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RESUMEN

Los mecanismos que controlan el tamafio celular en diferentes especies estan altamente
conservados Yy son de crucial importancia para la vida de organismos eucariotas, pero estan aun
por determinar. En este proyecto se ha estudiado que influencia tienen los lipidos de membrana
en el control del tamafio celular utilizando como organismo modelo la levadura Saccharomyces
cerevisiae. En concreto, se ha estudiado cual es el efecto que tienen las ceramidas en el tamafio
celular y la actividad del complejo TORC2, un regulador universal del metabolismo y el
crecimiento celular. Los resultados obtenidos apuntan a que el tamafio de las ceramidas supone
un factor limitante sobre la actividad del complejo TORC2. Este cambio de actividad se refleja
en una disminucion del tamafio celular, lo que sitia a las ceramidas como componentes
principales en la ruta de sefializacion que controla el crecimiento y el tamafo celular en

organismos eucariotas.

INTRODUCCION

Generalidades sobre el tamario celular

Una de las preguntas mas importantes cuando nos aproximamos al termino de tamafio
celular es ;Como saben las células cual es su propio tamafio? Es evidente que lo saben por
como las poblaciones celulares mantienen un tamafio similar. Sin embargo, los mecanismos

bioquimicos que subyacen y controlan este aspecto estan aun por determinar (Rhind, 2021).

El tamafio puede variar en funcion de la especie hasta catorce 6rdenes de magnitud, y
dentro de una misma especie suele haber hasta un 10% de varianza en el tamafio entre células.
Existen multiples factores que pueden afectar a esta variable, desde externos, como los
nutrientes disponibles en el medio, hasta internos, como el estadio del ciclo celular. Esto, y
multiples experimentos clasicos realizados desde inicios del siglo XX, evidencian que las
células presentan mecanismos para controlar y contrastar estos factores y obtener asi, un tamafio
definido (Rhind, 2021).

Asi mismo, no estan implicados los mismos mecanismos de control en todos los seres
vivos. En los organismos multicelulares, algunas células se dividen constantemente y otras,
como la mayoria de las neuronas, mantienen un estado quiescente sin dividirse durante toda la
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vida del individuo. En organismos unicelulares, como las levaduras, el crecimiento de la
poblacion se mantiene constante, aunque existen variaciones a nivel individual. Por tanto, deben
existir ciertas diferencias en el control del tamafio y la tasa de division, aunque el eje central

del control parece que esta conservado como se verd mas adelante (Rhind, 2021).

Existen dos factores clave que definen el tamafio celular observable en una poblacion
de células. El primero se basa en el equilibrio entre la tasa de crecimiento celular y la tasa de
division, lo que determina el tamafio final de las células que alcanzan antes de dividirse en dos
células hijas. El segundo, determina cdmo las células mantienen la homeostasis en torno a ese
tamafo determinado. Existen modelos conceptuales que explican los mecanismos de control
homeostéatico celular (Facchetti, Chang and Howard, 2017) y cada vez hay més bibliografia
respecto al tema, pero este proyecto se centra en el primer factor nombrado, en el que tiene una

gran contribucion la ruta de sefializacion TOR.

El estudio de esta ruta de sefializacion es fundamental, ya que una de las caracteristicas
mas comunes en procesos tumorales es la pérdida de control del tamafio celular (Li et al., 2015).
Por ello, se sabe que las mutaciones que afectan a estos mecanismos provocan cancer. Es por
esto que su conocimiento detallado es la base para la creacion de terapias contra esta

enfermedad tan extendida en la poblacion.

Existe un gran consenso sobre la conservacion de los mecanismos que controlan el
tamano celular entre diferentes especies. Por tanto, su estudio en organismos eucariotas como
las levaduras puede dar lugar a conclusiones extrapolables y validas para otros organismos de

mayor complejidad.
La ruta de sefializacion TOR; Regulacion metabolica de TORC1y TORC2

El estudio de diferentes compuestos bacterianos ha sido de vital importancia para el
descubrimiento de nuevas rutas de sefializacion en organismos eucariotas. Un caso particular
es el referente a la rapamicina, un metabolito secundario producido por una bacteria de suelo
de la Isla de Pascua que dio lugar al descubrimiento de TOR (Target Of Rapamycin).
Inicialmente descubierto en levaduras (Heitman et al., 1991; Cafferkey et al., 1993; Kunz et al
1993; Helliwell et al., 1994), y posteriormente en mamiferos (Brown et al., 1994; Chiu et al.,
1994, Sabatini et al., 1994; Sabers et al., 1995), TOR se postulé6 como uno de los componentes
principales en el crecimiento celular (Schmelzle and Hall, 2000). Posteriormente se descubrio

gue TOR estaba formado por dos complejos estructural y funcionalmente distintos: TORC1 y
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TORC2 conservados desde levaduras a humanos. Durante afios, el complejo TOR se ha ligado
a enfermedades como la diabetes, el cdncer o desdrdenes neuroldgicos, lo que lo sitia como un
complejo de gran importancia tanto en biologia fundamental como clinica (Loewith and Hall,
2011; De Virgilio and Loewith, 2006). En mamiferos, mTOR es la diana de farmacos que
contribuyen a mejorar la respuesta del organismo ante los trasplantes, actuando como
inmunosupresores, 0 en tratamiento contra el cancer inhibiendo el crecimiento celular (Riggi,
Kusmider and Loewith, 2020).

