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Resumen

La enfermedad de Niemann Pick tipo C (NPC) es un trastorno de almacenamiento lisosomal
causado por mutaciones de pérdida de funcion en los genes NPC1 y NPC2, que codifican
proteinas lisosomales transportadoras de colesterol. El 95% de los pacientes presentan
mutaciones en NPC1, mientras que el resto tiene mutaciones en NPC2. A nivel celular, las
células NPC acumulan colesterol no esterificado y otros lipidos en los lisosomas. Los
sintomas clinicos varian considerablemente entre pacientes, donde no hay una clara
asociacion entre fenotipo y genotipo. Rapamicina se ha investigado como terapia
experimental para NPC, pero su eficacia es variable en modelos celulares humanos y
murinos. Estudios en ratones Npcl” con diferentes backgrounds genéticos presentan una
respuesta background genético-dependiente a rapamicina, en un caso aumentando la
sobrevida de los ratones, mientras que en otro background es toxica. Estos resultados
sugieren que existen variantes en genes moduladores de la respuesta a rapamicina. Con
el fin de identificarlos, se utilizd la levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo de
estudio, debido a que posee ortdlogos funcionales de NPC1 (NCR1) y de los complejos
blanco de rapamicina (TORC1 y TORC2). Se model6é la enfermedad en diferentes
backgrounds genéticos de S. cerevisiae utilizando U18666A, un inhibidor de NCR1, y en
combinacién con rapamicina se evaluaron parametros fisiol6gicos y celulares. Se identificd
a 0,25 nM como la menor concentracion de rapamicina que en combinacién de U18666A
tuvo un efecto diferencial en diversas cepas parentales, con respecto a uMax, un parametro
fisiol6gico que representa la capacidad reproductiva y sobre la frecuencia de los fenotipos
vacuolares de las cepas utilizadas. Estos efectos son congruentes con lo observado en
modelos murinos. Se realiz6 un estudio de ligamiento genético utilizando el parametro
uMax, para identificar potenciales genes moduladores de la respuesta a rapamicina. El
analisis identific6 un pico significativo en el cromosoma 13. Utilizando criterios de
priorizacion, se encontraron 9 genes candidatos, donde destacan AVO2 y STV1, que
codifican para una subunidad de TORC2 y del dominio vacuolar ATPasa VO,
respectivamente. Estos hallazgos representan un avance en el entendimiento de esta
enfermedad. En un futuro, los genes identificados como posibles moduladores de la
respuesta a rapamicina deben ser validados a través de estudios funcionales para avanzar

hacia una medicina de precisién en NPC.
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Abstract

Pharmacogenetic study in Saccharomyces cerevisiae: ldentification of modulator genes of

the response to Rapamycin in Niemann Pick type C disease.

Niemann-Pick type C (NPC) disease is a lysosomal storage disorder caused by loss of
function mutations in the NPC1 and NPC2 genes, which encode lysosomal cholesterol
transport proteins. 95% of patients have mutations in NPC1, while the remaining individuals
have mutations in NPC2. At the cellular level, NPC cells accumulate unesterified cholesterol
and other lipids in the lysosomes. Clinical symptoms vary considerably among patients, with
no clear association between phenotype and genotype. Rapamycin has been investigated
as an experimental therapy for NPC, but its effectiveness varies in human and murine cell
models. Studies in Npcl” mice with different genetic backgrounds show a genetic
background-dependent response to rapamycin, in one case increasing mouse survival,
while in another background it is toxic. These results suggest the presence of modulator
genes influencing the response to rapamycin. To identify these genes, Saccharomyces
cerevisiae yeast was used as a study model, due to its functional orthologs of NPC1 (NCR1)
and target of rapamycin complexes (TORC1 and TORC2). The disease was modeled in
different genetic backgrounds of S. cerevisiae using U18666A, an NCR1 inhibitor, and
physiological and cellular parameters were evaluated in combination with rapamycin. A
concentration of 0.25 nM of rapamycin was identified as the lowest concentration that had
a differential effect on various parental strains in combination with U18666A, with respect to
MMax, a physiological parameter that represents reproductive capacity and on the frequency
of vacuolar phenotypes of the strains used. These effects are consistent with those observed
in murine models. A genetic linkage study using the pMax parameter was conducted to
identify potential modulator genes of the response to rapamycin. The analysis identified a
significant peak on chromosome 13. Using prioritization criteria, 9 candidate genes were
found, with AVO2 and STV1 standing out, which encode a subunit of TORC2 and the
vacuolar ATPase VO domain, respectively. These findings represent progress in
understanding this disease. In the future, the genes identified as potential modulators of the
response to rapamycin should be validated through functional studies to advance towards

precision medicine in NPC.

VI



Introduccién

Trastornos de almacenamiento lisosomal

Los trastornos de almacenamiento lisosomal (LSD, por su sigla en inglés; Lysosomal
Storage Disorder) son causados por mutaciones en genes que codifican proteinas
lisosomales, incluyendo, hidrolasas &cidas solubles, proteinas integrales de membrana,
transportadores de lipidos e iones, moduladores de enzimas, activadores o bien proteinas
no lisosomales que son cruciales para la funcién de este organelo (Platt et al., 2018). Estas
mutaciones afectan el procesamiento y degradacion de sustratos, lo que disminuye el
transporte de lipidos y otros metabolitos, provocando la acumulaciéon progresiva de
macromoléculas no degradadas o parcialmente degradadas dentro de los lisosomas
(Parenti et al., 2015; Platt et al., 2018). Existen mas de 70 enfermedades en la familia de
las LSDs (Platt et al., 2018).

Niemann Pick tipo C como LSD

La enfermedad de Niemann Pick tipo C (NPC) pertenece al grupo de las LSD. Se
caracteriza por la acumulacién de colesterol no esterificado derivado de lipoproteinas de
baja densidad (LDL, por su sigla en inglés; Low Density Lipoproteins), ademas de
esfingomielina, glucosilceramida y esfingosina (Lloyd-Evans et al., 2008; te Vruchte et al.,
2004). Esta acumulacion intralisosomal conduce a una mala degradacion de proteinas,
disfunciéon mitocondrial, estrés oxidativo, alteraciones del citoesqueleto y muerte celular
(Amritraj et al., 2013; Ba et al., 2017; Bu et al., 2002; Garvera et al., 2002; Hoglinger et al.,
2019; Klein et al., 2011).

Se estima que la enfermedad de NPC afecta a 1:100.000 nacidos vivos y los principales
organos afectados son el cerebro, el bazo, higado y los pulmones (Vazquez et al., 2012).
Se hereda de forma monogénica, con un patrén de herencia autosémica recesiva debido a
mutaciones de pérdida de funcion en los genes NPC1y NPC2 (Berger et al., 2005; Vazquez
et al., 2012).



El 95% de los casos se deben a mutaciones en NPC1 mientras que el 5% restantes en
NPC2 (Berger et al., 2005). El gen NPC1 se encuentra en el cromosoma 18g11-q12, abarca
56 kb y contiene 25 exones (Gen ID: 4864), y NPC2 esta ubicado en el cromosoma 14q24.3,
abarca 13,5 kb y tiene 5 exones (Gen ID: 10577). NPC1 y NPC2 codifican respectivamente
para proteinas con los mismos nombres, las cuales participan en la salida de colesterol de

los lisosomas (Ko et al., 1999; Ohgami et al., 2004).

NPC1 es una proteina lisosomal con 13 dominios transmembrana (TMD, por su sigla en
inglés; Transmembrane Domain) que se localiza en la membrana lisosomal. Por otro lado,
NPC2 es una proteina lisosomal soluble que posee un dominio de union a esteroles, el cual
interactia con colesterol y otros lipidos, para transferilos a NPC1l. NPC1 posee
subdominios orientados hacia el lumen (NTD; por su sigla en inglés; N-terminal Lumenal
Domain). Sus TMD forman un dominio de unién a esteroles (SSD, por su sigla en inglés;
Sterol Sensing Domain), un dominio luminal medio (MLD, por su sigla en inglés; Middle
Luminal Domain) que se une a NPC2, y el dominio C-terminal (CTD, por su sigla en inglés;
N-terminal Lumenal Domain) que interactia con MLD para ayudar en la transferencia de
colesterol y otros lipidos de NPC2 a NPC1 (Li et al., 2016; Lloyd-Evans et al., 2008; Winkler
et al., 2022).

Ambas proteinas median la integracién de esteroles en la membrana lisosomal, para su
posterior redistribucion a otras membranas celulares (Figura 1) (Infante et al., 2008; Winkler
et al., 2022).
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Figura 1. Modelo de transferencia de colesterol y esfingolipidos derivado de LDL a la
membrana lisosomal mediada por NPC1y NPC2. La lipasa acida lisosomal cataboliza los esteres
de colesterol (Col. Ester.) derivados de las LDL. Posteriormente, el colesterol libre se une a NPC2 y
es transferido a NPC1. Esta ultima media la salida de colesterol, para ser redistribuido a otras
membranas celulares, como el reticulo endoplasmético (RE). Figura modificada de Infante y

colaboradores (Infante et al., 2008).

Esta acumulacion anormal de colesterol tiene distintos efectos sobre los lisosomas, tales
como su agrandamiento y disgregacion, esto tiene como efecto la disfuncién de este
organelo, lo cual puede ser detectado con la tincién con lysotracker (sonda fluorescente
que se une a lisosomas) (Figura 2) (Cermak et al., 2016; Yafiez et al., 2020; Zhitomirsky
et al., 2018).



Lysotracker

Figura 2. Incremento en la tincién con Lysotracker en fibroblastos NPC humanos. Las células
NPC muestran un aumento en la intensidad de la marca con Lysotracker y los organelos positivos
para esta tincion se distribuyen a lo largo de toda la célula, con la excepcion del ndcleo. Las células

sanas (WT) muestran la tincion untiforme caracteristica de los organelos acidos (Yafiez et al., 2020).

La enfermedad de NPC se caracteriza por una amplia variedad de sintomas viscerales,
neuroldégicos y psiquiatricos, pueden presentarse de maneras muy diversas entre pacientes
(Lee et al., 2016). Estos sintomas varian desde una forma neonatal de progresion rapida
hasta una condicion neurodegenerativa cronica de inicio en la edad adulta (Bianconi et al.,
2019). Debido a esta variacion, la esperanza de vida de los pacientes puede oscilar desde
unos pocos dias, hasta mas de 60 afos, aunque la mayoria de los pacientes sobrevive

entre los 10y los 25 afios (Bianconi et al., 2019).

