y analizado por inmunobloting
con anticuerpos contra Emp24, Sec61 y GFP. Los totales (T) representan una fraccion de las
muestras previas a la inmunoprecipitacion.

Puesto que nuestros resultados previos muestran que la interaccion entre Gas1l-GFP y
el receptor p24 es crucial para la formacion de clusters de Gas1-GFP, nos preguntamos
si Emp24-Inv afecta a dicho proceso al no poder interaccionar eficientemente con Gasl
como se muestra en la Figura 36. Para responder a esta pregunta empleamos el ensayo
de clustering de Gas1-GFP establecido en nuestro laboratorio. Como se aprecia en la
figura 37, los clusters de Gas1-GFP visibles en la cepa parental sec31-1 no se formaron
en la cepa mutante sec31-1 Emp24-Inv al igual que en sec31-1 emp24A. Por tanto, este
resultado indica que la orientacién del TMD de Emp24 es critica para el proceso de
formacién de clusters de Gas1-GFP en el RE, lo que avalaria nuestro modelo por el que
la acumulacién de ceramidas C26 en la hemicapa citosdlica entorno a Emp24 promueve

el clustering y el sorting de Gas1 en ERES especificos.
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Figura 37. El mutante Emp24-Inv afecta a la generacién de clusters de Gas1-GFP

Las cepas sec31-1, sec31-1 emp24A y sec31-1 emp24A Emp24-Inv, que expresaban Gas1l-GFP
bajo un promotor inducible de galactosa, fueron incubadas a 37 2C durante 30 minutos, a
continuacién, a 24 °C y visualizadas por microscopia de fluorescencia convencional tras 20
minutos de la liberacion del bloqueo. Flechas blancas: Gas1-GFP con tincidén especifica de RE
perinuclear. Barra de escala 5 um. La gréfica muestra la cuantificacion del porcentaje de células
con clusters de Gasl-GFP. Las barras representan la media de tres replicas bioldgicas
independientes y las barras de error la SD. Estadistico: Test T de Student, ****p < 0,0001.

Quisimos determinar si este defecto sobre el clustering y exportacién de Gasl
provocado por el mutante Emp24-Inv esta relacionado con una alteracién en la
distribucién de las ceramidas libres de la membrana del RE. Se ha descrito previamente
que la sintesis de ceramida es un requerimiento especifico para la exportacidn desde el
RE de las proteinas ancladas a GPI modificado con ceramida como Gas1 pero no para
aquellas que contienen DAG (Yoko-O et al., 2018). De esta forma, si el mutante Emp24-
Inv es incapaz de formar clusters de Gasl-GFP en el RE debido a que invierte la
distribucién de ceramidas libres acumuldndolas en la hemicapa luminal, esperariamos
gue este mutante no afecte al transporte de las proteinas ancladas a GPl con DAG al ser
estas independientes de ceramida. Abordamos esta prediccion mediante microscopia
de fluorescencia y observamos que en la cepa mutante Emp24-Inv, la proteina anclada
a GPI con DAG Cwp2-Venus fue mayoritariamente exportada del RE, al contrario que
Gas1-GFP (Figura 38). De hecho, solo el 13% de estas células mostraron retencién de
Cwp2-Venus en el RE comparandolo con la cepa silvestre. Especulamos que este
pequeiio defecto podria deberse a que la acumulacién potencial de ceramida en la cara

luminal dificultaria de alguna forma la exportacion de Cwp2-Venus desde el RE. Para
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abordar esta posibilidad utilizamos al inhibidor de la sintesis de ceramida miriocina.
Como se ha descrito previamente, el tratamiento con mioricina no afectd al transporte
de Cwp2-Venus expresada en la cepa silvestre. Sin embargo, si suprimié el pequefio
defecto de exportaciéon del RE de Cwp2-Venus observado en el mutante Emp24-Inv
(Figura 38). En su conjunto, todos estos resultados sugieren que el defecto de
exportacion de Gas1-GFP producido por Emp24-Inv depende de la presencia de las
ceramidas, las cuales podrian acumularse en la hemicapa luminal impidiendo su
interdigitacion e interfiriendo a su vez con la interaccion entre Gas1-GFP y Emp24-Inv.
Por tanto, los datos obtenidos son consistentes con la idea de que el TMD de Emp24 es
capaz de remodelar localmente la membrana del RE, concentrando a la ceramida en la
hemicapa citosdlica, lo que favoreceria la interdigitacién de ceramidas y la formacién de
un dominio lipidico, que, a su vez, promueve el clustering y sorting en ERES especificos

de proteinas ancladas a un GPI con ceramida como motivo lipidico.
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Figura 38. La ausencia de ceramida mejora el transporte de Cwp2-VENUS en Emp24-Iinv
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Localizaciéon de Cwp2-VENUS analizada por microscopia de fluorescencia convencional en las
cepas WT, emp24A y Emp24-Inv emp24A tratadas o no con 20 pg/ml de Miriocina durante 1,5 h
a 24 °C. Barra de escala, 5 um. La grafica muestra la cuantificacién del porcentaje de células que
muestran retencidn de Cwp2-VENUS en el RE. Las barras representan la media de tres replicas
bioldgicas independientes. Las barras de error representan la SD. Estadistico: Test T de Student,
****p < 0,0001; ***p <0,001; n.s., no significativo
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4.1. Control de calidad ejercido sobre la segregacion selectiva

mediada por lipidos de las proteinas ancladas a GPI

Las proteinas ancladas a GPI son segregadas del resto de proteinas de secrecidn,
incluidas las proteinas transmembrana, de forma temprana en el RE e incorporadas en
vesiculas COPII especificas (Muiiz et al., 2001; Muiiiz & Riezman, 2016). Sin embargo,
no se conoce todavia con exactitud el mecanismo responsable de este fenédmeno.
Recientemente hemos demostrado que la agrupacidén en zonas discretas del RE en
forma de clusters y la consecuente segregacién de las proteinas ancladas a GPI que
contienen ceramida C26 como Gasl, depende de la presencia en la membrana de
ceramidas C26 libres (Rodriguez-Gallardo et al., 2020). Esta observaciéon apoya la
hipdtesis basada en las propiedades biofisicas de las ceramidas en la que las proteinas
ancladas a GPI que contienen ceramida C26 tienden a coalescer junto con las ceramidas
C26 libres para formar dominios lipidicos ordenados en la membrana del RE,
favoreciendo la segregacién de estas. No obstante, el papel de la ceramida C26 del GPI

en este proceso estaba todavia por investigar.