TOR es miembro de la familia de las quinasas atipicas relativas al fosfatidilinositol
(PIKK). Aunque relacionadas con las Pl quinasas, no posee actividad quinasa sobre lipidos,
sino sobre residuos de serina/treonina. Como ya se ha descrito, esta proteina quinasa constituye
dos complejos multiproteicos altamente conservados conocidos como TORC1 y TORC2. Es
fundamental para el control del metabolismo celular y el crecimiento, y esta modulada por la
cantidad de nutrientes en el medio. En S. cerevisiae, existen dos proteinas con un 67% de
homologia de secuencia llamadas Torl (sensible a la rapamicina) y Tor2 (resistente a la
rapamicina) y que a su vez son ortdlogas de mTOR en mamiferos (Loewith and Hall, 2011).

Por una parte, TORC1 es el complejo mas estudiado y con mas informacion respecto a
su funcion, localizacion y estructura. Localiza en la membrana de la vacuola, donde se encarga
de integrar sefiales de nutrientes, factores de crecimiento y energia celular para promover el
anabolismo y el crecimiento e inhibir los procesos catabélicos (De Virgilio and Loewith, 2006;
Berchtold and Walther, 2009). Ademas, se encarga de mediar la respuesta ante determinadas
situaciones de estrés, como el estrés salino, especies reactivas de oxigeno o la temperatura. Por
otra parte, son importantes reguladores de la biogénesis de los ribosomas y la traduccién de
proteinas, censando sefiales intracelulares como la concentracion de ciertos aminoacidos
(Loewith and Hall, 2011). ElI complejo TORC1 es ademas diana de la rapamicina, macrélido
con importante actividad inmunosupresora y anticancerigena (Loewith and Hall, 2011), lo que

lo convierte, ademas, en un complejo con interés biomédico.

En cuanto a TORC2, que es el complejo estudiado en este proyecto, localiza en la
membrana plasmatica en dominios conocidos como MCTs (Membrane Compartments of
TORC?2) (Berchtold and Walther, 2009). Es el menos estudiado de los dos complejos, aunque
estudios recientes han esclarecido algunas de sus funciones mas importantes. Por ejemplo, se
ha descrito que el complejo TORC2 participa en el mantenimiento de la homeostasis de la
membrana plasmatica en respuesta a la tension. Participa en la osmorregulacion, endocitosis y
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trafico de membranas en general, asi como el mantenimiento de la asimetria de la membrana
plasmética (Riggi, Kusmider and Loewith, 2020) y anteriormente se ha relacionado con el
establecimiento de la polaridad de la actina del citoesqueleto determinando la polaridad celular
(De Virgilio and Loewith, 2006). Por ultimo, la funcion méas importante que atafie a este trabajo
es la regulacion que ejerce sobre la sintesis de ceramidas y su control del crecimiento y el

tamario celular (Aronova et al., 2008; Lucena et al., 2018).

En cuanto a su estructura tridimensional, TORC2 tiene forma de romboedro, de manera
similar a TORCL, aunque presentan ciertas diferencias en cuanto a las proteinas que lo
conforman. TORC2 presenta un nucleo central formado por un dinero de Tor2-Lst8 que forma
una cavidad central de funcién todavia desconocida, ya que no constituye el sitio catalitico.
Tor2 no se une a la rapamicina, haciendo al complejo TORC?2 insensible a esta droga. Avo3
(RICTOR en mamiferos), es la subunidad que define al complejo TORC2 ya que, en su lugar,
TORC1 presenta Kogl (RAPTOR en mamiferos). A su vez, Avo3 presenta la funcion de
mantener la estructura del complejo, ya que su ausencia provoca que este mismo se
desensamble y también contribuye a su localizacion en la membrana plasmatica (Marshall et
al., 2019). Avo3 se une fisicamente con los dominios HEAT que presenta la proteina Tor2,
permitiendo la dimerizacion del nucleo del complejo. Por dltimo, Avol se ha visto que es
fundamental para el anclaje a la membrana plasmatica al presentar un dominio de homologia
de pleckstrina (dominio PH) que permite establecer uniones con fosfolipidos de membrana
(P1(4,5)P2 o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato en concreto) con su extremo C-terminal. Cabe
destacar que se ha determinado que la correcta localizacion de TORC2 en la membrana
plasmatica es fundamental para la viabilidad celular ya que determina su especificidad de
accion sobre diferentes sustratos en diferentes situaciones. (Berchtold and Walther, 2009;
Riggi, Kusmider and Loewith, 2020) (Tabla 1).

Existen otras proteinas asociadas al complejo TORC2 que participan en su regulacion.
Un ejemplo son las proteinas asociadas a membrana SIm1/2. Estudios previos han demostrado
gue SIm1/2 son sustratos de TORC2 ademas de asociarse fisicamente. Ademas, la actividad de
SIm1/2 esta correlacionada con los cambios en la polarizacién de actina y el metabolismo de
esfingolipidos, lo que sugiere una correlacion cercana entre esas proteinas y TORC2 (Audhya
et al., 2004; Brunet et al., 2004; Mulet et al., 2006).



Tabla 1: Conservacion de la estructura de TORC2 en diferentes organismos eucariotas.

S. cerevisiae C. elegans D. melanogaster Mammals
TOR2 TOR/let-363 TOR mTOR
Avol sinh-1 Sin1 mSIN1
Avo2 — — —
Avo3/Tsc11 rict-1 Rictor Rictor
Lst8 Ist-8 CG3004 mLST8
Bit61 — - PRRS/Protor
— — — DEPTOR

Tabla 1: Conservacion de la estructura del complejo TORC2. Los guiones indican que no hay
ortélogos encontrados para dicha subunidad en dicho organismo. Los ortélogos mostrados pertenecen
a Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster y mamiferos
respectivamente (Modificado de Loewith and Hall, 2011).