En las formas infantiles de la enfermedad (menores de 4 afios), algunos pacientes
desarrollan una disfuncién hepética severa, en conjunto con complicaciones pulmonares,
que pueden llevar a una muerte precoz (Klein et al., 2018; Mengel et al., 2017). En las
formas juveniles de la enfermedad (entre 4 y 16 afios), predominan los sintomas
neuroldgicos; mientras que en las formas adultas (mayores de 16 afios) predominan los
sintomas psiquiatricos (Mengel et al., 2017). Aproximadamente el 50% de los pacientes
padecen colestasis neonatal, ictericia y agrandamiento del higado y/o bazo. De ellos,
aproximadamente el 10% muere por insuficiencia hepatica, antes de cumplir los 6 meses
de edad (Klein et al., 2018). La Figura 3 detalla los sintomas de cada forma de NPC de

acuerdo con la edad de aparicién de los sintomas.
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Figura 3. Variabilidad fenotipica en NPC. Las manifestaciones clinicas de NPC varian de acuerdo
a la edad de aparicion de los sintomas. De manera genérica, se agrupan en sintomas viscerales,
neurolégicos y psiquiatricos. Es importante destacar que existe variabilidad fenotipica dentro de cada

subtipo. Figura modificada de Vanier y colaboradores (Vanier, 2010).

Se han identificado mas de 250 mutaciones en NPC1 y 20 en NPC2, las que podrian
contribuir a la amplia variedad de sintomas y de progresiones que presentan los pacientes
con NPC (Alavi etal.,, 2013; Garver et al.,, 2010). Sin embargo, las asociaciones entre
genotipo y fenotipo son pobres o inexistentes (Mengel et al., 2017). Es més, se ha descrito
el caso de hermanos con la misma mutacién y variabilidad fenotipica (Lee et al., 2016;
Maubert et al., 2015; Walterfang et al., 2009).

Los niveles de fluorescencia de Lysotracker en fibroblastos dérmicos han sido un parametro
que se correlaciona con la severidad de NPC (Figura 4), donde a mayor es su nivel, menor
es la edad de inicio de los sintomas y por tanto existe una menor esperanza de vida (Baxter
et al., 2022).
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Figura 4. Lysotracker como biomarcador de la edad de inicio de los sintomas en NPC. Los
niveles de lysotracker se correlacionan inversamente con la edad de inicio de los sintomas de NPC
y a su vez, se encuentra directamente relacionado con la severidad de la enfermedad (Baxter et al.,
2022).

A pesar de la gran variabilidad de presentaciones clinicas, se han propuesto enfoques
terapéuticos Unicos. En este sentido, en este proyecto buscamos cambiar este paradigma,
de manera que cada paciente o grupo de pacientes reciba intervenciones a medida, en
funcion de su propia biologia, lo que se conoce como la medicina de precision y

farmacogendmica (Kosorok & Laber, 2019).

Métodos de Diagndstico de NPC

El diagnostico de NPC se realiza mediante la combinacion de estudios bioquimicos y
genéticos. Se utiliza la medicion de tres marcadores bioquimicos: oxiesteroles (productos
de oxidacion del colesterol), lisoesfingomielina 509 y lisoesfingomielina. Estos marcadores
se encuentran elevados en el plasma de pacientes con NPC, pero para confirmar el
diagnostico, se requiere de analisis genéticos y/o una prueba de filipina (sonda fluorescente
gue se une a esteroles libres) en fibroblastos dérmicos, lo que permite observar
directamente la acumulacién intracelular de colesterol no esterificado (Figura 5)
(Geberhiwot et al., 2018; Klein et al., 2014).



Filipina Filipina

Figura 5. Tincién de Filipina como método de diagndstico de NPC. Las células NPC muestran
un aumento en la marca perinuclear de filipina, debido a los mayores niveles de colesterol en los

lisosomas, con respecto a células sanas (WT) (Klein et al., 2014).

El papel central de la proteina TOR en la supervivencia celular

La proteina TOR (blanco de Rapamicina, por su sigla en inglés; Target of Rapamycin) es
altamente conservada en la evolucion y forma parte de diferentes complejos con un papel
importante en la adaptacién de las células a su entorno. Estos complejos integran sefiales
extracelulares e intrinsecas para regular los procesos que controlan el crecimiento celular,
mediante su actividad como quinasa (Tatebe & Shiozaki, 2017). Ademas, participan en la
adaptacion de las células a su entorno, al vincular sefiales extracelulares e intrinsecas a los

principales procesos celulares que regulan su crecimiento (Yerlikaya et al., 2016).

Se ha descubierto que la proteina TOR esta implicada en diversas patologias, tales como
diabetes, trastornos neurodegenerativos, cancer y obesidad (Tatebe & Shiozaki, 2017).
Para el tratamiento de éstas, se ha utilizado rapamicina (Rapa), un inhibidor de la actividad
de TOR (Loewith & Hall, 2011).

TOR se encuentra en dos complejos multiproteicos, funcional y estructuralmente distintos,
denominados complejo TOR 1 (TORC1) y complejo TOR 2 (TORCZ2) (Hosios et al., 2022).

TORC1 en mamiferos (MTORC1), estd compuesto por Raptor, proteina asociada a la
regulacion de mTOR, al igual que el sustrato de Akt rico en prolina de 40 kDa (PRAS40, por
su sigla en inglés; Proline-rich Akt Substrate Of 40 kDa). Por otro lado, TORC2 en
mamiferos (INMTORC2), se encuentra compuesto por Rictor, que interactiia con mSinly con
Protors 1y 2 (Protor 1/2). Estas subunidades se encargan de regular la activacién de su
respectivo complejo, mediante la interaccion entre ellas y otras proteinas blanco. Ambos

complejos, comparten mTOR como subunidad catalitica, asi como mLST8y la proteina que
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contiene el dominio DEP (DEPTOR, por su sigla en inglés; DEP domain-containing mTOR-
interacting protein), que estan asociados con la degradacion y activacion de mTOR, como

se muestra en la Figura 6 (Facchinetti et al., 2008; Luo et al., 2018).

MTORCL1 integra sefiales de factores de crecimiento, oxigeno, niveles de energia y
nutrientes, tal como aminodacidos, necesarios para estimular el crecimiento y la proliferacion
celular. Esto mediante la activacion de procesos anabdlicos, como la sintesis de proteinas,
lipidos (4cidos grasos y esteroles) y nucleétidos, asi como también la estimulacion del
metabolismo energético, promoviendo procesos como la glucdlisis y glutamindlisis.
Asimismo, inhibe procesos catabolicos como la autofagia (Figura 6) (Hosios et al., 2022;
Luo et al., 2018).

Por otro lado, mMTORC2 responde a factores de crecimiento y regula la organizacion del
citoesqueleto y la supervivencia celular, a través de la induccion del metabolismo de lipidos
y de la glucosa por vias independientes a mMTORCL1 (Figura 6) (Facchinetti et al., 2008; Luo
et al., 2018).

Ademas, mTORC1 y mTORC?2 difieren en su respuesta a Rapa. Este farmaco inhibe
directamente mTORCL1 a través de un mecanismo alostérico mediado por la proteina de
union a FK506 de 12 kDa (FKBP12, por su sigla en inglés; FK506-Binding Protein 12), que
actla como cofactor y posibilita la inhibicion de mTORC1 (Jacinto et al., 2004; Marz et al.,
2013). En cambio, mTORC2 solo responde a tratamientos crénicos con Rapa (Figura 6).
Se ha propuesto que Rapa inhibe el ensamblaje de mMTORC2, ya que requiere FKBP12, el
cual es secuestrado por Rapa, aunque el mecanismo no se encuentra completamente
dilucidado (Schreiber et al., 2015).



Glucosa Aminoacidos Tratamiento crénico

Oxigeno 1 / Energia con Rapamicina
\/ 777777777777777 - \/ Factores de crecimiento o —————— - \/
- ( \ Insulina  —__ \
Rapamicina-FKBP | > — | mLST8 DEPTOR

| (@mLsT® — DEPTOR) | " ! mTOR |
! m |

: VMR, (4 - : : Rictor » — :

aptor aHen. |

: PRAS40)) | : o) !

\ mTORC1 ! \_ mTORC2 U

Autofagia “ Sintesis de proteinas Metabolismo de “ Metabolismo de
Lipidos Regulacion la Glucosa

Sintesis de lipidos / nucleétidos -
L | L citoesqueleto de actina |

1 X}

Crecimiento Proliferacion y
supervivencia celular

Figura 6. Principales componentes moleculares, sefiales detectadas y procesos regulados
por mMTORC1 y mTORC2. Los complejo mMTORC1 y mTORC2 detectan sefales extracelulares e
intrinsecas. MTORC1 detecta niveles de oxigeno, glucosa, aminoacidos, energia y factores de
crecimiento (insulina). Por otro lado, mMTORC2 Unicamente detecta factores de crecimiento (insulina).
Estos complejos gatillan diversos procesos para regular el crecimiento, proliferacion y supervivencia
celular. mMTORCL1 inhibe la autofagia y regula la sintesis de lipidos, nucleétidos y proteinas. mMTORC2
regula el citoesqueleto de actina y el metabolismo de lipidos y glucosa. En cuanto a las condiciones
de inhibicién por parte de Rapa, mTORCL1 es inhibido directamente por el complejo Rapa-FKBP,
mientras que mTORC2 es inhibido por el tratamiento crénico con Rapa, por un mecanismo no

dilucidado Figura modificada de Luo y colaboradores (Luo et al., 2018).

Resultados contradictorios en el uso de Rapa como tratamiento de NPC

Rapa es un farmaco aprobado por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA,
por su sigla en inglés; Food and Drug Administration). Esta droga ademas de activar la

autofagia posee propiedades inmunosupresoras (Kuo et al., 1992).