En el presente estudio demostramos que el proceso de incorporacion de ceramida C26
en el GPI realizado por la enzima Cwh43 es necesario para el clustering de Gas1 (Figura
23) y su segregacion en ERES especificos (Figura 32). Es decir, la presencia de ceramida,
ya sea libre en la membrana del RE o en la estructura del GPI, es esencial para la correcta
exportacion de Gasl. De hecho, mostramos que en el mutante cwh434, cuando Gasl no
tiene ceramida C26 en su GPI, esta se acumula en el RE ya que es incapaz de
interaccionar con el receptor p24 (Figura 25), lo que se debia a la presencia de la 22-
EtNP del glicano del GPl, como muestra el analisis de espectrometria de masas. Esto
sugiere que la incorporacién de ceramida en el GPI es supervisada por la enzima
fosfodiesterasa Ted1, la cual elimina la 22-EtNP, permitiendo el reconocimiento por
parte del complejo p24 y su exportacion del RE. Por lo tanto, Ted1 podria estar actuando
como un sistema de control de calidad en el RE, que elimina la EtNP solo después de que
Cwh43 haya previamente incorporado la ceramida en el GPI, garantizando
exclusivamente la salida del RE de proteinas ancladas a GPI modificadas con ceramida
C26.
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Los mecanismos de control de calidad de la ruta secretora comienzan en el RE, donde
el control de calidad candnico del RE facilita y monitoriza el plegamiento de las proteinas
recién sintetizadas, con la consiguiente degradacion de las proteinas mal plegadas (Araki
& Nagata, 2011; Ellgaard & Helenius, 2003). En concreto, las proteinas ancladas a GPI
mal plegadas son ubiquitinadas y degradadas por el proteosoma (ERAD: Endoplasmatic
Reticulum Associated Degradation) o mediante un proceso llamado exportacion
inducida por el estrés del RE (RESET) que depende del sistema de vacuola/lisosomas
(Fujita & Jigami, 2008; Satpute-Krishnan et al., 2014; Sikorska et al., 2016). De hecho, ha
sido demostrado, que la correcta deacilacidon del GPI por la enzima Bstl participa en
estos eventos de control de proteinas mal plegadas del RE (Fujita, Yoko-O, et al., 2006).
Por esta razén, quisimos comprobar si la incorporacion de ceramida por parte de Cwh43
estaba implicada en estos procesos de control de calidad. Sin embargo, a pesar de que
la proteina anclada a GPI Gasl1 era retenida en el RE en un mutante cwh43A (Figura 22),
pudimos determinar que presentaba la misma tasa de degradacién que la observada en
una cepa silvestre (Figura 29). Estos datos indican que las proteinas ancladas a GPI no
remodeladas por la enzima Cwh43 no son eliminadas por degradacidn en el RE, lo que
sugiere que la remodelacion de ceramida no esta implicada en el control de calidad de

proteinas mal plegadas.

Es mas, cuando la 22-EtNP no esta presente, como ocurre en un mutante gpi7Z4, la
proteina Gas1 que contiene DAG (Gas1-DAG) en lugar de ceramida es capaz de salir del
RE a través de una ruta que es independiente de ceramida, ya que su exportacién no se
vio afectada por la miriocina, un inhibidor de la sintesis de ceramida (Figura 30). Ademas,
Gas1-DAG pierde la capacidad de formar clusters en el RE y exportarse selectivamente
a través de ERES especificos, siendo redirigida para entrar en los mismos ERES que
exportan a las proteinas transmembrana (Figura 32). El hecho de que la actividad de
Gpi7 sea necesaria para la incorporacion de ceramida por Cwh43 (Benachour et al.,
1999; Fujita, Umemura, et al., 2006; Umemura et al., 2007) y que la presencia de esta
ceramida en el GPI sea posteriormente supervisada por la enzima Ted1, implica que el
anclaje por Gpi7 y eliminacién por Ted1 de la 22-EtNP actuarian conjuntamente como

un sistema de control de calidad que monitoriza la correcta adquisicién de ceramida
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para asegurar la segregacion selectiva de las proteinas ancladas a GPIl con ceramida en

ERES especificos que siguen una ruta de exportacion del RE diferente al resto.

Nosotros proponemos que, bajo condiciones normales, este control de calidad
aseguraria la incorporacién de ceramida, retrasando la salida del RE de aquellas
proteinas ancladas a GPI basadas en ceramida que todavia no han sido remodeladas.
Una vez incorporada la ceramida por Cwh43, lo cual aseguraria su segregacidon en ERES
especificos enriquecidos en ceramidas, Tedl eliminaria la 22-EtNP, permitiendo la
interaccion con el receptor p24 y la exportacion de estas proteinas del RE (Figura 39A).
Cuando no se produce la incorporacién de ceramida, como ocurre en un mutante
cwh43A, Tedl no es capaz de actuar, lo que conlleva la retencién en el RE de estas
proteinas que no han sido correctamente remodeladas (Figura 39B). Sin embargo, si el
control de calidad es eliminado (gpi74), el receptor p24 puede interaccionar de forma
prematura con estas proteinas ancladas a GPl en las que la ceramida no ha sido
remodelada (cwh434), permitiendo su salida del RE a través de los mismos ERES que el
resto de proteinas transmembrana, al perder su capacidad de segregacién en dominios
ricos en ceramida (Figura 39C). Por tanto, la eliminacién del control de calidad lleva a la
incorrecta segregacidén de las proteinas ancladas a GPI basadas en ceramida en la

membrana del RE.

A pesar de que, como se ha explicado, Ted1 estaria monitorizando la incorporacién de
ceramida en las proteinas ancladas a GPI, esta debe ser capaz de reconocer algo mas
alla de la porcion lipidica, ya que también actia en las proteinas ancladas a GPI
modificadas con DAG como es el caso de Cwp2 (Manzano-Lopez et al., 2015). Esto
implicaria que el control ejercido sobre la remodelacion de ceramida dependeria de la
proteina que estuviera anclada al GPIl. De acuerdo con esta hipdtesis, se sabe que las
proteinas ancladas a GPl modificadas con DAG o ceramida contienen secuencias
diferentes aguas arriba del sitio de anclaje al GPI, el omega site, el cual se ha propuesto
gue podria estar involucrado en esta remodelacién diferencial del lipido, decidiendo la
incorporacion o no de ceramida por Cwh43 (Yoko-O et al., 2018). Es mds, se ha descrito

gue la especie lipidica presente repercutiria en su destino final, ya que se ha encontrado
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que las proteinas ancladas a GPl con ceramida se localizan en la membrana plasmatica

mientras las que contienen DAG lo hacen en la pared celular (Yoko-O et al., 2018).

De esta manera, nuestros resultados junto con datos previos indican que la especie
lipidica presente en el GPI estaria participando en la segregacién especifica de este tipo
de proteinas en el RE, lo que estaria ligado a la determinacion de su destino final. Por
tanto, esta segregacion dependiente de ceramida asi como el control de calidad ejercido
sobre la misma, podrian estar programando y asegurando de forma temprana, la
organizacién funcional en la membrana plasmatica de las proteinas ancladas a GPI

modificadas con ceramidas.
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Figura 39. Modelo: Control de calidad sobre la segregacion selectiva de las proteinas ancladas
a GPl mediada por lipidos

(A) El control de calidad actua asegurando la salida de proteinas ancladas a GPI que contienen
ceramida. Solo tras la incorporacién de la ceramida por Cwh43, la 22-EtNP es eliminada por Ted1,
permitiendo la interaccién con el receptor p24 y su segregacion selectiva en ERES especificos
enriquecidos en ceramida. (B) El control de calidad actia impidiendo la salida de proteinas
ancladas a GPI que no han remodelado correctamente la ceramida. Cuando la ceramida no es
incorporada a la estructura del GPI, Ted1 no actla y la 22-EtNP previene la interaccién con el
receptor p24 vy, por tanto, la salida del RE. (C) El control de calidad es eliminado, lo que afecta a
la segregacion de las proteinas ancladas a GPI, que son ahora concentradas en los mismos ERES
que el resto de proteinas. La ausencia de la 22-EtNP permite la interacciéon prematura de estas
proteinas ancladas a GPI con el receptor p24, las cuales, gracias a la ausencia de ceramida en su
estructura, pueden ser incorporadas en los mismos ERES que el resto de proteinas
transmembrana. Figura extraida de (Rodriguez-Gallardo et al., 2022).
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4.2, éCudl es el mecanismo responsable de esta segregacion

selectiva mediada por lipidos?
Nuestro estudio previo revelé que, ademas de los lipidos, las proteinas también estan
implicadas en el proceso de sorting en el RE. De hecho, observamos que la formacién de
clusters de Gas1-GFP no dependia exclusivamente de la presencia de ceramida C26 en
la membrana del RE, ya que las proteinas transmembrana componentes del receptor
p24 también fueron necesarias para que se diera este proceso. Con objeto de entender
como operan las proteinas p24 en el clustering mediado por ceramidas C26, empleamos
un tipo determinado de simulacion de dindmica molecular que ayuda a predecir como
se organizan los lipidos de membrana entorno al dominio transmembrana de una
proteina especifica. Mediante esta técnica observamos que las ceramidas C26 libres de
membrana se acumulan en la hemicapa citosélica alrededor del dominio
transmembrana de Emp24, siendo excluidas de la hemicapa luminal (Figura 20),
generandose por tanto una distribucion asimétrica de las ceramidas C26 en la
membrana. No obstante, este enriquecimiento asimétrico en la hemicapa citosélica
también se observé para las ceramidas de cadena mas corta C18. Dado que solo las
ceramidas C26 (pero no las ceramidas C18) son capaces de segregar y exportar
selectivamente a Gasl, el mecanismo responsable de este fendmeno debe estar

relacionado con propiedades biofisicas Unicas y especiales de las ceramidas C26.