TORC2 y la regulacion de la sintesis de esfingolipidos

TORC2 fosforila y activa entre sus muchas dianas a dos quinasas denominadas Ypk1y
Ypk2. Este par de quinasas son homologas a las quinasas SGK que presentan los vertebrados.
Para que la actividad de Ypk1/2 se active por completo requieren a su vez de otras dos quinasas,
Pkhly Pkh2, homologas de PDK1 en vertebrados (Casamayor et al., 1999).

El primer hallazgo relevante para poner en contexto este proyecto fue el descubrimiento
de que la activacion de TORC?2 esté relacionada con la sintesis de esfingolipidos. De esta forma,
la inhibicidn de su actividad esta relacionado con una inhibicidn de la sintesis de estos lipidos
fundamentales para la fisiologia celular (Aronova et al., 2008). La ruta de sintesis de
esfingolipidos (SLs) se inicia con la accion de la serina palmitoiltransferasa (SPT). Esta enzima,
une un &cido graso de cadena larga a una serina para crear una base de cadena larga (o
esfingosina) que constituye el eje principal de su estructura. En levaduras suele ser la
dihidroesfingosina (DHS) o la fitoesfingosina (PHS) (Kdrner and Fréhlich, 2022) (Figura 1).

A partir de este precursor se forman ceramidas por la accion de la ceramida sintasa, que
se encarga de unir un acido graso a esta estructura de un tamafio de cadena hidrocarbonada

especifico segin la especie. Por ejemplo, en S. cerevisiae, se afiaden acidos grasos de 26
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carbonos de longitud. Las ceramidas se sintetizan en el reticulo endopldsmico y estan formadas
por dos acidos grasos unidos a una cabeza polar. Esta cabeza polar puede ser modificada en el
aparato de Golgi, donde llegan por vesiculas de transporte para la formacion de esfingolipidos
complejos (cSLs), que en el caso de levaduras se forman uniendo grupos inositol y manitol.
Estos son, inositol-fosfoceramida (IPC), manosil-inositol-fosfoceramida (MIPC) y manosil-
diinositol-fosfoceramida (M(1P2)C) (Kdrner and Frohlich, 2022).

Palmitoyl-CoA + Serine
| [ ——

l Lcbh4/5

Long chain Bases DHS-P
Dihydrosphingosine (DHS) =) PHS-P
Phytosphingosine (PHS)

- — LaCL%pogl ll— Fumonisin B1

Ceramides
';\(Lellrll l}— Aureobasidin A (AbA)

Inositol-phosphorylceramide (IPC)

Csgl Csg2 l
Surl
Mannosyl-inositol-phosphorylceramide (MIPC)

Iptl l

| Mannosyl-diinositol-phosphorylceramide (M(IP)2C)

Complex
Sphingolipids

Figura 1. Resumen de la ruta de sintesis de los esfingolipidos. En los circulos amarillos, las
enzimas que codifican cada paso de la ruta, y en rojo, las drogas empleadas para inhibir cada enzima
(Lucenaet al., 2018).

Los esfingolipidos constituyen el 10% de los lipidos de la célula, y se ha demostrado
que su funcion es fundamental, no solo para el mantenimiento de la integridad estructural de la
membrana plasmatica, sino como moléculas de sefializacién que pueden controlar diferentes
aspectos fisiologicos celulares. Por ejemplo, el contenido en esfingolipidos regula la
homeostasis de las membranas plasmaticas y recientemente, se ha descubierto que presentan
un papel importante en el control del tamafio celular y la tasa de crecimiento (Lucena et al.,
2018).



Algunos estudios apuntan a que el tamafio de la cadena hidrocarbonada que da lugar a
las ceramidas, es fundamental para la correcta localizacion de proteinas de membrana en

dominios o compartimentos celulares determinados (Aguilera-Romero and Muiiiz, 2021).

La utilizacion de inhibidores de la sintesis de esfingolipidos, han puesto de manifiesto
la interconexion entre la ruta de sintesis de esfingolipidos y la ruta TORC2. Datos preliminares
apuntaban a que fendmenos de estrés de membrana, ya sea por estrés mecanico con el uso de
Palmitoilcarnitina (PalmC), o por inhibidores de la sintesis de esfingolipidos como la Miriocina
(Myr) y Aureobasidina A (Aba A), eran capaces de modificar la actividad de TORC2. Esto se
producia por una sefializacion mediada por la relocalizacién de las proteinas SIm1/2 en la
membrana plasmaética hacia los dominios MCT. Estas situaciones de estrés se observo que
aumentaban la actividad de TORC2 y se potenciaba la sintesis de esfingolipidos para alcanzar
la homeostasis de membrana plasmatica (Berchtold et al., 2012; Riggi et al., 2019)

En este punto, no se conocia cual era el paso que unia la actividad del complejo TORC2
con la sintesis de esfingolipidos, hasta que se determino que el eslabon intermedio se encontraba
en uno de los sustratos sobre los que actuaba TORC2, en concreto, la quinasa Ypkl1. Se ha
demostrado que la fosforilacion de Ypk1/2 por parte de TORC2 y las quinasas Pkhl/2,
promovia su actividad quinasa sobre las enzimas ceramidas sintasas Lacl y Lagl, promoviendo
su actividad y aumentando la sintesis de ceramidas, el paso previo a la sintesis de esfingolipidos

mas complejos (Muir et al., 2014) (Figura 2).

Los ultimos descubrimientos de esta ruta de sefializacion se centran en como TORC2
esta regulado por el tipo de nutrientes en el medio y como, a su vez, las ceramidas, ejercen un
bucle de retroalimentacion negativo sobre TORC2 (Lucena et al., 2018). Esto implica que
niveles altos de ceramidas inhiben su propia sintesis, mientras que, en condiciones de escasez
de ceramidas, se activa TORC2 para activar su propia sintesis y alcanzar la homeostasis en

cuanto a los niveles de ceramidas en la célula (Figura 2).