Diversos estudios han explorado el efecto terapéutico de Rapa en la enfermedad de NPC.
Uno de ellos examind su efecto sobre los niveles de colesterol en fibroblastos dérmicos
humanos derivados de pacientes NPC. La induccion de la autofagia con Rapa aumenté la
acumulacién de colesterol, lo que sugiere que la inhibicién de la autofagia es una alternativa
terapéutica para la enfermedad (Elrick et al., 2012). Sin embargo, en otro estudio evalud el
efecto de Rapa en la apoptosis en cultivos neuronales derivados de células madre
pluripotentes inducidas de pacientes con NPC. Al tratar estas células con Rapa, éstas

incrementaron su viabilidad, por lo tanto, contrario al caso anterior, se sugiere que la



estimulacion de la autofagia con Rapa puede ser una estrategia terapéutica para NPC
(Maetzel et al., 2014).

Finalmente, estudios realizados en nuestro laboratorio utilizando modelos murinos de la
enfermedad de NPC en los backgrounds FVB y C57BL/6J han demostrado una gran
variabilidad en la respuesta a Rapa. A pesar de que los ratones comparten la misma
mutacion en Npcl, Rapa ejerce efectos opuestos que son background genético-
dependiente con respeto a su condicion Mock, control donde solo es administrado el
disolvente utilizado y observar el efecto neto de la droga, en este caso para Rapa su
disolvente fue dimetilsulfoxido. Los ratones NPC-C57BL6/J tratados con Rapa logran
duplicar su sobrevida, alcanzando aproximadamente 60 dias en comparacion a los tratados
con Mock donde sobreviven cerca de 30 dias. En cambio, para los ratones NPC-FVB, Rapa
es toxica, por lo que mueren antes, sobreviviendo alrededor de 65 dias en comparacion a
su Mock los cuales sobreviven aproximadamente 80 dias (Figura 7) (Calderon & Klein,
2018).

Estos resultados contradictorios sugieren la existencia de variantes genéticas presentes en
genes moduladores de la respuesta a Rapa. Estos corresponden a locus capaces de alterar
el fenotipo normalmente asociados a otros locus, los que pueden estar alejados entre si,
puede deberse a interacciones directas al proceso bioldgico alterado y/o su compensacion
funcional a través de vias alternativas (Hamilton & Yu, 2012; Rahit & Tarailo-Graovac, 2020;
Riordan & Nadeau, 2017).
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Figura 7. Efecto diferencial de Rapa en ratones con NPC de distintos backgrounds genéticos.
Curvas de sobrevida de Kaplan-Meier en dias (d), de ratones Npc1, en los backgrounds C57BL6/J
(C57) (A) y FVB/J (B), inyectados con Mock (lineas continuas) o Rapamicina (Rapa; 10 mg/kg)
(lineas discontinuas). Las diferencias significativas entre las curvas de supervivencia se
determinaron mediante analisis de Log-rank (Mantel-Cox). Los valores se consideraron

significativamente diferentes cuando p < 0,05 (Calderén & Klein, 2018).

La droga U18666A en el modelamiento de NPC

La droga lisotrépica U18666A (U18), corresponde a una amina anfipatica que inhibe la
actividad transportadora de lipidos de NPC1, convirtiéndola en una herramienta
farmacoldgica versatil y ampliamente utilizada para modelar NPC (Higgins et al., 1999;
Karten et al., 2003; Pacheco et al., 2007). Esta droga actia mediante su unién directa a
SSD de NPC1 (Lu et al., 2015). Desde los afios 80, esta droga ha sido utilizada en modelos
murinos para el estudio de cataratas, debido a que el colesterol es el mayor componente
lipidico del cristalino (Cenedella, 1983; Rintoul et al., 1987).

Ademas, se ha utilizado ampliamente para modelar NPC en modelos celulares, incluso en
estudios farmacoldgicos, tales como, en modelos de fibroblastos, cultivos neuronales, entre
otros (Amritraj et al., 2013; Contreras et al., 2016; Roff et al., 1991; Wheeler et al., 2019).
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Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio de NPC

La levadura Saccharomyces cerevisiae, es un poderoso modelo de estudio, debido a su
genoma simple y una gama de herramientas genéticas que se le pueden aplicar con mayor
rapidez y facilidad con respecto a otros modelos mas complejos, tales como el mapeo
genético por ligamiento (Cervelli & Galli, 2021). Ademas, ya ha contribuido al entendimiento
de patologias humanas, como diferentes tipos de cancer, enfermedades
neurodegenerativas y desordenes mitocondriales (Krobitsch & Lindquist, 1999; Pearce &
Sherman, 1998; Stirling et al., 2011).

Es un modelo validado para el estudio de NPC, dado que posee ortélogos con las proteinas
humanas NPC1 (NCR1) y NPC2. La proteina NCR1 presenta una identidad de secuencia
del 33% con la proteina humana y conserva la mayor parte de los residuos asociados con
su papel funcional en las regiones correspondientes (Berger et al., 2005; Zhang et al.,
2004). NPC1 y NCR1 son ortdlogos funcionales e intercambiables (Tsuji et al., 2017;
Winkler et al., 2019). Es posible rescatar el fenotipo de S. cerevisiae ANCR1 con NPC1
(Berger et al., 2005), asi como el fenotipo de células de mamiferos ANPC1 con NCR1
(Malathi et al., 2004; Winkler et al., 2019), lo que muestra que su funcion se encuentra
conservada a lo largo de la evolucion (Figura 8) (Cruz et al.,, 2000; Higalri et al., 2001;
Winkler et al., 2019).
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Figura 8. Movimiento lisosomal/vacuolar de esteroles en células humanas y S. cerevisiae,
respectivamente. Las flechas indican el movimiento de esteroles en humanos (izquierda) y en S.
cerevisiae (derecha). La integracién de los esteroles a la membrana de los organelos acidos
(lisosomas en humanos y vacuolas en S. cerevisiae) se lleva a cabo en el lumen mediante el sistema
NPC. Los esteroles son captados por el dominio de unién a esteroles de NPC2 y transportados hacia
el dominio luminal medio de NPC1 o NCR1, segln sea el modelo, incorporandolos a su membrana
desde donde se pueden redistribuir a otras mediante transporte vesicular, no vesicular, o a través de

sitios de contacto entre membranas. Figura modificada de Winkler y colaboradores (Winkler et al.,
2022).

Por otra parte, el tratamiento de S. cerevisiae con U18 resulta en la acumulacion de
ergosterol, el equivalente del colesterol en levaduras, a través de su interaccion con NCR1,
reproduciendo un fenotipo similar a NPC en mamiferos (Hoglinger et al., 2019; Long et al.,
2019; Lu etal., 2015; Proszynski et al., 2005). Ademas, S. cerevisiae posee grandes
vacuolas (Figura 9), que corresponden al simil del lisosoma humano, debido a que cumple
sus mismas funciones, lo que facilita su estudio en un contexto de LSD (Frankl et al., 2015;
Li & Kane, 2009).
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Figura 9. Micrografia electronica de una célula de S. cerevisiae. La vacuola (V) ocupa un gran
volumen celular. CW: pared celular; N: nucleo; IB: Cuerpos de inclusion; IBM: Cuerpos de inclusion

con membrana; L: gotitas de lipidos. Barra de escala 0,5 um (Frankl et al., 2015).

Adicionalmente, los complejos TORC1 y TORC?2, y los procesos regulados por éstos, se
encuentran conservados entre S. cerevisiae y mamiferos (Powers, 2007; Tatebe &
Shiozaki, 2017), razén por la cual este modelo ha desempefiado un papel destacado tanto
en el descubrimiento de TOR como en la elucidacion de su funcién y el estudio de los
efectos de Rapa (Brown et al., 1994; Sabatini et al., 1994). Asi, es posible que en diferentes
backgrounds genéticos de S. cerevisiae con fenotipo similar a NPC, se pueda encontrar un
efecto diferencial del tratamiento con Rapa, tal como en modelos murinos (Figura 7). En S.
cerevisiae se puede realizar analisis de mapeo genético (Storey et al., 2005), el cual es
facilitado por la existencia de segregantes de diferentes cruces entre cepas que se
encuentran genotipificadas, lo que permite realizar estudios de ligamiento para la
identificacion de genes moduladores en un tiempo menor en comparacion a otros modelos
(Cubillos et al., 2011, 2017).

En esta memoria buscamos identificar genes moduladores del efecto de Rapa en un
contexto de NPC. Se tomaron como referencia resultados previos publicados donde se
demostré que dos cepas de ratones con NPC mostraron una respuesta diferencial a Rapa
(Figura 7) con el fin de replicarlos en S. cerevisiae. Para estudiar el efecto contradictorio de
la molécula y potencialmente descubrir combinaciones de genes moduladores de esta
respuesta a través de analisis de ligamiento genético.
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Hipoétesis

Existe un efecto diferencial del tratamiento con Rapa sobre fenotipos vacuolares y
parametros de crecimiento en diferentes cepas parentales de S. cerevisiae con fenotipo

similar a NPC, el cual est4 determinado por uno o mas genes moduladores.

Objetivo General

Caracterizar el efecto de Rapa sobre fenotipos vacuolares y parametros de crecimiento
celular e identificar los genes que podrian modificar estos efectos en S. cerevisiae con

fenotipo tipo NPC de distintos backgrounds genéticos.

Objetivos Especificos

1.- Determinar la concentracion minima de Rapa donde cepas parentales de S. cerevisiae

tratadas con U18 poseen un efecto diferencial sobre parametros de crecimiento.

2.- Evaluar los fenotipos vacuolares de cepas parentales de S. cerevisiae tratadas y no

tratadas con U18 y/o Rapa.

3.- Identificar genes moduladores de la respuesta del tratamiento con Rapa en cepas

parentales de S. cerevisiae tratadas con U18.
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Metodologia

Cepas parentales de S. cerevisiae

Se utilizaron las cepas parentales haploides de S. cerevisiae aisladas de diferentes nichos
ecoldgicos y ubicaciones geogréficas, de distintos backgrounds genéticos: Y12 (llamada
Sake, “SA”), YPS128 (llamada North American, “NA”), DBVPG6044 (llamado West African,
“WA”) y DBVPG6765 (llamada Wine/European, “WE”), pertenecientes al panel de S.
cerevisiae SGRP-4X. Estas cepas poseen divergencia genética (Figura 10).
Adicionalmente, se utilizaron versiones haploides estables (ho::HygMX, ura3::KanMX),

derivadas de cepas parentales de tipo silvestre (Cubillos et al., 2009).