De hecho, experimentos biofisicos han demostrado que, aunque tanto las ceramidas de
cadena muy larga C24 como las de cadena mas corta C18 pueden formar dominios
lipidicos ordenados en liposomas (Castro et al., 2014; Gofi & Alonso, 2009), solo las
ceramidas C24 son capaces de deformar la membrana generando curvatura (Pinto et al.,
2011). Es mas, esta capacidad de promover curvatura y plegamientos en la membrana
se debe a la propiedad exclusiva de las ceramidas C24 para interdigitar parcialmente
formando fases de interdigitacién que tedricamente incrementan el grosor de la
membrana (Pinto et al., 2011; Ventura et al., 2020). De hecho, la existencia de estas
fases interdigitadas de ceramida de cadena muy larga estaria en consonancia con el
papel decisivo que juegan estos lipidos en el proceso de clustering y sorting, tanto las

ceramidas C26 del GPI presente en lado luminal (esta tesis doctoral) como las ceramidas
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libres, especulativamente acumuladas en la hemicapa citosélica alrededor del TMD de

Emp24 segun la simulacidn de dindmica molecular (Rodriguez-Gallardo et al., 2020).

GPI-AP ERES TMP ERES
GPI-AP p24 cluster & ™~ U o ¢
Cytoplasm remodeling recruitment sorting 1 a
[ {
[\ 3\
{ |
""""""" XL /
9 |
Lumen o g \ CeramideC26  \_) \U
¥ Q()é‘ ~ ‘%Cﬁ y / ‘ b ( interdigitation
( - V& { \
7\ () § i I )<, 1
X ¢ { 4 WY
- ‘R,J’/ 4 -~/

Glycerophospholipid C18
, q COPII coat

Ceramide C26

GPI-APs p24  Transmembrane
Complex protein

Figura 40. Modelo: Segregacion de proteinas ancladas a GPI dependiente de la longitud del
lipido mediado por el receptor p24

Las Proteinas ancladas a GPI correctamente remodeladas con ceramida interaccionarian con el
receptor p24 a través de la seccién luminal de su tallo transmembrana, mientras que se
produciria una concentracidon de ceramida libre de C26 en la parte citosélica del mismo. La
presencia de ceramidas muy larga a ambos lados de la membrana favoreceria la interdigitacion
de estas lo cual promoveria la curvatura de la membrana, llevando a la formacién de clusters de
proteinas ancladas a GPI y su segregacién en ERESs especificos enriquecidos en ceramidas muy
largas. Figura adaptada de (Aguilera-Romero & Muiiiz, 2021).

Basandonos en estos datos, proponemos el siguiente mecanismo para la segregacion
dependiente de la longitud de la ceramida de las proteinas ancladas a GPI (Figura 40). El
complejo p24 une a las proteinas ancladas a GPl modificadas con ceramida en la cara
luminal de la membrana del RE, mientras que, las ceramidas libres C26 serian
acumuladas en el lado citosélico. La concentracion local de ceramidas C26 alrededor de
las proteinas p24 en ambos lados de la membrana del RE daria lugar a la interdigitacién
de las mismas, generandose fases de interdigitacion que causarian la curvatura de la
membrana y el clustering de las proteinas. Todo esto promoveria finalmente la

segregacion de las proteinas ancladas a GPI y su incorporacion selectiva en ERES
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especificos, excluyendo a las proteinas transmembrana. Destacar que se ha observado
que los ERES tienen preferencia por localizarse en zonas de alta curvatura (Okamoto et

al., 2012).

Este modelo predice que las proteinas ancladas a GPl modificadas con ceramida C26
deberian localizarse en zonas de la membrana del RE con un mayor espesor que el resto.
Testamos esta prediccion usando marcadores con diferente longitud de TMD, y
observamos que solo el marcador con el TMD largo de 29 aa formé agregados en el RE
gue ademas co-localizaron con los clusters de Gas1-GFP (Figura 33). Este incremento
local del espesor de la membrana del RE seria consistente con la formacién de una fase
lipidica en la que las ceramidas C26 interdigitan parcialmente (Ventura et al., 2020).
Reforzando esta posibilidad, la longitud del TMD de 29 aa se corresponderia con el
espesor de membrana esperado cuando las ceramidas C26 interdigitan parcialmente

(Prasad et al., 2020).

Otra prediccion del modelo es que el dominio transmembrana de Emp24 deberia ser
esencial para generar la hipotética fase interdigitada de ceramidas y por tanto necesario
para la formacidon de clusters de Gasl-GFP en el RE. Para testar esta prediccién
generamos una version mutante de Emp24 en la que su dominio transmembrana esta
invertido (Emp24-Inv). Segun nuestro modelo, el dominio transmembrana de Emp24
reorganiza a las ceramidas libres C26 de la membrana, acumulandolas en la hemicapa
citosdlica, entorno a si mismo, lo que favoreceria la formacién de una fase interdigitada
con las ceramidas C26 de las proteinas ancladas a GPI situadas en la hemicapa luminal.
Por tanto, si nuestro modelo es correcto, esperariamos que el mutante Emp24-Inv
acumulase ahora las ceramidas libres C26 en la hemicapa luminal junto con las
ceramidas C26 de las proteinas ancladas a GPI, lo que impediria la formacién de una fase
interdigitada de ceramidas C26 y como consecuencia deberia también afectar al proceso
de clustering. De hecho, observamos que el mutante Emp24-Inv inhibié tanto Ila
formacién de clusters de Gasl (Figura 37) como su exportacién del RE (Figura 35).
Comprobamos mediante co-inmunoprecipitacién que esta retencién de Gas1-GFP en el
RE causada por el mutante Emp24-Inv se debe a una reduccion en la interaccion con el

receptor p24 (Figura 36). Una posible explicacion a este fendmeno podria ser que la
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ceramida acumulada hipotéticamente por el mutante Emp24-Inv en el lado luminal en
vez del citosdlico, compitiera estéricamente con la ceramida de Gasl por la unién al
receptor p24. Finalmente confirmamos que este defecto en la exportacion del RE es
especifico para las proteinas ancladas a GPlI modificadas con ceramida como Gasl ya
qgue el mutante Emp24-Inv no afecté significativamente a la proteina anclada a GPI
modificada con DAG Cwp2 en su salida del RE (Figura 38). Esta especificidad hacia las
proteinas modificadas con ceramidas es consistente con la hipétesis en la que el dominio
transmembrana de p24 estaria participando en la organizacién de la ceramida libre C26

en su entorno.