NUTRIENTES

\ Tamanio

celular

A=
Tasa de
+ + + crecimiento
— | Ypk1/2 —>. — | ceramipas Y
T+

Figura 2. Modelo simplificado sobre como la actividad de la ruta de sefializacion TORC2
modulada por el nivel de nutrientes en el medio podria controlar la sintesis de ceramidas y con ello la

tasa de crecimiento y tamafio celular (Simplificacion de Lucena et al., 2018).

OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto es determinar el papel de las ceramidas en la
regulacion del tamafio celular y la tasa de crecimiento empleando Saccharomyces cerevisiae

como organismo modelo.

Por una parte, se pretende estudiar el efecto que tiene la sintesis de ceramidas de
diferente longitud en el tamario celular en respuesta a nutrientes. Para ello, se comparan los
tamanos de diferentes estirpes de S. cerevisiae que producen ceramidas con cadenas de acidos
grasos de diferente longitud en medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono. Ademas,

se ha estudiado el efecto que tienen las ceramidas sintasas de mamiferos en la levadura.

Por otro lado, investigar qué diferencias tienen los diferentes mutantes citados
anteriormente en la actividad del complejo TORC2, en concreto sobre la proteina Ypk1 que a

su vez regula la actividad de la ceramida sintasa celular.
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RESULTADOS

Los mutantes de ceramidas cortas (C18) tienen defectos en el tamafio celular.

Previamente se habia observado cémo la inhibicién de la sintesis de esfingolipidos
afecta al tamafio celular. Esto se determiné mediante el uso inhibidores especificos de su ruta
de sintesis 0 mediante la delecion de los genes correspondientes a las dos ceramidas sintasas
Lagly Lacl. En ambos casos, se observé que defectos en la sintesis de esfingolipidos causaban

un menor crecimiento y tamafo celular final (Lucena et al., 2018).

En cepas silvestres, las levaduras poseen esfingolipidos complejos formados por
ceramidas de cadena larga de 26 carbonos. Estudios previos han demostrado que el tamafio de
ceramida afecta a otros factores de la fisiologia celular como la correcta localizacion de
proteinas en diferentes organulos o “protein sorting” (Aguilera-Romero and Mufiiz, 2021). Para
determinar si los defectos en tamafio celular y crecimiento eran debido exclusivamente a la falta
de ceramidas empled una cepa mutante que produce ceramidas con un &cido graso con un

tamario de 18 carbonos de longitud (Epstein et al., 2012).

Para ello, se crecieron en medio rico (2% glucosa) una cepa silvestre como control
positivo y un mutante que produce ceramidas cortas (desde ahora, C18). Como control negativo,
se ha utilizado una cepa delecionada para las dos ceramidas sintasas (lacIA lagIA) descrita
anteriormente (Lucena et al., 2018). Después de alcanzar una fase logaritmica temprana de
crecimiento, se recogieron el mismo namero de celulas de los cultivos y se procesaron para su

analisis de tamafo celular mediante un contador Coulter.

Como se muestra en la Figura 3, los mutantes /lacIA lagIA presentaron una reduccion
dréstica en el tamafio celular, con un valor medio de 41.78 + 0.08 fL. comparado con los 62.93
+ 3.715 encontrados en un silvestre. En cambio, la cepa mutante C18 redujo su tamafio de forma
intermedia, hasta llegar hasta los 55.47 + 4.771 fL.

Este resultado indica que los cambios en la longitud de las ceramidas son suficientes

para disparar una sefial que regule el tamafio celular en la poblacién.
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Figura 3. Las cepas indicadas en la figura se crecieron a 25°C hasta la fase temprana de
crecimiento exponencial en medio rico YPD. La gréfica representa el porcentaje de células con un

volumen determinado (fL). Cada curva es la media de cuatro medidas independientes.

La modulacion del tamafio en respuesta a nutrientes no esta afectada en mutantes de

ceramidas cortas (C18).

Todos los organismos regulan su tamafio celular en respuesta a cambios en los nutrientes
del medio. En levaduras, es conocido que los mutantes en ceramidas sintasas tienen alterado
dicho control, encontrando células con el mismo tamafio independientemente del medio de

cultivo (Lucena et al., 2018).

Ya que los mutantes de ceramidas cortas C18 parecian estar afectados en la regulacion
del tamafio celular, la siguiente pregunta fue analizar la respuesta a nutrientes. En este caso se
crecié una cepa silvestre, un mutante C18 y un doble mutante /acIA lagIA en medio con 2%
glicerol/etanol (G/E) como fuente de carbono y se comparo el resultado con el tamafio en medio

rico (2% glucosa) en las mismas cepas.
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Figura 4. Las cepas indicadas en la figura se crecieron a 25°C hasta la fase temprana de
crecimiento exponencial en medio rico YPD o en medio pobre G/E. La gréfica representa el porcentaje

de células con un volumen determinado (fL). Cada curva es la media de cuatro medidas independientes.

Como se puede observar en la Figura 4, el mutante C18 crecido en medio pobre presenta
una importante reduccion del tamafio comparable a la del doble mutante lacIA lagiA, el cual
presenta un tamafio similar en medio pobre y medio rico. La estirpe silvestre presenta también

una reduccion del tamafio en medio pobre pero no tan significativa como C18.