YPS128 DBVPG6765
(NA) (WE)
, 5.1%
Y12
(SA)

DBVPG6044  0.001
(WA)

35%

Figura 10. Arbol filogenético de union de vecinos de las cepas de S. cerevisiae utilizadas en
este estudio. Las cepas WA, SA, NA y WE muestran diferentes grados de divergencia genética,

basados en sus secuencias genémicas. (Cubillos et al., 2013; Liti et al., 2009; Warringer et al., 2011).

Se utilizaron S. cerevisiae recombinantes generadas previamente por el Dr. Francisco
Cubillos, a través de cruces entre cepas haploides con tipos de apareamiento opuestos
(Mat a y Mat a), en medio agar con extracto de levadura, peptona y dextrosa (YPDA)
(Cubillos et al., 2009).

Ademas, se utilizé un panel de S. cerevisiae que consta de 96 cepas segregantes del cruce

entre las cepas WA y WE (WA x WE). Estas se encuentran genotipificadas por
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polimorfismos de variante Unico (SNV, por su sigla en inglés; Single Nucleotype
Polymorphisms) con 171 marcadores, ubicados cada 70 kb aproximadamente. El
genotipificado cubre el 88,9% del genoma utilizando la cepa S288c como referencia. Las
Unicas regiones del genoma que presentan una baja cobertura son las subteloméricas dado

que contienen zonas de ADN repetitivas (Cubillos et al., 2011).

Obtencion de Curvas de Crecimiento

Tanto las cepas parentales como las segregantes, se precultivaron en 200 ul de medio de
cultivo minimo para el crecimiento de levaduras (YNB), durante 48 horas a 28°C, sin
agitacion. Posteriormente, las cepas se inocularon en 200 ul de YNB y se incubaron a 28°C
durante 48 horas sin agitacion en un lector de microplacas Tecan Sunrise, donde la
densidad 6ptica fue medida cada 30 minutos a 620 nm (ODs20). Cada experimento se realizé

en triplicado.

A partir de las curvas de crecimiento, se determinaron diversos pardmetros utilizando el
software GrowthRates. Estos parametros incluyen pMax, que es la tasa de crecimiento
maxima especifica y representa la capacidad reproductiva de las células (pendiente de la
recta en la fase exponencial de crecimiento); ODmax (ODs2 maximo alcanzado), lo que
indica el nivel maximo de saturacién durante la fase estacionaria; y Lag Time, que es el
tiempo inicial necesario para que las células se adapten al medio y entren en la fase

exponencial (Hall et al., 2014).

Para evaluar el efecto de U18 y/o Rapa sobre el crecimiento de las cepas, se obtuvieron
curvas de crecimiento tanto en ausencia como en presencia de U18 a 200 pg/ml disuelto
en etanol 70%, condicién previamente estandarizada en nuestro laboratorio. Esta fue la
menor concentracion de U18 en que se observaron efectos diferenciales significativos entre
las cepas parentales. Asimismo, se evaluo el efecto de Rapa a diferentes concentraciones,
disueltas en etanol / tween-20 (90% / 10%), asi como sus combinaciones con U18. Ademas,
se incluyd una condicion control donde las cepas fueron tratadas con el equivalente de los

disolventes de cada droga utilizada (condicion Mock).
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Marcacion con FM4-64 y Microscopia Confocal

Las cepas parentales se cultivaron en medio rico para el crecimiento de levaduras (YPD),
conteniendo U18 y/o Rapa y como control, solo YPD; las que se incubaron con FM4-64
(sonda lipofilica especifica para membranas vacuolares, excitacion y emision a 515-640
nm) a 3 uM (Seeley et al., 2002; Suzuki et al., 2012), esta sonda nos entrega informacion
equivalente a la entregada por lysotracker ya que permite visualizar las vacuolas presentes
en las células y determinar su grado de disgregacién (dado por el nUmero de vacuolas por

célula). Los cultivos se mantuvieron en agitacion constante a 28°C por 24 horas.

Los fenotipos vacuolares A, B y C fueron evaluados mediante microscopia confocal,
siguiendo los criterios definidos por Seeley y colaboradores (Figura 11). El fenotipo A con
la menor disgregacion vacuolar, predominante en condiciones normales, se define para
células que poseen hasta 2 vacuolas. Las células con fenotipo B poseen 3 0 mas vacuolas
claramente identificables. Las células con fenotipo C poseen vacuolas disgregadas que son
dificil de cuantificar en términos de nimeros. Este es el fenotipo predominante en células
NPC o tratadas con U18. Para la cuantificacién de cada fenotipo en las micrografias se

utilizé el software ImageJ.

Figura 11. Morfologia de los fenotipos vacuolares A, B y C en células de S. cerevisiae. Las
células con fenotipo vacuolar A se caracterizan por tener 1 o 2 vacuolas en su citoplasma. Las células
con fenotipo B tienen 3 0 mas vacuolas. Las células con fenotipo C se dificulta la determinacion del

namero de vacuolas, debido a una alta disgregacion de éstas (Seeley et al., 2002).
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Tincién de Filipinay Microscopia de Fluorescencia

Para evaluar la acumulacién de ergosterol se cultivaron las cepas parentales en medio
YPD, en presencia de U18 y/o Rapa, ademas de YPD sin drogas como control. Los cultivos
se mantuvieron en agitacion constante a 28°C por 24 horas. Posteriormente, cada cultivo
fue incubado por 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad con filipina (sonda
fluorescente que se une a ergosterol, excitacion a 340-380 nm y emision a 385-470 nm) a
2,14 mM. El presente protocolo fue adaptado a partir del utilizado por Brett y colaboradores
(Brett et al., 2011).

La intensidad de fluorescencia fue representada por la fluorescencia celular total corregida
(CTCF, por su sigla en inglés; Corrected Total Cell Fluorescence). CTCF se cuantificé
utilizando el software ImageJ, que proporciond los parametros necesarios para determinarla
a partir de las micrografias obtenidas, por lo que la fluorescencia fue determinada
indirectamente. En cada micrografia, se midieron todas las células y areas sin éstas para

posterior correccion de la fluorescencia por célula.

De las lecturas fue obtenida la densidad integral (DI), la cual representa la intensidad de
fluorescencia celular sin corregir, el area celular (AC) y la fluorescencia por unidad de area
media (FAMLF), la que corresponde al promedio de las mediciones obtenidas por cada
lectura de fondo en cada micrografia. Estos parametros son importantes para la obtencion

de CTCF, la que fue determinada con la siguiente formula:
CTCF = DI — (AC x FAMLF)

CTCF permite una mejor comparacion de los niveles de ergosterol en cada caso de estudio,

gracias a la correccion de la intensidad de fluorescencia neta obtenida.

Mapeo cuantitativo de locus de rasgos a través de ligamiento genético

Los mapeos de rasgos cuantitativos de locus (QTL, por su sigla en inglés; Quantitative Trait
Loci), fueron realizados en funcién de los siguientes fenotipos: los valores de pMax de la
condicion Rapa y la combinacién de Rapa con U18, normalizados por los pMax de la
condicion Mock y U18, respectivamente, obtenidos de las curvas de crecimiento de las 96

segregantes del cruce WA x WE, proceso mostrado en la Figura 12.
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Figura 12. Mapeo de QTL utilizando un panel de S. cerevisiae. Dos cepas parentales con
fenotipos divergentes es A (verde) y B (azul), son seleccionadas para cruzarse y generar un hibrido
F1. La esporulacion de este hibrido se origina en una poblacién recombinante, en la que se puede
fenotipificar varios rasgos, como curvas de crecimiento y utilizarse para generar un mapeo de QTL
a través de herramientas bioinforméticas. En el caso de esta memoria, se utilizé un panel de
segregantes que ya se encuentra secuenciado. Figura modificada de Thompson y Cubillos
(Thompson & Cubillos, 2017).

El mapeo se llevd a cabo con el software R/gtl (Cubillos et al., 2011). Se calcularon las
puntuaciones de LOD utilizando un modelo no paramétrico y la significancia de cada regién
se determind a partir de permutaciones. Para ello los valores del fenotipo se permutaron
1000 vecesy se registro la puntuaciéon maxima de LOD. Cada QTL se considera significativo
si su puntuacién LOD es mayor de 0,05. El porcentaje de varianza fenotipica para un QTL

fue calculado con la siguiente formula, donde n representa el tamafio de la muestra:

Porcentaje de varianza fenotipica = 100 (1 - [10] ” (((- 2LOD)/n)))

Analisis y seleccion de potenciales genes moduladores de la respuesta a Rapa

Se identificaron los genes ubicados 40 kb rio arriba y rio abajo de los picos significativos de
mapeo de QTL, utilizando los datos de www.ensembl.org. Se priorizaron aquellos con
ortélogos humanos utilizando la Saccharomyces Genome Database. Los potenciales
efectos de las variantes en cada gen de las cepas parentales WA, SA, NA y WE se
determinaron mediante el software SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) con respecto al
genoma de referencia de S. cerevisiae S288c. Esto permiti6 comparar las variantes
presentes en cada cepa y determinar su posible relacioén con el fenotipo estudiado (Ng &
Henikoff, 2001).
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Posteriormente, se seleccionaron los genes cuyos ortdlogos de ratdn presentaban variantes
no sindnimas entre las cepas C57BL6/J y FVB/NJ, dado que son las cepas donde se detecto
la respuesta diferencial a Rapa en NPC con anterioridad (Figura 7). De esta manera se
aumenta la probabilidad de que los genes identificados puedan modular esta respuesta.
Para ello, estas variantes fueron determinadas con el software SIFT y en Mouse Phenome
Database con la herramienta GenomeMUSter Search (Grubb et al., 2004). Esto permitié
relacionar las variantes identificadas, para comparar sus efectos en cada modelo y facilitar
su escalamiento a pacientes humanos. Cabe destacar que, entre ratones y humanos, sus

ortélogos poseen un alto porcentaje de identidad, en comparacion con S. cerevisiae.

Analisis Estadisticos

En este estudio se analizaron variables dependientes e independientes categoricas y
cuantitativas. Las variables dependientes fueron: porcentajes de fenotipo vacuolar
(cualitativa nominal), pMax (cuantitativa continua). Mientras las variables independientes
fueron: cepas de S. cerevisiae (cualitativa nominal), U18 y Rapa (cualitativa dicotémica). Se
realizo una estadistica de centralizacion y dispersion para las variables continuas a través
del software Microsoft Excel, mientras que para las variables cualitativas una estadistica de
frecuencia. La realizacion de las distintas pruebas estadisticas y calculo de valor p de

significancia estadistica fue realizado con el software GraphPad Prism 9.1.1.