Sin embargo, si la proteina anclada a GPI basada en ceramida Gas1 es retenida en el RE
en el mutante invertido debido a la presencia de ceramida libre en el lado luminal en
torno al tallo de p24, esto nos lleva a preguntarnos por qué la proteina anclada a GPI
basada en DAG Cwp2 no se ve afectada de la misma forma, puesto que ambas usan el
mismo receptor p24. El receptor p24 se trata de un heteroligdmero formado por
componente de cuatro subfamilias; p24a (Erp1, Erp5y Erp6), p24B (Emp24), p24y (Erp2,
Erp3 y Erp4) y p246 (Erv25) (Carney & Bowen, 2004), no obstante, existe cierta
redundancia funcional entre los miembros de las subfamilias en levaduras (Marzioch et
al., 1999), aun asi, hoy dia se desconoce la distribucién estequiométrica de las distintas
subunidades o si esta redundancia funcional se debe a la existencia de diferentes
complejos p24 que varian en cierto grado en las subunidades que lo forman. De ser esto
asi, cabria la posibilidad de que hubiera, al menos, dos tipos de complejos p24
ligeramente distintos; uno con las subunidades necesarias para favorecer la
concentracion de ceramidas largas C26 en la regidn citosdlica, imprescindible para el
transporte de las proteinas ancladas a GPI basadas en ceramida vy, por otro lado, un
complejo p24 encargado del transporte de las proteinas ancladas a GPl basadas en DAG,
donde la presencia de ceramida no es necesaria. En este sentido se ha descrito
recientemente que en células de mamiferos la proteina lipidada Wnt es exportada del
RE por una combinacidon de proteinas p24 diferente a la utilizada por las proteinas

ancladas a GPI (Tashima et al., 2022).

91



DISCUSION

En resumen, estos resultados apoyan la idea de que el receptor p24 estaria organizando
la composicion lipidica alrededor de su tallo transmembrana, favoreciendo la
generaciéon de dominios ricos en ceramidas y proteinas ancladas a GPI basadas en
ceramida, lo que llevaria a la segregacién de las mismas en ERES especificos. Esta idea
apoya el concepto general de que son las proteinas las que organizan a los lipidos para
explotar sus propiedades biofisicas emergentes y asi iniciar el sorting y no al contrario
como propone el modelo clasico de la balsa lipidica, segun el cual son los lipidos los que
forman un dominio por autoensamblaje que atraeria a las proteinas para iniciar el

sorting.
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4.3. Segregacion selectiva de proteinas ancladas a GPl en

mamiferos

Al contrario que en levaduras, en mamiferos la mayoria de las proteinas ancladas a GPI
contienen un lipido éter en la estructura del GPI (Kanzawa et al., 2009; Kinoshita, 2020).
A pesar de las diferencias estructurales entre estos lipidos éter y las ceramidas de
cadena muy larga, un estudio reciente ha demostrado que ambos comparten
propiedades fisicoquimicas y funciones similares (Jiménez-Rojo et al., 2020). Por tanto,
este éter lipido presente en el GPI en mamiferos podria estar actuando de manera
similar a la ceramida presente en el GPIl en levaduras, ayudando a concentrar las
proteinas ancladas a GPl en dominios ricos en ceramidas llevando a su segregacién
selectiva durante el transporte desde el RE. Este modelo implicaria una alta correlacién
entre las proteinas ancladas a GPI y las ceramidas de cadena muy larga, lo cual es
apoyado por estudios previos en los cuales, tanto en levaduras como en mamiferos, la
sintesis de GPI es necesaria para el correcto transporte al Golgi de las ceramidas de
cadena muy larga (Kajiwara et al., 2008; Loizides-Mangold et al., 2012). De hecho, como
en levaduras, el transporte de estas proteinas ancladas a GPI desde el RE al Golgi esta
también controlado por la eliminacion de la EtNP de |la segunda manosa por la enzima
PGAP5 en el caso de células de mamifero (Fujita et al., 2009). Es decir, la segregacién de
las proteinas ancladas a GPlI mediado por lipidos (éter en mamiferos y ceramida en
levaduras) podria estar controlada por un mecanismo conservado evolutivamente que
involucraria la remodelacién del glicano del GPI. Sin embargo, la existencia comun en
mamiferos y levaduras de un control de calidad como el mencionado, asi como el
impacto que esto podria tener en la organizacién funcional de las proteinas ancladas a

GPI en la superficie celular estd aun por determinar.
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5. CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos permiten concluir que:

1. La incorporacion de ceramida C26 en el GPI realizada por la enzima Cwh43 es
necesaria para la segregacion de la proteina anclada a GPIl Gasl y su posterior

exportacion selectiva a través de ERES especificos.

2. La enzima remodeladora del glicano del GPI Ted1 garantiza la segregacion y
exportacion selectiva de Gasl a través de ERES especificos monitorizando la

correcta incorporacién de ceramida C26 en el GPI.

3. Elreceptor transmembrana p24 promueve la segregacién de Gas1 favoreciendo

la generacién de dominios lipidicos de ceramidas C26 en la membrana del RE.
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6.1. Organismos y condiciones de cultivo

6.1.1. Cultivo de Escherichia coli

La amplificacién y conservacion a largo plazo de los plasmidos usados en este trabajo se
llevaron a cabo en la estirpe de E. coli DH5a. Los cultivos de E. coli se incubaron en
agitadores orbitales a 37 2C y 250 rpm usando medio Luria-Bertani, LB (extracto de
levadura 0,5%, bacto-triptona 1%, NaCl 0,5%) suplementado con 100 pg/ml de
ampicilina (Amp) cuando fue requerida la seleccién. En el caso del cultivo en medio

solido se complementd el medio LB con agar bacteriolégico al 2%.

El material y los medios empleados fueron esterilizados mediante un ciclo de autoclave
(20 min, 121 2C). Los antibidticos se incorporaron al medio a partir de una disolucién
concentrada, esterilizada por filtracion a través de membranas de nitrocelulosa de 0,2
um de didmetro de poro, y teniendo en cuenta que la temperatura del medio no fuera
superior a 50 9C. El medio LB con Amp puede ser almacenado a 49C solo durante tres
semanas para evitar la degradacion del antibidtico.

Para la conservacion de las estirpes bacterianas a largo plazo, se congelaron a -80 2C en

una mezcla 1:1 de medio LBy glicerol 50%.

6.1.2. Cultivo de Saccharomyces cerevisiae

Las estirpes de levaduras utilizadas son derivadas de dos fondos genéticos

principalmente: BY4742 y W303.

Tabla 1. Estirpes de S. cerevisiae empleadas en este trabajo.

Estirpe Genotipo Referencia

BY4742 MATa his341 leu2A0 lys2A0 ura3A0 EUROSCARF

BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 EUROSCARF

FKY4579 MATa gpi7A::KANx6 emp24A::KANx6 his3 ura3 leu2 | K. Funato
met15 lys2
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ade3 his3 trp1 barl (W303)

FKY4580 MATa emp24A::KANx6 his3 leu2 ura3 met15 LYS2 K. Funato

FKY4600 MATa gpi7A::KANx6 his3 le2 ura3 met15 lys2 K. Funato

FKY4601 MATa cwh43A::KANx6 his3 le2 ura3 MET15 LYS2 K. Funato

FKY4603 MATa gpi7A::KANx6 cwh43A::KANx6 his3 le2 ura3 met15 | K. Funato
lys2

BY4742/Y15644 | MATa bst1A::KanMx4 ura3 leu2 his3 lys2 EUROSCARF

BY4741/Y01432 | MATa ted1A::kanMx4 his3 leu2 ura3 metl5 EUROSCARF

MMY1528 MATa sec31-1 SEC13-mCherry::TRP ura3 leu2 his3 ade2 | S. Sabido-Bozo

MMY1562 MATa sec31-1 SEC13-mCherry:: TRP bst1A::Hph ura3 leu2 | S. Rodriguez
ade?2 his3 ade2

MMY1563 MATa sec31-1 SEC13-mCherry::TRP Cwh43A::Hph ura3 S. Rodriguez
leu2 ade2 his3 ade2

MMY1583 MATa sec31-1 SEC13-mCherry::TRP GALprom-MID2- | S. Rodriguez
iRFP::URA3 leu2 his3 ade2

MMY1584 MATa sec31-1 SEC13-mCherry::TRP gpi7A::KAN MID2- | S. Rodriguez
iRFP::URA3 leu2 his3 ade2