En vista a este resultado se puede concluir que la estirpe con ceramida sintasa de algodon
puede seguir modulando su tamafio en funcién de la cantidad de nutrientes disponibles en el
medio y no pierden dicha regulacion como si ocurre en el doble mutante /ac/A lagIA. De
manera que la sintesis de ceramidas cortas no afecta negativamente a la regulacion del tamafio

en funcion de la presencia de nutrientes en el medio.
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La sefalizacion de la ruta TORC2 se ve afectada en mutantes con ceramidas cortas (C18).

Anteriormente se ha observado como una inhibicion de la sintesis de esfingolipidos en
mutantes sin ceramida sintasa (lacIA lagIA) se relaciona con una mayor actividad de TORC2
sobre la proteina YpkZ1. Esto supondria un incremento de la actividad de las ceramidas sintasas,
con el objetivo de paliar la escasez de ceramidas aumentando el nivel de su sintesis. Esto sugiere
que el nivel de ceramidas ejerce un control por bucles de retroalimentacion sobre las proteinas

que controlan su propia sintesis como es TORC2 (Lucena et al., 2018) (Figura 2).

Tras ver como en el mutante con ceramidas cortas C18 se ve afectado el tamafio celular
y como es capaz de modular su tamafio en funcion de la cantidad de nutrientes en el medio, en
base a los antecedentes se plante6 la duda de si el tamafio de ceramida también podria ejercer

un efecto retroactivo sobre la actividad de TORC2.

Para determinarlo, se analizd la actividad quinasa del complejo proteico TORC2 sobre
la proteina Ypkl mediante Western Blotting. Se ha empleado un anticuerpo T662
fosfoespecifico que no solo detecta la actividad sobre Ypk1 sino también sobre Ypk2, aunque
esta Gltima no tiene relevancia para el analisis de los resultados. De manera paralela, se ha
empleado un anticuerpo especifico para la proteina Ypk1 con la idea de medir el nivel total de
proteina a modo de control y poder compararlo con la sefial detectada por el anticuerpo T662 y
asi, determinar si la actividad de TORC2 es superior o inferior en los diferentes mutantes en
comparacion con la estirpe silvestre. Con la sefial detectada con el anticuerpo Ypkl se puede
detectar diferentes niveles de fosforilacion de la proteina total, observando dos bandas
diferentes; la superior corresponde al estado mas fosforilado y la banda inferior, con el estado

menos fosforilado (Figura 5).

Como se observa en la Figura 5, en el mutante C18 el nivel de actividad de TORC2 es
superior al de la estirpe silvestre tanto en células crecidas en medio rico (2% glucosa) como en
medio pobre (2% glicerol/etanol). Hay que resaltar que en el mutante C18, la proteina Ypk1
permanece totalmente defosforilada, lo que indica segun resultados previos que esta en un

estado de mayor actividad (Roelants et al., 2010).

Se puede concluir que la presencia de ceramidas cortas supone un cambio de la actividad

de TORC2, aceptando asi, la hipoétesis inicial.
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Figura 5. Células silvestres (WT), estirpe con ceramida sintasa de algodon, G. hirsutum (C18)
y estirpe sin ceramida sintasa laclA lagIA (AA) crecidas a 25°C hasta la fase temprana de crecimiento
exponencial en medio rico (2% glucosa) y medio pobre (2% glicerol/etanol). El anticuerpo T662 detecta
la fosforilacion especifica de TORC2 sobre las proteinas Ypk1/Ypk2. El nivel total de Ypkl se detecta
empleando un anticuerpo anti-Ypk1(YPKZ1). Como controles de carga se utilizaron bandas inespecificas

de cada anticuerpo.

Los mutantes con ceramida sintasa de humanos presentan defectos en el tamafio celular
y en la actividad de TORC2.

En humanos existen 6 tipos diferentes de ceramidas sintasas. La peculiaridad de estas
ceramidas sintasas reside en que cada una es capaz de unir acidos grasos de diferente tamafio
para formar las ceramidas (Hannich et al., 2019). Para determinar la importancia que tiene la
cadena de carbonos que componen las ceramidas a la hora de determinar el tamafio celular, se
emplearon cepas de levaduras que contenian diferentes ceramidas sintasas presentes en
mamiferos (CerS1-S4). Dos de las cepas obtenidas (CerS5 y S6) contenian otras mutaciones

sin identificar, por lo que se quedaron fuera de estudio (datos no mostrados).
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Segun nuestra hipotesis, ceramidas de diferente longitud podrian ser determinantes para
controlar el tamafio celular, de manera que cuanto mas se alejase el tamafo de este lipido del
tamafo que presenta en una cepa silvestre (26 carbonos), se reflejaria en un menor tamafo

celular.

Para ello, se crecieron en medio rico una cepa silvestre (WT) como control positivo y
cuatro mutantes con diferentes ceramidas sintasas de mamiferos (CerS1, CerS2, CerS3, CerS4).
Se recogieron muestras con el mismo ndmero de células de cultivos en la fase de crecimiento

exponencial temprana y se analizé el tamafio celular mediante un contador Coulter.

Como se observa en la Figura 7, los diferentes mutantes con ceramida sintasas de
mamiferos presentan tamarios diferentes al de la cepa silvestre, siendo la cepa con la ceramida
sintasa CerS2 la que presenta un menor tamario. En cambio, la cepa CerS1 presenta un tamafio
similar al de la estirpe silvestre. Por otro lado, CerS3 y CerS4 presentan un tamafio intermedio

entre las dos anteriores.