Se seleccionaron pruebas estadisticas en funciéon de la naturaleza de las variables
analizadas, asi como el nimero de datos obtenidos y si cumplian con el supuesto de
distribucion normal, determinada mediante la prueba de Shapiro-Wilk (p>0,05), utilizando el
software SPSS IBM. Los resultados donde se determind la significancia fueron parametros
obtenidos a partir de pMax, CTCF y porcentajes de los fenotipos vacuolares. Con el fin de
comparar los efectos entre los tratamientos estudiados en las cepas parentales, se utilizo
la prueba de Kruskal-Wallis (para datos sin distribucion normal) o ANOVA de una via (para
datos con distribucién normal) seguida de una prueba de Dunnett. Para comparar el efecto
de un determinado tratamiento entre las cepas parentales, se utiliz6 ANOVA de una via

seguida de una prueba de Tukey.

Finalmente, se realizaron correlaciones entre los porcentajes de los fenotipos vacuolares y

del pardmetro pMax, para cada cepa parental y condicion estudiada. Se determiné el
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coeficiente de correlacion de Spearman (r) y el valor de p de correlacion utilizando el
software GraphPad Prism 9.1.1. Los detalles de cada prueba estadistica se especifican en

la leyenda que acompana cada figura donde fueron aplicadas.

Resultados

Rapa ejerce una respuesta diferencial en cepas parentales de S. cerevisiae tratadas
con U18.

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que 200 pug/ml de U18 tiene un efecto
diferencial en términos de pMax entre las cepas parentales WA, SA, NA y WE de S.
cerevisiae (resultados no publicados). Donde, las cepas WA y SA son resistentes, no
experimentando cambios significativos en sus pyMax, mientras que las cepas NA y WE

mostraron susceptibilidad, experimentando una disminucion significativa en sus yMax.

Para validar este modelo de S. cerevisiae para el estudio de NPC, se realiz6 tincion con
filipina, una sonda fluorescente que se une al ergosterol, utilizada para diagnosticar NPC
en humanos. Se observé que todas las cepas tratadas con U18 presentaron el fenotipo
caracteristico de NPC, que corresponde a la acumulacion intracelular de ergosterol (Figura
13).
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u18

Figura 13. U18 aumenta los niveles de filipina en S. cerevisiae de diversos backgrounds
genéticos. Imagenes representativas de las cepas parentales WA, SA, NA y WE en condiciones
Control y U18666A (U18; 200 ug/ml), por 24 horas. En la condiciéon Control, se observa marca de
filipina en la membrana celular. En las células tratadas con U18 se observa marca fluorescente tanto
en la membrana celular como intracelularmente, dado que esta droga inhibe el transporte de
esteroles en las vacuolas, induciendo su acumulacién en este organelo. En algunas células la tincion
es uniforme, mientras que en otras se encuentra heterogéneamente distribuida, tal como ha sido
descrito previamente en el modelo genético de Ancrl en S. cerevisiae (Brett et al.,, 2011).

Microscopia UV visible 100X, velocidad de adquisicion 600 ms.

Los niveles de ergosterol presentes seran retomados mas adelante, donde es mencionada
la intensidad de fluorescencia de filipina, para cada cepa parental bajo todas las condiciones

de estudio.

El presente trabajo comenz6 con la obtencion de curvas de crecimiento de las cepas
parentales WA, SA, NA y WE, bajo diferentes condiciones. Se determind el pardmetro
MMax, que representa la capacidad reproductiva de las células y es un indicador util para

cuantificar el efecto de cada condicién de estudio (Cubillos et al., 2009).

Se realizé un barrido de concentraciones de Rapa para determinar la concentracion minima
de esta droga que no generase cambios en los pMax de las cepas parentales determinados
en la condicibn Mock, pero si en las células con fenotipo NPC. Las concentraciones
testeadas fueron: 0,25 nM, 0,5 nM, 1 nM, 2 nM, 10 nM, 20 nM, 100 nM y 200 nM (Figura
14).
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Figura 14. Curvas de crecimiento de las cepas parentales bajo concentraciones crecientes de
Rapa. Las cepas parentales WA, SA, NA y WE, fueron tratadas con Mock y concentraciones
crecientes de Rapamicina (Rapa; 0,25, 0,5, 2, 10, 20, 100 y 200 nM). A menor concentracién de
Rapa, menor es el efecto sobre las curvas de crecimiento con respecto a Mock y la concentracion
de 0,25 nM no genera un efecto sobre las curvas de crecimiento de las cepas parentales. Los gréficos
de OD (620 nm) contra el tiempo en minutos (Min) fueron obtenidos utilizando el Software GraphPad
Prism 9.1.1. Para las concentraciones de 0,5, 2, 10, 20, 100 y 200 nM n=2 y para 0,25 nM n=7.

Se observo que Rapa a 0,25 nM no mostré efectos en los parametros de crecimiento con
respecto a Mock (Figura 11), por lo tanto, no generan toxicidad en las células. Como control
positivo, para confirmar que Rapa a esta concentracion efectivamente gatilla los efectos
biolégicos descritos, tales como la activaciéon de autofagia, se estudiaron los fenotipos
vacuolares, dado que durante la autofagia se producen organelos con doble membrana que
pueden ser detectados con la sonda FM4-64. Se observaron los efectos de cada condicion
en micrografias obtenidas de microscopio confocal, como se puede apreciar en los

ejemplos mostrados en la Figura 15.
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Figura 15. Aumento de la disgregacion vacuolar en cepas parentales tratadas con Rapa.

Control

Imagenes representativas de las cepas parentales WA, SA, NA y WE bajo las condiciones Control y
Rapamicina (Rapa; 0,25 nM), por 24 horas. Las vacuolas fueron marcadas con FM4-64, lo que
permitid diferenciar los fenotipos vacuolares de interés. Pueden observarse mas células con los
fenotipos B y C, las que fueron indicadas por flechas azules y grises, respectivamente, siendo las
mas representativas de cada fenotipo en particular. Se evidencia una mayor disgregacion vacuolar
en la condicion Rapa, comparado con la condicion control, dado por un aumento del nimero de
vacuolas por célula. Microscopia confocal 63X, zoom 6ptico 5X. Barra de escala 5 um.

Las micrografias obtenidas (Figura 15) muestran cambios de la disgregacion vacuolar de
las cepas tratadas con Rapa, en comparacion con el Control, donde se noté un aumento de
éste para todas las cepas, este efecto es mejor apreciado a través de la cuantificacion de

los fenotipos vacuolares en cada condicion (Figura 16).
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Figura 16. Cuantificacion de los fenotipos vacuolares A, By C de las cepas parentales de S.
cerevisiae bajo las condiciones Control y Rapa. Los porcentajes de los fenotipos vacuolares A
(gris), B (negro) y C (celeste), de las cepas parentales WA, SA, NA y WE, bajo las condiciones
Control y Rapamicina (Rapa; 0,25 nM), por 24 horas, estan expresados como promedios y las lineas
superiores corresponden a sus errores estandar. Las células con fenotipo vacuolar A se caracterizan
por tener 1 0 2 vacuolas en su citoplasma. Las células con fenotipo B tienen 3 0 més vacuolas. En
las células con fenotipo C se dificulta la determinacion del numero de vacuolas, debido a una alta
disgregacién de éstas. En comparacién con la condicién control, se observa que el tratamiento con
Rapa disminuye la frecuencia del fenotipo A en un 24,47% y aumenta la frecuencia del fenotipo B en
un 30,67% en la cepa NA. Por otro lado, en la cepa WE se observa un aumento en la frecuencia de
fenotipo A en un 23,44%. Las cepas WA, SA y WE no mostraron diferencias significativas en sus
porcentajes de sus fenotipos vacuolares. Las diferencias significativas fueron determinadas entre
estas condiciones mediante ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnett. p < 0,05 (*), p <
0,01 (*), p = 0,001 (***) y p = 0,0001 (****). Los graficos fueron obtenidos utilizando el Software
GraphPad Prism 9.1.1 (n=3).

El tratamiento con Rapa en la cepa NA indujo un cambio en el fenotipo A de 61,97% a
37,50% (p =0.0037; ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnett) y en el fenotipo
B de 29,45% a 60,12% (p = 0,0003; ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnett)
en comparacion con la condicion control. Estos cambios indican que efectivamente Rapa a
0,25 nM esta actuando como ha sido descrita previamente. Por esta razon, los efectos de
esta concentracion de Rapa se estudiaron por si sola, y en combinacién con U18 (Rapa-
u18).
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Posteriormente, se obtuvieron curvas de crecimiento de las cepas parentales WA, SA, NA
y WE bajo las condiciones Mock, Rapa, U18 y Rapa-U18 (Figura 17).
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Figura 17. Efecto diferencial sobre el crecimiento de las cepas parentales tratadas con
Ul18y lacombinacién Rapa-U18. Se obtuvieron curvas de crecimiento de las cepas parentales
WA, SA, NA y WE tratadas con Mock (Celeste), Rapamicina (Rapa; 0,25 nM) (Azul), U18666A (U18;
200 pg/ml) (Negro) y la combinaciéon de Rapa con U18 (Rapa-U18) (Rojo). Corrimientos de la curva
de crecimiento hacia la derecha indican toxicidad, dado por un retraso del crecimiento, mientras que
desplazamientos hacia la izquierda indican lo opuesto. Rapa por si mismo no afecta las curvas de
crecimiento. U18 induce una disminucidn del crecimiento en todas las cepas, pero en distintos
niveles, con respecto a Mock. Rapa-U18 induce una disminucion del crecimiento en las cepas WA,
SA 'y NA, pero en distintos niveles con respecto a U18. En la cepa WE el co-tratamiento induce un
corrimiento de la curva hacia la izquierda, indicando una tendencia de reversién de los efectos de
U18. Los graficos de OD (620 nm) contra el tiempo en minutos (Min) fueron obtenidos utilizando el

Software GraphPad Prism 9.1.1. (n=7).

Los efectos de cada tratamiento sobre el crecimiento fueron cuantificados mediante la
normalizacion de los valores de pMax en relacion con los valores de pMax de Mock para

cada cepa (UMax / uMax Mock), de esta forma se pudieron apreciar los cambios de pMax
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(pardmetro que representa la capacidad reproductiva) generados por cada tratamiento con
respecto a Mock (Figura 18).