MMY1760 MATa sec31-1 secl3-mcHerry::TRP1  Gal-P-MID2- | S. Rodriguez
iRFP::URA3 gpi7A::KanMx cwh43A::Hph leu2 ade2

MMY2853 MATa sec31-1 mRFP-WALP29-ssxx::URA3 ura3 leu2 his3 | S. Sabido-Bozo
ade2 trip1

MMY1854 MATa sec31-1 sec31-1 mRFP-WALP21-ssxx::URA3 ura3 | S. Sabido-Bozo
leu2 his3 ade2 trip1

RH4442 MATa emp24A::kanMx4 ura3 leu2 ade2 ade3 his3 trp1 | H. Riezman
barl (W303)

VGY381 MATa ura3-1 leu2-3 his3-11 trp1-1 ade2-1 can1-100 V. Goder

MMY1811 MATa emp24A::kanMx4 EMP24-inv::TRP1 ura3 leu2 ade2 | S. Sabido-Bozo
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MMY1594 MATa sec31-1 SEC13-mCherry::TRP emp24A::Hph ura3 | S. Rodriguez
leu2 his3 ade2

MMY1857 MATa sec31-1 emp24A::Hph EMP24-inv::TRP1 ura3 leu2 | S. Sabido-Bozo
his3 ade2 ade3 trp1

Las levaduras se cultivaron en medio completo (YPD) o en medio minimo sintético (SC).
La composicion del medio YPD fue 1% de extracto de levadura, 2% de peptona,
suplementado con 0.2% de adenina y uracilo y conteniendo 2% de glucosa (YPD),
rafinosa (YPR) o galactosa (YPG) como fuente de carbono. Cuando se requirid crecer las
células en medios selectivos se usé medio minimo (SC: glucosa 2% o SG: galactosa 2%,
Base Nitrogenada de levadura (YNB; Difco) 0,67%) suplementado con 40 mg/l de
aminodcidos y bases nitrogenadas (uracilo, adenina, L-triptéfano, L-histidina, L-leucina,
L-lisina y/o L-metionina), dependiendo de las auxotrofias de las estirpes a cultivar. Las
placas de medio completo, YPD, y medio minimo, SC, se obtuvieron suplementando con
2% de agar bacteriolégico el medio liquido, y su posterior esterilizacién en autoclave.
Cuando fue necesario se afiadieron antibiéticos al medio sélido a 552C: 200 ug/ml G-418
(Sigma) o 150 pg/ml Higromicina B (Amresco). La esterilizacion se llevé a cabo mediante
un ciclo en autoclave (20 min, 121 2C), excepto las soluciones concentradas de YNB y de

L-triptéfano que se filtraron y anadieron posteriormente al medio.

Las levaduras se incubaron a 24 °C en agitacién (250 rpm) en tubos de 12ml o matraces
Erlenmeyer y se dejaron crecer en las mismas condiciones sin sobrepasar una DOsgo igual
a 1 durante el tiempo necesario para obtener el nimero total de células necesario para

cada experimento.

Para la conservacion de las estirpes a largo plazo, se congelaron a -802C en una mezcla

1:1 de medio YPD y 50% glicerol.

Para la esporulacion, los diploides crecieron durante 24 horas en medio de pre-
esporulacidn, Pre-SPO (glucosa 10%, extracto de levadura 0,8%, peptona 0,3%, agar 2%)
y posteriormente se transfirieron a medio de esporulacién, SPO (acetato potasico 1%,

glucosa 0,05%, extracto de levadura 0,1%, agar 2%). Para la determinacion del sexo de
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las cepas tras la micromanipulacidn se recurrid a placas de halo. Se empleé medio YPD
acidificado hasta pH 5,5 con HCI (Panreac), para la base de las placas. Para el medio de
cobertera se redujo la concentracién de agar bacteriolégico hasta 0,8%. Las células
hipersensibles al factor alfa (RH123) se afiadieron cuando el medio de cobertera
esterilizado se enfrié hasta 452C. Posteriormente, se afladieron 5 ml de dicha suspensién

celular sobre las placas de YPD pH 5,5.

6.2. Técnicas genéticas

6.2.1. Técnicas de manipulacion de ADN

Las técnicas basicas de manipulacién de AND fueron realizadas como se describe en el

manual Sambrook & Russell (Sambrook, 2001).

6.2.1.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las PCRs se realizaron con una AND polimerasa de alta fidelidad, VELOCITY DNA
polymerase (Bioline) siguiendo las indicaciones del manual de la enzima. Se empled el
termociclador MJ Mini (Bio-Rad). El AND fue purificado usando el producto ISOLATE I
PCR and Gel Kit (Bioline). Los oligonucledtidos fueron sintetizados por la empresa

StabVida.

6.2.1.2. Restriccion enzimatica y ligacion de plasmidos o fragmentos de

ADN

Las enzimas de restriccion y la ligasa (T4 DNA ligase) fueron adquiridas de la empresa
New England Biolabs. Las reacciones fueron llevadas a cabo tal y como se especifica en
las recomendaciones del fabricante. Para prevenir la religacion de los plasmidos

digeridos se desfosforilaron los extremos con fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich).
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6.2.1.3. Separacion y visualizacidn de los fragmentos de AND en geles de

dagarosa

La separacion de los fragmentos de ADN se llevd a cabo mediante electroforesis en geles
de agarosa. Los geles se prepararon en tampon TAE (40 mM Tris, 20 mM acido acético,
1 mM EDTA) con una concentracion de agarosa (p/v) del 1%. Las muestras se
suplementaron con tampén de carga (1 mM EDTA pH 8, azul de bromofenol 0,25%,
glicerol 50%). Las electroforesis se llevaron a cabo en cubetas horizontales de BioRad,

aplicando un voltaje constante de 120V.

Para la deteccion del ADN en los geles y su visualizacidn, éstos se sumergieron en una
solucién de bromuro de etidio (1 pg/ml) durante 20 minutos. La visualizacién de los geles
se llevd a cabo con un transiluminador de luz ultravioleta. La extraccion y purificaciéon
de fragmentos de ADN de geles de agarosa fue realizada usando el producto ISOLATE I/
PCR and Gel Kit (Bioline). Para estimar la pureza y la concentracion del AND obtenido se

us6 un espectofotdmetro Nanodrop ND-1000.

6.2.2. Purificacion de ADN desde Escherichia coli

La purificacidn de plasmidos a partir de estirpes de E. coli se realizé por el método de
lisis alcalina con las soluciones proporcionadas en el kit MIDIPrep (Sgima-Aldrich). Se
partié de cultivos de E. coli suplementados con 100 ug/ml de amplicilina como marcador
selectivo, habiendo crecido toda la noche a 37 2C en agitacidn, se recogid por
centrifugacién (5 min a 3.000 g) en tubos de 1,5 ml. El precipitado celular se resuspendio
en 100 ul de solucion | (Resuspension solution: 25 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM glucosa, 10
mM EDTA pH 8), se afiadieron 200 pl de solucién Il (Lysis solution: 0,2 N NaOH, SDS 1%
(p/v)) y se mezclaron las muestras invirtiendo suavemente. Para neutralizar, se
afiadieron 150 pl de solucién lll (Neutralization solution: 5 M acetato potasico pH 4,8) y
se volvid a mezclar invirtiendo los tubos. A continuacidn, se centrifugaron las muestras
durante 15 min a 13.000 g, tras lo que se retird el sobrenadante a un nuevo tubo. El ADN
se precipitd a partir de los sobrenadantes de la fase acuosa mediante la adicién de 1 ml
de etanol absoluto e incubacion a -20 eC durante 30 minutos. El precipitado de ADN se
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lavé dos veces con 1 ml de disolucién de etanol al 70% (v/v) en agua. Tras eliminar el

sobrenadante, se dejo secar al aire y se resuspendié en 40 ul de H2O04g.