Si bien no se correlaciona el tamafio de ceramida con el tamafio celular de manera linear,
se puede concluir diciendo que el tamafio de ceramida es una sefial suficiente para disparar una

respuesta que repercute en el tamarfio celular final.
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Figura 7. Células silvestres (WT) y estirpes con diferentes ceramidas sintasas de mamiferos
(S1-S4) crecidas a 25°C hasta la fase temprana de crecimiento exponencial en medio rico (2% glucosa).
Se observa la distribucion del tamafio celular medido con contador Coulter. La gréfica representa el
porcentaje de células analizadas (eje y) con un volumen celular en fL (eje x). Cada curva es la media

de tres medidas independientes.

Con el objetivo de caracterizar los mutantes de ceramidas sintasas de mamiferos e
intentar correlacionar la actividad del complejo TORC2 sobre Ypk1 con el tamafio de ceramida,
se analizo por western blotting los diferentes mutantes CerS1-S4, junto a la estirpe silvestre
como control positivo. Los anticuerpos empleados son similares anteriormente (Figura 5) y las
muestras se recogieron al inicio de la fase exponencial temprana, tomando el mismo nimero de

células de cada una para que los resultados sean comparables entre si.

Como se observa en la Figura 8, los diferentes mutantes presentan diferentes actividades
del complejo TORC2, pero todos ellos presentan mayor actividad que la estirpe silvestre (WT).
Ademas, la proteina Ypk1 parece estar en su estado defosforilado, similar al observado en los
mutantes C18 y AA, lo que indica una mayor actividad. En conclusidn, estos resultados sugieren
que la presencia de ceramidas que difieren en longitud, son capaces de modificar la sefial que

afecta a la actividad de TORC2 sobre Ypk1 y modificar el tamafio celular en algunos casos.
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Figura 8. Células silvestres (WT) y estirpes con diferentes ceramidas sintasas de mamiferos
(S1-S4) crecidas a 25°C hasta la fase temprana de crecimiento exponencial en medio rico (2% glucosa).
Se observa el Western Blotting empleando un anticuerpo fosfoespecifico para detectar la fosforilacion
de TORC2 sobre Ypkl(parte superior) y Ypk2 (parte inferior) (T662). El nivel total de Ypkl se detecta
empleando un anticuerpo anti-Ypkl (YPK1).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El tamafio de las ceramidas regula el tamafio celular.

Controlar el tamafio y el crecimiento celular es de vital importancia para todos los
organismos. Estudios previos habian sugerido que la sintesis de ceramidas, regulada por el

complejo TORC2, es un mecanismo principal en el control del tamario celular y el crecimiento.

Nuestro trabajo ha pretendido profundizar en dichos resultados. Asi, segln los datos
obtenidos sobre el mutante C18 (Figura 3), se observa como un menor tamafio de ceramida
supondria una reduccién del tamafio celular, por lo que si se comporta segun lo esperado. A la
hora de analizar los datos sobre los mutantes CerS1-S4 (Figura 7), se aprecia cierta disparidad
en cuanto a esta correlacion. Por un lado, el mutante CerS1 que produce ceramidas de 18
carbonos (Figura 6), presenta un tamafio similar al de la estirpe silvestre. CerS2 presenta
ceramidas de 24 carbonos, muy cercano al silvestre que presenta 26 carbonos de longitud, v,
aun asi, presenta una reduccion drastica del tamafio como se observa en el doble mutante (lac/A
lagIA). Cabe resaltar que CerS3 produce un tamafio de ceramida de 26 carbonos de manera
mayoritaria y a pesar de eso presenta un tamafio menor al de la cepa silvestre. Es posible que
las diferentes ceramidas sintasas estén sintetizando ceramidas de diferente composicion en

levaduras, ya que disponen de precursores diferentes a los encontrados en mamiferos.

Resultados previos obtenidos con cepas que carecen de ceramidas sintasa (lacIA lagIA)
sugerian que una falta de ceramidas disparaba una sefial para modificar el tamarfio celular. Los
resultados obtenidos en este proyecto apuntan a una modificacion en la cadena de ceramidas es

suficiente para activar esa sefializacion.

Por otro lado, se puede afirmar que la presencia de ceramidas es fundamental para que
las células sean capaces de modular su tamafio en respuesta a nutrientes. Datos previos
apuntaban a que mutantes que carecian de ceramidas sintasas pierden esta regulacion y en
cambio, como se ha visto en este proyecto, los mutantes de ceramidas cortas son capaces de

realizar esta modulacion (Figura 4).

Nuestra hipdtesis es que las ceramidas, al ser fundamentales para la sintesis de los
esfingolipidos complejos de la membrana plasmatica estarian interaccionando con diferentes

proteinas ancladas a ella. Las diferentes longitudes de las ceramidas afectarian a la union de
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dichas proteinas con la membrana plasmatica, activando o inactivando diferentes rutas celulares

para controlar el tamafio celular y el crecimiento en respuesta a nutrientes.

En base a los resultados obtenidos, se puede concluir que las ceramidas constituyen
sefiales intracelulares fundamentales que median el proceso de seleccidn de tamafio celular por

un mecanismo todavia desconocido.
El tamafio de las ceramidas regula la actividad de TORC2 sobre Ypk1.

Nuestros resultados sugieren que la sintesis de ceramidas de menor tamafio (C18)
producen una hiperactivacion del complejo TORC2 tanto en medio rico como en medio pobre.
Esta activacion se traduce, al menos, en una mayor actividad de la quinasa Ypk1, que a su vez
actlia sobre la ceramida sintasa para estimular la sintesis de ceramidas (Figura 5). Este resultado
es similar al encontrado en mutantes lacIA lagIA, donde la ruta TORC2 esta hiperactivada. En
cambio, los mutantes C18 son capaces de regular su tamafio en respuesta a nutrientes (Figura
4), algo que no ocurre en las cepas lacIA laglA. Esto sugiere que cambios en la longitud de las
ceramidas son suficientes para disparar la sefializacion de TORC2. A diferencia de lacIA laglA,
los mutantes C18 siguen disponiendo de ceramidas, lo que podria explicar la posibilidad de

ajustar su tamafo en respuesta a diferentes nutrientes en el medio.