Cuando la razén uMax / uMax Mock es igual a 1, el tratamiento no tiene efectos, mientras
que valores superiores a 1, indican efectos positivos, dado por un aumento en la capacidad
reproductiva y valores inferiores a 1, indican efectos negativos, dado por la disminucion de

la capacidad reproductiva.
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Figura 18. Efecto de los tratamientos de U18 y Rapa-U18 sobre uMéx en las diversas cepas de
S. cerevisiae. Los uMéax fueron obtenidos para las cepas WA (Azul), SA (Gris), NA (Celeste) y WE
(Azul oscuro), bajo las condiciones Mock, Rapamicina (Rapa; 0,25 nM), U18666A (U18; 200 ug/ml)
y la combinacién de Rapa con U18 (Rapa-U18). Los resultados estan expresados como promedios
y las lineas superiores corresponden a los errores estandar. Los valores de pMax fueron obtenidos
utilizando el Software GrowthRates (Hall et al.,, 2014). La cepa WA disminuye su pMax en la
condicidon Rapa-U18 a diferencia de la condicién U18, que no lo afecta. El uMéx de la cepa SA no
fue afectado por ninguna de las condiciones de estudio. La cepa NA disminuye su pMax en las
condiciones U18 y Rapa-U18, en esta Ultima en mayor medida. El pMax de la cepa WE es igualmente
afectado por las condiciones U18 y Rapa-U18. Las diferencias significativas entre los valores se
determinaron mediante una prueba de Kruskal-Wallis. p £ 0,05 (*), p 0,01 (**), p< 0,001 (**)yp <

0,0001 (****). El grafico fue obtenido utilizando el Software Microsoft Excel (n=7).

Es importante destacar que, al igual que en los experimentos anteriores, la condicion Rapa,

tuvo valores de pMax / uMax Mock cercanos a 1 en todas las cepas (Figura 18), a pesar de
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tener efectos sobre los fenotipos vacuolares (Figura 15), lo que sirvi6 como un control
positivo. Las condiciones U18 y Rapa-U18 tuvieron respuestas diferenciales diferentes, lo
que deja apreciar el efecto de Rapa en esta combinacion, a pesar de que por si sola no

genere efectos en el mismo fenotipo.

Para U18, las cepas WA y SA presentan un fenotipo de resistencia, dado por sus diferencias
no significativas entre sus pMax / pMax Mock (p > 0,9999 para ambas cepas; prueba de
Kruskal-Wallis). Las cepas NA y WE presentan un fenotipo de susceptibilidad por presentar
valores de pMéx / pMax Mock significativamente menores (p= 0,0331 y 0,0010,
respectivamente; prueba de Kruskal-Wallis) (Figura 18), lo cual concuerda con los

resultados previamente informados.

Es interesante que el efecto del tratamiento con la combinacion Rapa-U18 en la cepa WA
cambia a un fenotipo de susceptibilidad, dado por la disminucién de uMax / uMax Mock a
un nivel significativamente menor que 1, mientras que en la cepa SA no se observan
cambios diferenciales en comparacion con el tratamiento con U18, por mantener su razén
cercana a 1. Para la cepa NA, el efecto de la combinacién Rapa-Ul8 incrementa la
susceptibilidad en comparacién con el tratamiento con U18, lo cual se aprecia por la
disminucion significativa de pMax / pMax Mock. Por ultimo, para WE el efecto de U18 y la
combinacién Rapa-U18 es similar, manteniendo la misma susceptibilidad, indicando que la

combinacién de las drogas no tiene un efecto adicional sobre los valores de pMax.

El efecto diferencial para cada cepa parental por parte del tratamiento con Rapa-U18 es
mejor observado con los valores de pMax de la combinacién Rapa-U18 normalizada con
respecto al valor de pMax del tratamiento con U18 (uMax Rapa-U18 / uMax U18) (Figura
19). Esta raz6n da cuenta del efecto de Rapa en la combinacion Rapa-U18 y deja apreciar

como modifica el efecto de U18 en términos de pMax, para cada una de las cepas.
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Figura 19. Efecto diferencial de Rapa con respecto a U18. El efecto del tratamiento con
Rapamicina (Rapa; 0,25 nM) con respecto a U18666A (U18; 200 pug/ml) fue determinado a través de
los promedios de los pMéx de la condicién Rapa-U18 normalizados con respecto a los valores de
uMax de la condicion U1l8 (uMax Rapa-U18 / uMax U18) para cada cepa. La cepa WA (azul)
disminuye mayormente su pMax con la adicién de Rapa. Mientras, las cepas SA (gris) y NA (celeste)
lo disminuyen en menor medida. Por otra parte, la cepa WE (azul oscuro) no se ve afectada por la
adicion de Rapa dado por un valor de este parametro igual a 1 aproximadamente, por ende, Rapa
con respecto a U18 no es toxica para esta cepa. Los valores de pMax fueron obtenidos utilizando el
Software GrowthRates (Hall etal., 2014). Las diferencias significativas entre los valores se
determinaron mediante ANOVA de una via, seguido de una prueba de Tukey. p < 0,05 (*), p £ 0,01
(**), p < 0,001 (***) y p < 0,0001 (****). El gréafico fue obtenido utilizando el Software Microsoft Excel
(n=7).

Se puede apreciar que solo la cepa WE cuenta con un valor aproximado de 1, dado que
Rapa no tiene efectos adicionales en comparacion con U18. Ademds, este valor es
significativamente mayor que los valores de las cepas WA y NA (p <0,0001 y 0,0009,
respectivamente; ANOVA de una via, seguido de una prueba de Tukey), lo cual respalda
gue estas cepas son susceptibles a la combinacion de las drogas. Mientras, SA no presenta
una diferencia significativa con WE (p= 0,2048; ANOVA de una via, seguido de una prueba
de Tukey). Los resultados del tratamiento con Rapa produjeron un efecto cepa-especifico
sobre las cepas parentales tratadas con U18 (Figura 18 y 19), consistente con lo observado
en los modelos murinos con fenotipo NPC previamente mencionados (Figura 7). Las

comparaciones realizadas ayudaron a identificar las cepas con los efectos mas extremos
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en términos de pMax, para su utilizacién para el mapeo genético, como se especifica en su

respectiva seccion.

Diferencias encontradas en la fragmentacién vacuolar y acumulacién de ergosterol.

Se obtuvieron micrografias de microscopio confocal de las cepas parentales marcadas con
la sonda FM4-64, para la observacion de los fenotipos vacuolares con los tratamientos U18
y Rapa-U18, para compararlos con los obtenidos anteriormente en las condiciones Control
y Rapa (Figura 15). Los efectos sobre los fenotipos vacuolares de las condiciones U18 y

Rapa-U18 se pueden apreciar en los ejemplos mostrados en la Figura 20.
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Figura 20. Efecto diferencial de Rapa con respecto a U18 sobre la disgregacion vacuolar de
las cepas parentales. Imagenes representativas de las cepas parentales WA, SA, NA y WE bajo
las condiciones U18666A (U18; 200 ug/ml) y la combinacién de Rapa a 0,25 nM con U18 (Rapa-
U18), por 24 horas. Las vacuolas fueron marcadas con FM4-64. Para la cepa WA el tratamiento
conjunto lleva a un mayor nimero de vacuolas por célula, en comparaciéon con U18. Pueden
observarse mas células con los fenotipos B y C, las que fueron indicadas por flechas azules y grises,
respectivamente, siendo las més representativas de cada fenotipo en particular. Para las cepas SA,
NAy WE, el co-tratamiento lleva a la disminucion del niimero de vacuolas por célula, en comparacion
con U18. Pueden observarse mas células con fenotipo A, las que fueron indicadas por flechas
amarillas, siendo las mas representativas de este fenotipo. Microscopia confocal 63X, zoom 6ptico
5X. Barra de escala 5 pm.
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A partir de las micrografias de las células marcadas con FM4-64, se cuantificaron los
fenotipos vacuolares (Figura 21). Se observaron diferencias en los porcentajes de los

fenotipos vacuolares de las cepas parentales en todas las condiciones.
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Figura 21. Cuantificacion de los fenotipos vacuolares A, By C de las cepas parentales de S.
cerevisiae bajo las condiciones U18 y Rapa-U18. Los porcentajes de los fenotipos vacuolares A
(gris), B (negro) y C (celeste), de las cepas parentales WA, SA, NA y WE, bajo las condiciones
U18666A (U18; a 200 ug/ml) y la combinacién de Rapa a 0,25 nM con U18 (Rapa-U18), por 24 horas,
estan expresados como promedios y las lineas superiores corresponden a sus errores estandar. Las
células con fenotipo vacuolar A se caracterizan por tener 1 o 2 vacuolas en su citoplasma. Las células
con fenotipo B tienen 3 0 mas vacuolas. Para las células con fenotipo C se dificulta la determinacion
del nimero de vacuolas, debido a una alta disgregacion de éstas. En comparacion con la condicién
U18, el tratamiento con Rapa-U18 en la cepa SA disminuye la frecuencia del fenotipo C en un
32,22%, mientras que en la cepa NA aumenta la frecuencia del fenotipo A en un 19,19% y disminuye
la frecuencia del fenotipo C en un 29,62%. En la cepa WE aumenta la frecuencia del fenotipo A en
un 35,16% y fenotipo B en un 21,4% y disminuye la frecuencia del fenotipo C en un 56,57%. En
resumen, las cepas SA, NA y WE tratadas con Rapa-U18 revierten la disgregacion vacuolar inducida
por U18, a diferencia de la cepa WA, donde no se observan cambios significativos entre estas
condiciones. Las diferencias significativas fueron determinadas entre estas condiciones mediante
ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnett. p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p< 0,001 (***)y p
<0,0001 (****). Los graficos fueron obtenidos utilizando el Software GraphPad Prism 9.1.1 (n=3).
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Se encontraron diferencias importantes en la frecuencia de fenotipos vacuolares de las
cepas bajo las condiciones U18 y Rapa-U18. En todas las cepas parentales excepto por
WA, se observé un efecto de reversidon de los efectos de U18, con respecto a Rapa-U18,
especialmente por una disminucion de la frecuencia del fenotipo C, dado por la disminucién
de su disgregacién vacuolar. Este efecto puede ser mayormente apreciado en la cepa WE,
a pesar de que no se observaron efectos significativos en el pardmetro uMax / pMax Mock
(Figura 18). Para esta cepa bajo la condicion U18 se observé un 74,69% de fenotipo C,
mientras que bajo la condicién Rapa-U18 se observé un 18,12% de fenotipo C (<0.0001;
ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnett), lo que indica que Rapa logra
revertir los efectos de U18 sobre este fenotipo vacuolar y acercarlo a la proporcion
observada en la condicién Control. Contrario a lo esperado, se observdé también una
reversion en las cepas parentales SA 'y NA, aunque en menor medida (p = 0.0010 y 0.0005,
respectivamente; ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnett), debido a que

difiere a lo observado a nivel de los uMax.