6.2.3. Transformacion de Escherichia coli

La transformacion de células competentes DH5a se realizé afiadiendo a la suspension
celular, previamente descongelada en hielo, el ADN en un volumen mdaximo de 10 pl.
Tras 30 minutos de incubacion en hielo, se sometieron a un choque térmico a 42 2C
durante 40 segundos. Posteriormente se incubaron en hielo durante 5 minutos. A
continuacion, se afiadid 1 ml de medio LB y se incubaron 2 h a 37 2C. Finalmente, se
sembraron 100 pl de cultivo en placas de medio LB con el antibiético para la seleccion y

se dejaron crecer en una estufa a 37 2C toda la noche.

6.2.4. Transformacidn de Saccharomyces cerevisiae

6.2.4.1. Método One Step

Para la transformacion de levaduras con plasmidos se usé el método One-step (Chen et
al., 1992). Se partié de 5x107 células viables en suspension. Las células se lavaron dos
veces con agua destilada. A continuacién, se centrifugaron y resuspendieron en 100 pl
de tampdn One-Step (0,2 M acetato de litio, PEG-4000 40%, 100 mM DTT) por
transformaciéon. Después se afiadié 1 ul del plasmido de interés y 2 ul de ADN
monocatenario desnaturalizado procedente de esperma de salmon (Sigma). Se mezclé
usando un vdrtex y se incubd a 45 2C durante 30-40 minutos. Para terminar, se sembré

en medio selectivo y se incubo a temperatura éptima durante tres dias.

6.2.4.2. Método Lithium Acetate/Single-Stranded Carrier

DNA/Polyethylene Glycol

La transformacién de levadura con AND linearizado, fragmentos de PCR o plasmidos

integrativos se llevd a cabo usando el método Lithium Acetate/Single-Stranded Carrier
106



MATERIALES Y METODOS

DNA/Polyethylene Glycol Method como se describe en (Gietz & Schiestl, 2007; Gietz &
Woods, 2002).

Se inocularon 10 ml de YPD por transformacion y se incubaron a 302C y 250 rpm.
Después de varios ciclos de crecimiento, las células fueron recolectadas cuando el
cultivo alcanzé una densidad éptica comprendida entre 0,4-0,7 O.Dgoo. Las células fueron
lavadas dos veces con 25 ml de H,0q44 y transferidas a tubos de 1,5 ml, donde fueron
lavadas una vez con 1 ml de 0,1 M LiAc. El pellet fue resuspendido y alicuotado en 50 pl
de 0,1 M LiAc por transformacion. Previa centrifugacion, el pellet fue resuspendido en
TRAFO (240 pl de PEG 3350 50% (p/v), 36 ul de Acetato de Litio 1.0 M, 10 pul SS-
CarrierDNA (2 mg/ml)), a lo que se le afiadié 1-2 pg del AND linearizado y H,04q4 hasta
completar un volumen final de 360 pl. Los tubos fueron mezclados por vortex durante 1
minuto e incubados a 30 2C (24 2C para cepas termosensibles) durante 30 minutos,
seguido de un choque térmico a 42 °C durante 15 minutos. El sobrenadante fue
eliminado mediante centrifugacidn y las células fueron incubadas en 1 ml de YPD o SC
durante 2-3 horas. Finalmente, fueron sembradas en placas del medio selectivo

apropiado.

6.2.5. Cruce, esporulacion y diseccion de tétradas

Con el objetivo de obtener levaduras diploides, se mezclaron estirpes de sexo (MAT)
complementarios, a y a, en placas de YPD y se incubd 12 horas. A continuacién, para
seleccionar los diploides se transfirieron las células a una placa de SC en ausencia de dos
requerimientos, de modo que el diploide pudiera crecer, pero las estirpes parentales
haploides no pudieran. En algunos casos fue necesaria la incubacion a temperaturas
restrictivas (372) para ciertos alelos. Tras 1 o 2 dias para enriquecer los diploides, estos
se transfirieron a placas de Pre-SPO para potenciar el gasto de las reservas de nitrégeno,
y finalmente se transfirieron a medio SPO. Tras una semana aproximadamente, las
tétradas se separaron empleando un microscopio para diseccién (Singer Instrument), y

se promovi6 la germinacion cultivando en YPD a 24 °C.
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Finalmente, se comprobaron los diferentes marcadores mediante réplicas en placa. Las
tétradas diseccionadas en una placa madre se transfirieron a un terciopelo estéril con el
cual se replicé a placas de los medios selectivos de interés que se incubaron a 24 ¢C
durante 24-48 horas para la posterior comprobacion del crecimiento. Para el analisis de
mutantes termosensibles, se replicé en placas YPD que se incubaron a 37 2C durante 24-

48 horas.

La comprobacién del sexo de las esporas generadas se realizd replicando en placas de
halo. Tras la incubacién a 24 2C durante 24-48 horas, las cepas MAT a generaron un halo
de inhibicién de crecimiento en la cepa RH123 (hipersensible a factor alfa) presente en

el agar de cobertera, mientras que las MAT a no lo hicieron.

6.2.6. Construccion de plasmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo se encuentran detallados en la Tabla 2.

Tabla 2. Plasmidos de expresidn en levaduras empleados en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Referencia
Gas1-GFP pRS416-GAS1-GFP URA3 CEN L. Popolo
3079 p415-MID2-VENUS LEU2 CEN G. Castillon
pRGS6 Gal-promoter-Gas1-GFP LEU2 2u S. Rodriguez
pRGS7 Gal-promoter-Mid2-iRFP URA3 Integrativo S. Rodriguez
pRS416 pRS416 URA3 CEN A.Aguilera
pMF607 pRS305-HA-GAS1 LEU2 CEN M. Fujita
p416-ADH- p416-ADH-TED1-VENUS URA3 CEN M. Taylor
TED1VENUS
pMO13 GFP-HDEL URA3 CEN T. Yoko-o
Cwp2-VENUS Cwp2-VENUS URA3 CEN G. Castillon
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pSBS11 pRS306-GDP-SS-mRFP- URA3 Integrativo Este estudio
WALP29-SSXX

pSBS12 pRS306-GDP-SS-mRFP- URA3 Integrativo Este estudio
WALP21-SSXX

pSBS3 EMP24-Inv TRP1 Integrativo Este estudio

Para la generacién de los pldsmidos pSBS11 y pSBS12 se partié de la secuencia del
pldsmido p303-GDP-SS-GFP-WALP21-KKXX amablemente proporcionada por el Dr. Yves
Barral (Prasad et al., 2020). La secuencia consta de un tallo transmembrana sintético
constituido por 10 repeticiones del dipéptido Alanina-Leucina (AL) rodeado por
triptéfanos (WALP), la cual se ha etiquetado con GFP tras la secuencia sefia (SS) y a la
que se ha afiadido una secuencia de retencién en el RE (KKXX). En el caso de pSBS12 la
etiqueta fue sustituida por mRFP y se elimind la secuencia de retencién en RE (SSXX).
Las repeticiones del dipéptido AL se extendieron a 14 para generar el WALP29 del
plasmido pSBS11. Una vez disefadas las secuencias, se ordenaron sintetizar y clonar en

el vector pRS306 a la empresa Genscript.

Para la generacion de pSBS3 se disefié una secuencia en la cual el tallo transmembrana
de la proteina Emp24 fue invertido (secuencia silvestre: WWSIFQLGVVIANSLFQIYYL;
secuencia invertida: LYYIQFLSNAIVVGLQFISWW). Esta se mando sintetizar a Genscript
con un margen de 1Kba aguas arriba y aguas abajo del gen para asegurar la presencia
del promotor y terminador endégenos. A continuacion, la secuencia se clond en un
vector pRS304, gracias a los oligos Fwd-GACTGCTCGAGTTTCTACAAATATTGCTAAA y Rvs-
CACTAGAATTCCGGACCACAGCATGTCCTGT y las enzimas de restriccién Xhol y EcoRI.