En cuanto a los datos de levaduras mutantes con ceramidas sintasas de mamiferos, los
datos vuelven a ser dispares con respecto a la actividad de TORC2 (Figura 8). A pesar de ello,
es cierto que todos los mutantes presentan una hiperactivacién de la ruta similar a la del mutante
C18. Estos resultados refuerzan la idea de que la presencia de ceramidas de diferente tamario
debe desencadenar una cascada de sefializacion que aumentara la actividad de TORC2 sobre
Ypkl.

Por otro lado, como se puede observar en los resultados de tamafio celular (Figura 7),
esta hiperactivacion de TORC2 para estimular la sintesis de ceramidas permite que el tamafo
sea superior que en el doble mutante, permitiendo revertir el efecto que causa la ausencia de
ceramidas, excepto en el mutante CerS2. En este Gltimo, a pesar de presentar ceramidas con un
tamafo cercano al silvestre, presenta un tamafio muy similar al doble mutante. Esto puede
deberse a que en levaduras no se utilizan los mismos precursores metabdlicos que en levaduras

para la sintesis de ceramidas, pudiendo ser esta la causa de esta disparidad.

La compleja regulacion de las ceramidas sintasas de mamiferos hace que la

interpretacion de los resultados no sea simple. Por ejemplo, la sintesis de ceramidas en
-20-



mamiferos esta regulada por la formacion de complejos entre las diferentes ceramidas sintasas
(Laviad et al., 2012). Por ello, no es totalmente extrapolable analizar el efecto individual que
presentan en el tamafio celular, asi como en la actividad de TORC2.

Como conclusidn, la red de sefializacion que determina el tamafio celular, en el que tiene
una gran contribucion el complejo proteico TORC2, esta fuertemente afectado por la sintesis
de ceramidas y una variacion en dicha variable puede afectar a la actividad de los componentes
de esta ruta y asi, al tamafio celular final, con el objetivo de alcanzar la homeostasis.

PROYECCIONES FUTURAS

En este proyecto se ha demostrado que las ceramidas son unas moléculas lipidicas
fundamentales para la fisiologia celular y que regulan aspectos fundamentales del

funcionamiento celular, como la ruta de sefializacion TORC2 y el tamafio celular.

De manera paralela a la realizacion de los experimentos mostrados en este trabajo de fin
de grado, durante el curso académico en el que he estado colaborando con el equipo de
investigacion liderado por Rafael Lucena en el departamento de Biologia Celular, se han
realizado méas experimentos no mostrados en este proyecto debido a fallos metodolédgicos que

han conducido a que los resultados obtenidos no sean concluyentes ni extrapolables.

Entre los experimentos que conforman las proyecciones futuras de este proyecto, se
encuentran la elaboracion de estirpes de levaduras marcadas con epitopos fluorescentes en las
diferentes subunidades mas conservadas de TORC2 como son Avol, Avo3y Lst8. Este marcaje
se llevaria a cabo en la estirpe silvestre (WT) y en la estirpe con ceramida sintasa de algodén
(C18) y se analizarian mediante microscopia de fluorescencia. Con ello se determinaria si la
sintesis de ceramidas de diferente tamafio podria influenciar a una localizacion diferencial de
las diferentes subunidades de TORC2, lo cual es fundamental para determinar los sustratos

sobre los que actlia como se ha tratado en la introduccién de este mismo proyecto.

Debido a que se ha visto como las ceramidas sintasas de mamiferos actian formando
complejos entre ellas, se podria hacer un analisis del tamafio y actividad de TORC2 en mutantes
de levaduras que co-expresaran diferentes ceramidas sintasas de mamiferos a la vez para

analizar que efecto conjunto tienen mas alla de la actividad individual.
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MATERIALES Y METODOS

Estirpes de levaduras y condiciones de cultivo

Las estirpes de células de Saccharomyces cerevisiae empleadas se encontraban
previamente congeladas a -80°C en medio rico con 15% glicerol. Se descongelan en placas de
Petri con medio solido YPD. Para los medios liquidos se han empleado medio rico YPD o
medio pobre YP Glicerol /Etanol. La composicion del medio YP consiste en 1% extracto de
levadura, 2% peptona, 40 mg/l Adenina siendo suplementado con 2% glucosa en el medio rico
YPD o con 2% glicerol/ etanol en el medio pobre YPG/E. Todos los medios empleados se usan

tras su previa esterilizacion en autoclave (20 minutos, 121°C).

Tabla 2: Estirpes de Saccharomyces cerevisiae empleadas.