Los resultados indican que la cepa WE muestra ser la menos afectada a la combinacién de
drogas para ambos rasgos analizados, pMax y fenotipos vacuolares. En el caso de pMax,
se observa una disminucién considerable en las condiciones U18 y Rapa-U18, con valores
de 0,110y 0,115, respectivamente, en comparacion con la condicién Mock con un valor de
pMax de 0,221. Por lo tanto, no se encuentra un efecto diferencial significativo entre las
condiciones Ul8 y Rapa-Ul8 para este parametro. Sin embargo, en los fenotipos
vacuolares, especificamente en el porcentaje de fenotipo C, se observa 74,69% en la
condicién U18, mientras que en la condicion control es del 11,31% y en la combinacion
Rapa-U18 es del 18,12%, lo que muestra una reversion del fenotipo con U18 casi a la
condicion control al ser tratado con la combinacién Rapa-U18, raz6n por la cual no posee

una diferencia significativa.

Ademas, se obtuvieron correlaciones de los porcentajes de cada fenotipo vacuolar, con los
pMax de cada condiciéon estudiada (Figura 22). Donde se observé una alta correlacion,
determinada por el coeficiente de correlacion de Spearman (r), entre los yMax de la
condicion U18 con los fenotipos vacuolares Ay C, al igual que los pMéax de la condicién
Rapa-U18 con el fenotipo A. Sin embargo, ninguna de las correlaciones resulto significativa,
lo que indica que las variables estudiadas no se encuentran correlacionadas, este resultado

también puede ser debido al bajo nimero muestral (n=4).

33



Correlacion uyMax Control - Fenotipo A

Correlacion pMax Control - Fenotipo B

Correlacion uMax Control - Fenotipo C

150 p-value = 0,3333 150 p-value = 0,0833 150 p-value = >0,9999
r=0,8 r=-1,0 r=0
< aQ o
§ w00 g 10 2 100
g SA g g
& wa " g 8
s 50 WE s 50 V&S.A.WE s 50
NA WA WE
0+ T T T T 1 0 T T T T T 1 01 T T T T T hA 1
0.04 008 012 0.16 020 024 028 0.04 008 012 0.16 020 0.24 0.28 0.04 0.08 0.12 0.16 0.20 0.24 0.28
HMéax Control HMéax Control pMax Control

Correlacion pMax Rapa - Fenotipo A

Correlacion pMax Rapa - Fenotipo B

Correlacion pMax Rapa - Fenotipo C

150 p-value = 0,3333 150 p-value = 0,3333 150 p-value = 0,3333
r=0,8 r=-0,8 r=-0,8
< 100 V\‘E o 100 o 100
g WA 2 N 2
g s0 A g 50 W g s0
@ L) @ (3]
w NA. w w
8 L o < WANA WE
0T SN 0 WE..cooeeeen 0
SA
-50 T T T T T 1 -50¢ T T T T T 1 -50 T T T T T 1
004 008 012 016 020 024 0.28 004 008 012 016 020 024 0.28 004 008 012 016 020 024 0.28
HUMéx Rapa uMéax Rapa uMéax Rapa
Correlacion pMax U18- Fenotipo A Correlacion pMax U18- Fenotipo B Correlacion pMax U18- Fenotipo C
150 p-value = 0,3333 150 p-value = 0,7500 150 p-value = 0,3333
r=0,8 r=04 r=-0,8
< o o
S 100 s 100 S 100 we
g S 8 .
£ 2 s WA & 8 SA
< s 50
s WA SA 8 NA ¢ SA s WA~®
NA WE e— o °
WE °
O e e
0 T T T T T 1 r T T T T T 1 0-1 T T T T T 1
004 008 012 016 020 024 0.28 0.04 008 012 0.16 020 024 0.8 0.04 0.08 012 0.16 020 024 0.28
pMax U18 UMéx U18 uMax U18

Correlacion pMax Rapa-U18 - Fenotipo A

Correlacion pMax Rapa-U18 - Fenotipo B

Correlacion pMax Rapa-U18 - Fenotipo C

150 p-value = 0,0833 150 p-value = 0,9167 150 p-value = 0,3333
r=1,0 r=-0,2 r=-0,8
< 100 2 100 © 100
£ s k3
g s g :
& A & WA fis
s 50 N’Ay s 50 . Wi SA S 50 "
o e —
WA NA & VE A
WA
0 0 T T 0 T T

T T T T T T 1
0.04 008 012 016 020 0.24 0.28
HMéax Rapa-U18

T T T T 1
0.04 0.08 012 016 0.20 0.24 0.28
HMax Rapa-U18

T T T T 1
0.04 0.08 012 016 0.20 0.24 0.28
HMax Rapa-U18

Figura 22. Correlaciones entre los porcentajes de los fenotipos vacuolares A, By C con los
uMax por condicién. Para cada correlacion se utilizaron los promedios de los pMax y porcentajes
de cada fenotipo vacuolar de las cepas parentales WA, SA, NA y WE bajo las condiciones Control,
Rapamicina (Rapa; 0,25 nM), U18666A (U18; 200 ug/ml) y la combinacién de Rapa con U18 (Rapa-
U18). Se incluyen lineas de tendencia, el rango de confianza (entre las curvas discontinuas) y los
parametros estadisticos p y coeficiente de correlacion de Spearman (r). Las correlaciones fueron
obtenidas mediante la prueba de Spearman. p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (**) y p < 0,0001

(****). Los gréficos fueron obtenidos utilizando el Software GraphPad Prism 9.1.1.
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Posteriormente, para la observacion del ergosterol intracelular se realizaron tinciones con

filipina para las condiciones Rapa y Rapa-U18, las que fueron fotografiadas en microscopio
de fluorescencia (Figura 23).
WA SA NA WE

Figura 23. Efecto de U18 con respecto a Rapa sobre los niveles de filipina en S. cerevisiae de

Rapa

Rapa-U18

diversos backgrounds genéticos. Imagenes representativas de las cepas parentales WA, SA, NA
y WE bajo las condiciones Rapamicina (Rapa; 0,25 nM) y la combinaciéon de Rapa con U18 a 200
pg/ml (Rapa-U18), por 24 horas. En las células tratadas con Rapa se observa marca de filipina tanto
en lamembrana celular como intracelularmente. En las células tratadas con la combinacion de Rapa-
U18, la marca de filipina predomina de forma uniforme. Microscopia UV visible 100X, velocidad de

adquisicién 600 ms.

La intensidad de la tincidn con filipina fue cuantificada a través del parametro CTCF a partir
de las micrografias obtenidas para todas las condiciones de estudio (Figuras 13y 23). Los
CTCF obtenidos fueron normalizados con respecto a los CTCF de la condicién Control
(CTCF / CTCF Control) (Figura 24). Asi fue posible la obtencién de resultados con
diferencias significativas entre las cantidades de ergosterol detectadas, observandose

efectos cepa-especificos.
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Figura 24. Valores de CTCF normalizados con respecto alos valores de CTCF del control para
cada cepa parental. La intensidad de fluorescencia de la filipina (CTCF) de las cepas parentales
WA (Azul), SA (Gris), NA (Celeste) y WE (Azul oscuro), bajo las condiciones Control, Rapamicina
(Rapa; 0,25 nM), U18666A (U18; 200 ug/ml) y la combinacion de Rapa con U18 (Rapa-U18), fue
normalizada con respecto al Control, expresadas como promedios y las lineas superiores
corresponden a los errores estandar. Estos valores son proporcionales a los niveles de ergosterol
en las células presentes en las imagenes obtenidas. Para todas las cepas los mayores niveles de
CTCF fueron en las cepas bajo la condiciéon U18. Los menores valores de CTCF fueron en las cepas
bajo la condicion Rapa. Es interesante que las cepas bajo la condicion Rapa-U18 poseen niveles de
CTCF menores a las cepas bajo la condicion U18, siendo similar al observado sobre los fenotipos
vacuolares, asi el aumento de ergosterol inducido por U18 es revertido por Rapa. Los valores de
CTCF fueron obtenidos utilizando el Software ImageJ. Las diferencias significativas entre los valores
se determinaron mediante una prueba de Kruskal-Wallis. p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p £ 0,001 (***) y

p < 0,0001 (****). El gréfico fue obtenido utilizando el Software Microsoft Excel.

Las cepas bajo la condicion U18, mostraron las mayores cantidades de ergosterol. Bajo la
condicion Rapa-U18 se aprecia una menor cantidad de ergosterol en comparacion con U138,
la cual fue significativamente menor en todas las cepas excepto por WE (p = 0,0036, 0,0095,
< 0,0001y 0,1566, respectivamente para las cepas WA, SA, NA y WE; prueba de Kruskal-
Wallis).
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Genes moduladores del efecto de Rapa.

Se realizaron mapeos de QTL utilizando el rasgo pMax de las curvas de crecimiento en las
96 cepas segregantes correspondientes al cruce WA x WE. Fue seleccionado este cruce
debido a que estas cepas parentales por si solas mostraron una respuesta a Rapa-U18
diferente, donde la cepa WA fue susceptible y la cepa WE fue resistente (Figura 19). Esta

diferencia se atribuye a su divergencia genética.