6.3. Técnicas bioquimicas

6.3.1. Extractos celulares de levadura

Para la obtencién de extractos celulares de levadura se siguié el método basado en la

rotura mecdnica. Se recogieron entre 1-2 x 107 células y se lavaron dos veces con agua
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destilada. A continuacién, el pellet fue resuspendido en 150 pl de Tampdn de carga
Laemli 2X (SDS 2%, 200 mM B-mercaptoetanol, glicerol 20%, 120 mM Tris-HCI pH 6,8,
azul de bromofenol 0,002%) suplementado con 0.5 mM PMSF (Amresco) y 1ug/ml de
mezcla de inhibidores de proteasas (antipapaina, leupeptina y pepstatina (Sigma)). Se
afiadieron 200 pl de bolas de vidrio libres de materia organica (Sigma) y se sometieron
a rotura mecanica mediante Beadbeater (BioSpec). Finalmente, se calenté a 95 2C
durante 5 minutos y se centrifugd a maxima revolucion durante 5 minutos. Las muestras

se analizaron por electroforesis en SDS-PAGE e inmunoblot.

6.3.2. Electroforesis en geles de acril-amida

Las electroforesis en geles de acrilamida fueron llevadas a cabo en el sistema Mini-
protean (Bio-Rad). Como patrén de peso molecular de proteinas se empled Precision
Plus Protein Dual Color (Bio-Rad). Antes de cargar las muestras en el gel, éstas se

calentaron a 95 2C durante 5 min.

Las electroforesis en condiciones desnaturalizantes se realizaron en geles de
poliacrilamida que contenian SDS (en adelante SDS/PAGE). El gel separador se prepard
en tampodn (375 mM Tris-HCI pH 8,8, SDS 0,1%), al 7,5% (p/v) de poliacrilamida a partir
de acrilamida:bisacrilamida 37,5:1 40% (Amresco). El gel de empaquetamiento de las
muestras se preparé al 5,25% (p/v) de poliacrilamida en tampoén (125 mM Tris-HCI pH
6,8, SDS 0,1%). Los geles se polimerizaron con APS 0,1% (p/v), usando como agente
catalizador TEMED a una concentracion final de 6 mM. La electroforesis se llevo a cabo
a 20 mA/gel, amperaje constante. Para el desarrollo de la electroforesis se utilizé6 como

tampdn 25 mM Tris-HCl, 0,32 M glicina (pH 8,3) y SDS 0,1% (p/Vv).

6.3.3. Western blots y anticuerpos

Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa usando el sistema
Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). Tras la transferencia, ésta se comprobé mediante la tincién

reversible con Rojo Ponceau.
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A continuacion, se empled como solucién de bloqueo TBS-Tween 20 (20 mM Tris-HCl pH
7,5, 150 mM NaCl, Tween 20 1%) complementado con 5% (p/v) de leche desnatada en
polvo. Las membranas fueron incubadas toda la noche a 42C. La incubacion con los
anticuerpos primarios se realizé en solucion de bloqueo conteniendo los anticuerpos a
una concentracién determinada (ver tabla 3) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavd con solucion de bloqueo 6 veces durante 5 minutos para eliminar
los restos de anticuerpo primario. A continuacién, se afiadio la solucién con anticuerpo
secundario (conjugados a peroxidasa de rdbano (Pierce)) a una concentracién
determinada (ver tabla 3). Tras 1 hora de incubacién se eliminaron los restos de
anticuerpo, asi como de leche, lavando al menos 6 veces con TBS-Tween 20 durante 3-
5 minutos. Para la deteccién de la quimioluminiscencia de los anticuerpos secundarios
conjugados a peroxidasa se empleé el kit de deteccion West Pico Signal (Pierce). Las
membranas fueron sumergidas en dicha solucidon y expuestas en el dispositivo
ChemiDoc MP (Bio-Rad) durante el tiempo necesario para la deteccidn. La cuantificaciéon
de la quimioluminiscencia se realizd con el programa FlJI. Los anticuerpos usados se

detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Anticuerpos usados en este trabajo.

Antigeno Origen Tipo Dilucion Referencia
GFP Conejo | Primario-policlonal 1:3000 H. Riezman
Emp24 Conejo Primario-policlonal 1:500 H. Riezman
Gasl Conejo | Primario-policlonal 1:3000 H. Riezman
Pgkl Ratén Primario-monoclonal | 1:10000 J. de la Cruz
Whbp1l Conejo | Primario-policlonal 1:1500 H. Riezman
IgG de conejo | Cabra Secundario + HRP 1:3000 Pierce
IgG de ratdn Cabra Secundario + HRP 1:2000 Pierce

6.3.4. Stripping

Las membranas procedentes del Western Blot previo se lavaron 3 veces con TBS Tween-

20 durante 3-5 minutos, eliminando asi los restos de leche. A continuacién, se incubaron
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durante 15 minutos a temperatura ambiente en una solucién que contiene; TBS-Tween-
20, 100mM de B-mercaptoetanol y 2% de SDS. Posteriormente se eliminaron los restos
de este tampdn lavando las membranas 3 veces durante 5 minutos con TBS-Tween-20y
se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en el tampdn de stripping
(25mM Glicina-HCI, pH2, 1% SDS). Por ultimo, las membranas fueron conservadas en
tampdn TBS-Tween-20 complementado con 5% (p/v) de leche en polvo o sometidas a

otro Western Blot directamente.

6.3.5. Ensayo de co-inmunoprecipitacion

Para estudiar la interaccidon in vivo entre proteinas se realizaron ensayos de co-
inmunoprecipitacion en fracciones enriquecidas en RE, tal y como se describe en

(Rodriguez-Gallardo et al., 2020).

Para ello, se partid de cultivos de levadura en fase exponencial. Se recogieron 100 x 107
células, las cuales fueron lavadas dos veces en tampdn TNE (50 mM tris-HCl pH 7,5, 150
mM NaCl, 5 mM EDTA) suplementado con 0,5 mM PMSF, 1 pug/ml de mezcla de
inhibidores de proteasas y rotas con bolas de vidrio en beadbeater. A continuacion, las
bolas de vidrio y las células no rotas fueron eliminadas mediante centrifugacién a 1.000
g durante 10 minutos. El sobrenadante fue centrifugado a 13.000 g durante 15 minutos
a 4 2C para obtener las fracciones enriquecidas en RE. El pellet fue resuspendido en TNE
1% Digitonina y la suspension fue incubada 1 hora a 4 2C con rotacidn. Tras la incubacion
con el detergente, se eliminaron los contenidos insolubles centrifugando a 17.000 g
durante 1 hora a 4 2C. Para la inmunoprecipitacién de Gas1-GFP, las muestras fueron
primero preincubadas con bolas de agarosa vacias (ChromoTek) a 4 2C durante 1 hora
(Bloqueo) y posteriormente incubadas con bolas con anticuerpos GFP-Trap_A
(ChromoTek) a 4 2C durante 3 horas. Tras la inmunoprecipitacion, las bolas fueron
lavadas cinco veces con TNE 0,2 % Digitonina y eluidas en tampdn de carga Laemli 2X.

Las muestras fueron analizadas por SDS-PAGE e inmunoblot.
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6.3.6. Pulsoy caza

El analisis de Gas1-GFP por pulso y caza con [3°S]-metionina fue realizado tal y como se

describe en (Kajiwara et al., 2008).