Estirpe Genotipo (fondo W303) Referencia
ALl his3-11,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1, ade2-1, Altman and
canl-100, GAL+, barl Kellogg, 1997
RL190 his4, leu2, ura3, lagl::HIS3, lacl::ADE2, Epstein et al.,
TDH3::GhLAG1::TRP1 2012
CERS1 ura3 leu2 lagl::HIS3 lacl::ADE2 trpl::TRP1- Hannich et al.,
GPD-CerS1-CYC 2019
ura3 leu2 lagl::HIS3 lacl::ADE2 trpl::TRP1- Hannich et al.,
CERS2
GPD-CerS2-CYC 2019
CERS3 ura3 leu2 lagl::HIS3 lacl::ADE2 trpl::TRP1- Hannich et al.,
GPD-CerS3-CYC 2019
ura3 leu2 lagl::HIS3 lacl::ADE2 trpl::TRP1- Hannich et al.,
CERS4
GPD-CerS4-CYC 2019

Medicion del tamario celular

Para la medicion del tamafio celular, las células se descongelaron en medio solido YPD-
Agar durante un dia a 25°C. Posteriormente se inocularon en medios liquidos YPD en tubos de
cultivo con 4 ml de medio y se dejaron crecer hasta el inicio de la fase exponencial en agitacion
(250 rpm), para un correcto aporte de O2, y a 25°C. Para asegurar que todas las células se

encontraban en la misma fase de crecimiento se llevaron a cabo mediciones de la DOgoo con un
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espectrofotometro (Beckman Coulter, DU730). Se diluian las células hasta 0.1 y se dejaban
crecer un tiempo de generacion (2 horas aproximadamente). En este punto, todos los cultivos
recogidos se encontraban en la fase exponencial de crecimiento, momento éptimo para medir

el tamafio celular y también recoger muestras para Western Blotting.

Para la medicion del tamafio celular, de manera previa se fijaban las células afiadiendo
100 pl de formaldehido 37% a 900 ul de cultivo de células, siendo la concentracion final de
formaldehido 3.7%. Tras 10 minutos de agitacion, se realizan dos lavados con buffer PBS +
0.02% Tween-20 + 0.04% azida de sodio. Seguidamente se les aplica tres pulsos de ultrasonido
con un sonicador (Branson Sonifier 250) para que las células se separen entre si y la medicion

se lleve a cabo correctamente.

La medicion del tamafio celular se realizd con un Coulter Counter Z2 y Z3 (Beckman
Coulter), que mide el volumen de las células en femtolitros (fL, eje x) asi como el porcentaje
de células que presentan dicho volumen (%, eje y). Para ello se vierten 200 ul de células en 20
ml de una solucion de NaCl 1%. El analisis estadistico se realizo a partir de cuatro medidas

independientes para cada muestra empleando el programa informatico Multisizer 3.

Western Blotting

Para que los resultados del western sean comparables entre si, es importante que los
cultivos de células de los que partimos tengan toda la misma concentracion, asi que se diluyen

en funcion de su DOsoo a una concentracion final de 0.2-0.3 aproximadamente.

Para la recoleccion de muestras se procede a centrifugar 1.6 ml de cultivo 20 segundos
(13.400 rpm), se retira el sobrenadante con vacio, se afiaden 250 ul de glass beads, se depositan

en nitrogeno liquido para una congelacion instantanea de las muestras y se almacenan a -80°C.

Cuando se tenian todas las muestras necesarias que se querian comparar, se procesaban
las muestras para prepararlas para electroforesis. Se afiade 140 pl de SB1X (65 mM Tris-HCI
pH 6.8, 3% SDS, 10% glicerol, 50 mM NaF, 100 mM RB-glicerolfosfato, 5% 2-mercaptoetanol,
2 mM Fluoruro de fenilmetilsulfonilo [PMSF] y azul de bromofenol) por muestra e

inmediatamente se lisan las células en un Multibeater-16 (Biospect) durante 2 minutos.

Tras el lisado, se centrifugan las muestras durante 10 segundos a 13400rpm. Después,
se hierven las muestras en un termobloque previamente calentado a 95°C durante 5 minutos y
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se vuelve a centrifugar 5 minutos a 13.400rpm. Luego, las muestras estan listas para ser

cargadas en un gel de acrilamida.

Se emplea un gel de acrilamida compuesto por un 12.5% de poliacrilamida y 0.13% de
bis-acrilamida. Se afiaden 20 ul de cada muestra en los pocillos y se corren a una corriente

constante y 20 mA por cada gel durante 2 horas y media aproximadamente.

De manera posterior a la electroforesis, los geles de acrilamida se transfieren a una
membrana de nitrocelulosa empleando Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad). Las
membranas se dividieron en dos mitades para incubar en diferentes anticuerpos. En primer

lugar, ambas se incubaron en diferentes buffers con leche para hacer el bloqueo:

e Para la mitad que se incuba con el anticuerpo T662 se bloquea con un buffer formado
por 1X TBS, 0.25 M NaCl, 0.1 Tween 20, complementado por leche en polvo 3%.

e Para la mitad que se incuba con el anticuerpo Ypkl se bloquea con un buffer formado
por 1X PBS, 0.25 M NaCl, 0.1% Tween 20, complementado con leche en polvo 3%.

Se bloquean durante 1 hora, luego se vierte la cantidad requerida de cada anticuerpo

correspondiente y se deja incubando a 4°C durante la noche:

e T662 anticuerpo primario monoclonal anti-fosfo-T662 para detectar la fosforilacion
diferencial de Ypk1/2 al 1:5000 en TBS-T 1X leche 3%.

e Ypkl anticuerpo primario monoclonal anti-Ypk1 (para detectar el nivel total de Ypk1)
al 1:5000 en PBS-T 1X leche 3%.

Posteriormente se realizan 3 lavados con el buffer correspondiente sin leche de cada una
de las membranas de nitrocelulosa y se incuban finalmente con el anticuerpo secundario
policlonal anti-rabbit conjugado a peroxidasa al 1:5000 en TBS o PBS segun el anticuerpo
primario empleado durante una hora a temperatura ambiente. Tras ello, el revelado se realiza
por quimioluminiscencia, empleando el kit de deteccion West Pico Signal (Pierce), las
imagenes se tomaron con el dispositivo (Chemidoc Imaging System, Bio-Rad). La
cuantificacién del resultado se realizé por Densiometria empleando el programa de analisis

ImageJ.
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