Las células fueron crecidas toda la noche en SDYE (2% glucosa, 1% extracto de levadura
YNB 0,67%, suplementado con 40 mg/l de aminoacidos) y lavadas dos veces con SC sin
metionina. Se tomaron 3 x 107 células por punto de tiempo y fueron resuspendidas e
incubadas durante 15 minutos en 0,5 ml/punto de SC sin metionina. A continuacién, se
sometieron a un pulso de 5 minutos con 100 pCi/punto de S3> (Perkin Elmer), tras lo cual
se procedio a la caza para los tiempos indicados (0, 30 y 60 minutos). La caza se inicid
afadiendo el volumen necesario de la mezcla 100X: 0.3% metionina, 0.3% cisteinay 0,3
M de sulfato de amonio. A los tiempos indicados, las muestras fueron tomadas vy
afadidas a microtubos que contenian azida y fluoruro de sodio a una concentracién final
de 10 mM. Las células marcadas radioactivamente fueron resuspendidas en TEPI (100
mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM EDTA, 1 pg/ml inhibidor de proteasas) y rotas en vortex
durante 15 minutos a 4 2C con bolas de vidrio. El lisado se calentd a 95 ¢C durante 5
minutos en presencia de SDS al 1%, tras lo cual se centrifugd durante 15 minutos. El
sobrenadante se afiadié a 5 ml de TNET (TNE al 1% de Triton X-100) y fue incubado con
100 ul de bolas de proteina A-sefarosa (ThermoFisher Scientific) y anticuerpo contra
Gas1 durante 3 horas a 4 2C. Las bolas fuero lavadas cuatro veces con TNET vy luego
resuspendidas en tampdn Laemli. Elinmunoprecipitado fue analizado por SDS-PAGE con
la consiguiente exposicion y cuantificacion del gel en un Phosphorimager (FujiFilm
FLA5100). El porcentaje de proteina Gasl madura fue determinado tomando la
proporcién de la forma madura de 125 KDa con respecto al total de la sefial (bandas de

125 KDa y 105 KDa) y multiplicandolo por 100.

6.3.7. Anadlisis de la composicion lipidica celular in vivo

El marcaje in vivo de lipidos con [3H]myo-inositol fue realizado tal y como se describe en

(Ikeda et al., 2021).
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Los lipidos marcados fueron extraidos con cloroformo-metanol-agua (10:10:3,
vol/vol/vol) y analizados por cromatografia de capa fina (Thin Layer Chromatography)
usando un sistema de solventes (cloroformo-metanol-0,25% KCL (55:45:10, vol/vol/vol))
para esfingolipidos complejos. Los esfingolipidos marcados fueron visualizados vy

cuantificados usando un sistema FLA-7000 (FujiFilm).

6.4. Analisis del glicano del GPI por espectrometria de masas

Las células (600 x 107), que expresaban Gas1-GFP, fueron lavadas dos veces en tampdn
TNE y rotas con bolas de vidrio, tras lo cual, dichas bolas y las células no rotas fueron
eliminadas por centrifugacién. El sobrenadante se sometid a una centrifugacién a
17.000 g durante 1 h a 4 oC. El pellet fue incubado con 1U de PI-PLC (Invitrogen) en TNE
0,2% Digitonina durante 1 h a 37 eC. Después del tratamiento enzimatico se eliminaron
las membranas por centrifugacién a 17.000 g durante 1 h a 4 °C. Para la
inmunoprecipitacién de Gas1-GFP, el sobrenadante fue incubado con bolas GFP-Trap_A
(ChromoTek) durante toda la noche a 4 2C. Las muestras purificadas de Gas1-GFP fueron
sometidas a electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE), los cuales fueron
tefiidos con Coomassie Brilliant Blue. Las bandas tefiidas correspondientes a Gas1-GFP
se extrajeron del gel y, tras la alquilaciéon con idoacetamida y la reduccién con DTT,
fueron digeridas con tripsina. Los péptidos obtenidos fueron extraidos, secados vy
resuspendidos en 20 pl de agua. Una parte (8 ul) fue inyectada en la LC (Cromatografia
Liquida). Los péptidos fueron separados en una columna ODS (Develosil 3000DS-HG-5;
150 x 1.0 mm ID, Nomura Chemicals) bajo unas condiciones especificas de gradiente.
Las fases moviles fueron; solvente A (0,08% acido formico) y solvente B (0,15% acido
féormico en 80% de acetonitrilo). La columna fue eluida con el solvente A durante 5
minutos, momento en el cual la concentracion del solvente B fue aumentando hasta el
40% en 55 minutos con un flujo de 50 pl/min usando un sistema Accela-HPLC (Thermo
Fisher Scientific). El eluido fue introducido de forma continua en una fuente ESI
(lonizacién por Electrospray) y los péptidos fueron analizados por LTQ Orbitrap XL

(hybrid linear ion trap-orbitrap mass spectrometer; Thermo Fisher Scientific). Para los
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ajustes del MS, el voltaje de la entrada a los capilares fue de 4,5 kV y la temperatura fue
mantenida a 300 C. El voltaje de los capilares y de las lentes tubulares fue de 15 V y 50
V, respectivamente. Los datos de MS fueron obtenidos en el modo de iones positivos en

un rango de masa de m/z 300 a m/z 3000 (resoluciéon: 60.000, precisién: 10 ppm).

6.5. Microscopia de fluorescencia

Para los experimentos de microscopia de fluorescencia de Gas1-GFP y Mid2-VENUS las
células fueron cultivadas en medio YPD durante toda la noche, recolectadas por
centrifugacidn, lavadas dos veces con PBS pH 7,4 e incubadas 15 minutos en hielo previa

visualizacién al microscopio, tal y como se describe en (Rolli et al., 2009).

Para la visualizacion in vivo de los mutantes termosensibles sec31-1, los cuales expresan
la construccion de Gas-GFP bajo el promotor GAL1, fueron crecidos toda la noche a 24
oC en YPR. Después de la induccién durante 1 hora a 24 2C en YPG, las células fueron
incubadas a 37 9C durante 30 minutos en SG, tras lo cual se produjo la liberacién del

sistema gracias al cambio a temperatura permisiva (24 2C).

6.5.1. Fluorescencia convencional

La adquisicion fue llevada a cabo usando el microscopio Leica DMi8 equipado con un
objetivo (HCX PL APO 1003/1.400IL PH3 CS), un filtro L5, cdmara Hamamatsu y el

software LASX (Leica Application Suite X) para la toma de imagenes.

6.5.2. Super Resolution Confocal Live Image Microscopy (SCLIM)

Para la toma de imagenes usando SCLIM las células fueron inmovilizadas en el
portaobjetos usando concavalina A. El SCLIM fue desarrollado combinando un
microscopio de fluorescencia invertido Olympus modelo IX-71 con una lente objetivo de

inmersidn en aceite UPlanSApo 100x NA 1.4 (Olympus), un escaner confocal spinnind-
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disk de alta velocidad y alto ratio sefial/ruido (Yokogawa Electric), una unidad
espectroscoépica de disefio propio, un intensificador de imagen (Hamamatsu Photonics)
equipado con un sistema de refrigeracion propio, un sistema de magnificacién final de

266,7X y cdmaras EM-CCM (Hamamatsu Photonics) (Kurokawa et al., 2013).

La adquisicion de imagenes fue realizada gracias a un programa de desarrollo propio
(Yokogawa Electric). Para la toma de imagenes en 3D se tomaron secciones dpticas con
un espaciado de 100 nm. Las imagenes de Z-stacks fueron convertidas a volimenes 3D
y procesadas por deconvolucién gracias al programa Volocity (Perkin EImer) usando el
PSF (point-spread function) tedrico para los microscopios confocales con spinning disk.
La cuantificacion de los ERES que contenian cargo fue realizada por analisis de

colocalizacién con el programa Volocity.

6.6. Analisis estadistico

La significancia estadistica fue determinada usando la prueba T de Student (n.s. no
significativo; * p <0.05; **, p<0.01y *** p <0.001). Se muestra la media y la desviacion

estandar de tres réplicas bioldgicas independientes.
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