Las 96 segregantes fueron fenotipificadas en quintuplicado bajo las condiciones Mock,
Rapa, U18 y Rapa-Ul8. Se obtuvieron los valores de pMax para cada segregante y
posteriormente se seleccionaron las 3 réplicas con mayor reproducibilidad (Figura 25). Sus
promedios fueron utilizados para obtener los valores normalizados de pMax de la condicion
Rapa con respecto a pMax de la condicion Mock (uMax Rapa / uMax Mock) y los valores
de uMax Rapa-U18 / uMéax U18.
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Figura 25. Variacion fenotipica entre las segregantes de las cepas WE x WA frente a diversos
tratamientos. Las segregantes poseen diferentes comportamientos al tratarse con Rapa frente a
Mock y U18 en base a sus promedios de uMax. Los pardmetros estudiados fueron: uMéax Rapa /
UMax Mock que representa el efecto de Rapa a 0,25 nM con respecto a Mock (A) y uMéx Rapa-U18
/ uM&x U18 que representa el efecto de Rapa a 0,25 nM con respecto a U18 a 200 pug/ml (B). En
cada caso estos parametros fueron ordenados de menor a mayor. Con ambos paradmetros se pueden
apreciar segregantes transgresoras, por poseer un fenotipo fuera del rango determinado por las
cepas WA y WE. El efecto de Rapa frente a U18 es heterogéneo en comparacion con el efecto de
Rapa. Esto puede ser debido a la divergencia genética entre las cepas, con genes que pueden estar
asociados a la respuesta diferencial de Rapa con respecto a U18. Los valores de pMax se obtuvieron
utilizando el Software GrowthRates (Hall et al., 2014). Los gréficos fueron obtenidos utilizando el
Software Microsoft Excel (n=3).
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Los valores pMax Rapa / phMax Mock y pMax Rapa-U18 / uMax U18 permitieron realizar
mapeos de QTL para identificar regiones del genoma que estan asociadas con la variacion
de uMéax en respuesta a Rapa con respecto a Mock y a U18 (para determinar su efecto en

un contexto de NPC), respectivamente.

En el mapeo genético en funcion de uMax Rapa / uMéax Mock (Figura 26), no se apreciaron
picos significativos, lo que es esperable dado que no existieron diferencias significativas en

los uMax de las curvas de crecimiento de las cepas parentales tratadas con Rapa.
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Figura 26. Mapeo de QTL en funcién de la respuesta a Rapa. Se utiliz6 como rasgo los valores
de pMax de la condiciéon Rapa normalizados por los uMéx de la condicion Mock. No se identificaron

picos significativos en el LOD plot.

El mapeo genético en funcion de pMéax Rapa-U18 / uMéax U18 (Figura 27) reveld un pico
significativo en el cromosoma 13, por superar un lod de 2.67, dado por el marcador STB2,
donde pueden existir genes/variantes que modifiquen el efecto de Rapa en un fenotipo
similar a NPC. Esta region contiene genes que, ya sea de manera individual o en
combinacién, parecen tener un efecto significativo en la modulacién de la respuesta a Rapa-
u1s.
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Figura 27. Mapeo de QTL en funcidn de larespuesta a Rapa en relacion a U18. Se utiliz6 como
rasgo los valores de pMax de la condicién Rapa-U18 normalizados por los uMéx de la condicion
U18. Se identificd un locus significativo que sobrepasa el umbral de significancia empirico de 2.67

en el cromosoma 13, dado por el marcador STB2.

Para identificar potenciales genes moduladores del efecto de Rapa, se estudiaron los genes
encontrados 40 kb rio arriba y 40 kb rio abajo del marcador STB2, lo que resulté en la
identificacion de 38 genes. Se utilizaron los siguientes criterios de priorizacion de los
potenciales genes moduladores: i) poseer ortélogos humanos, ii) variantes no sinénimas
diferenciales entre las cepas parentales, que ademas se correlacionen con el efecto de
Rapa con respecto a U18, tomando como referencia los valores de pMax Rapa-U18 / uMax
Ul8 y, por ultimo, iii) que los ort6logos de ratdbn de estos genes tengan variantes no
sinbnimas entre las cepas C57BL/6J y FVB/NJ dado que ratones NPC en estos
backgrounds genéticos mostraron una respuesta diferencial a Rapa (Figura 28). Al cumplir
estas condiciones, los genes poseen una mayor probabilidad de que puedan estar

implicados en los efectos estudiados.
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30 genes

Genes con variantes no sinonimas diferenciales entre las cepas parentales de S. cerevisiaey
correlacionadas con su fenotipo bajo la condicién Rapa-U18.
Avo2 [ccs1/csm3[cTF18[ERB1 [FET3[HOF1 [I0C4[IRC21 [MIH1 ]
[MsN2[NUP116[PDS5[RCO1[STV1 |UBX4 [VPS20 | YET2|

18 genes

Genes cuyos ortologos poseen variantes no sinonimas
entre las cepas de raton C57BL/6J y FVB/NJ.

AvO2 [ccs1[cSM3[ERB1[HOF1]
9 genes [IRC21[MIH1[NUP116][STV1

Figura 28. Criterios de priorizacién de los genes cercanos al pico de ligamiento en respuesta
de Rapa con respecto a U18. A los 38 genes cercanos al pico significativo del mapeo de QTL que
utilizé como rasgo pMéx Rapa-U18 / uMéx U18, se les aplicaron los siguientes criterios de
priorizacién: 1) genes que poseen ortologos humanos, lo que redujo la lista a 30 genes; 2) genes
con variantes no sinénimas entre las cepas parentales WA, SA, NA y WE, que se correlacionaron
con su fenotipo de interes (segun el parametro puMax Rapa-U18 / pMax U18), lo que redujo la lista a
18 genes; 3) genes cuyos ortélogos de ratdn poseen variantes no sinénimas entre las cepas
C57BL/6J y FVB/NJ. Como resultado se identificaron 9 genes como potenciales moduladores a la

respuesta de Rapa con respecto a U18.

Se encontraron 18 genes (Figura 28) que presentan variantes no sinénimas entre las cepas
parentales, que ademas se correlacionan con su fenotipo de pMax frente a Rapa-U18 con
respecto a U18 (Tabla 1). Para estos genes se identificaron sus ortélogos de ratén, y se
buscaron variantes no sinénimas presentes en estos genes entre las cepas C57BL/6J y
FVB/NJ.
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AVO2 (Cttnbp2) | 406917 G A 205 Tolerado
cCsi(Ces) | 347780 N D 161 Tolerado
367507 F S 176 Tolerado
367636 L P 219 Tolerado
- 367662 D N 228 Tolerado
367810 S N 277 Tolerado
422714 N S 672 Tolerado
_ 423603 S T 376 Tolerado
ERB1(Bopl) 370246 G E o1 Tolerado
389274 D E 151 Tolerado
390358 L | 513 Tolerado
335383 R K 29 Tolerado
335404 L H 36 Tolerado
336784 G E 496 Tolerado
336802 A E 502 Tolerado
355571 M T 63 Tolerado
355763 M T 127 Tolerado
_ 412378 | L 166 Tolerado
412783 A T 31 Tolerado
_ 342743 S P 260 Tolerado
MSN2(Sp2) | 346157 G P 121 Tolerado
' NUP116 (Nup98) 365100 s G 536 Tolerado
_ 417062 Vv | 990 Tolerado
418982 A T 350 Tolerado
'RCO1 (Phfl2) 414447 P s 156 Tolerado
- 383408 S G 36 Tolerado
|UBX4 (Aspscrl) 405305 F s 90 Tolerado
421535 F L 205 Tolerado
_ 421708 L Vv 148 Tolerado
| YET2 (Bcap3l) 350595 R K 72 Tolerado

Tabla 1. Variantes no sindnimas en genes de S. cerevisiae que se correlacionan con el efecto
de Rapa en relacion con U18 en términos de pMax. Posicién en bp en el cromosoma 13 (POS),
aminoacido de referencia (REF_AA), aminoacido por el que cambia (ALT_AA), la posicién del

aminoacido dentro de la proteina (AA_POS) y la prediccidon de software SIFT del efecto de la
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Se seleccionaron 9 genes cuyos ortélogos de ratdn presentan variantes no sinénimas entre
las cepas C57BL/6J y FVB/NJ, las que son apreciadas en la Tabla 2. Estas cepas de ratén
previamente mostraron una respuesta diferencial a Rapa en un contexto de NPC (Figura
7). Razon por la cual, este hallazgo aumenta la probabilidad de que los genes seleccionados

puedan estar involucrados en el efecto diferencial descrito.

Genes de
Ratén (ORT_ Crom POS (bp) C57 AA FVB_AA POS AA Prediccion_SIFT
S. cerevisiae)

Cttnbp2 6 18382784* S S 1328 Tolerado

(AVO2) 18406462 L M 102 Deletéreo

Ccs (CCS1) 19 4825951 Q R 187 Tolerado

Tipin (CSM3) 9 64304427 C F 265 Tolerado

Bopl (ERB1) 15 76474848 L S 56 Tolerado

FlthpFlg)l 9 56126644 Vv | 301 Tolerado

87040451 D G 171 Tolerado

87055827 F L 300 Tolerado

(Clg'{t(’gf; 9 87057232 C Y 356 Tolerado

87058957 D N 388 Tolerado

87066697 Q K 79 Tolerado

82&215)"“ 9 109889062 G s 304 Tolerado

?II\IIJSF?%-S) 7 101779092* Vv | 1330 Tolerado

gﬁg{?a“‘ 6 38087961 T A 161 Tolerado

: 3897668 A s 564 Tolerado
Teirgl (STV1) 19 j

3904246 R Q 56 Deletéreo

Tabla 2. Variantes no sindnimas entre las cepas de raton C57BL/6J y FVB/NJ de los genes
ortdlogos de S. cerevisiae seleccionados. Para cada gen es informado su cromosoma (Crom), la
posicion de sus variantes en pares de bases (POS), aminoacido afectado por variante de C57BL/6J
(C57_AA) y FVB/NJ (FVB_AA), posicion del aminoacido dentro de la proteina (POS_AA) y la
prediccion de SIFT del efecto de cada variante (Prediccion_SIFT). Ademas, se indican sus ortélogos
de S. cerevisiae. La informacion fue obtenida con el software SIFT y la herramienta GenomeMUSter
Search. Las variantes con un asterisco (*) en su posicién, fueron informadas solo por
GenomeMUSter Search como no sindnimas, ya que igualmente pueden generar efectos. La tabla

fue obtenida utilizando el Software Microsoft Excel.
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Los 9 genes seleccionados fueron AVO2, CCS1, CSM3, ERB1, HOF1, IRC21, MIH1,
NUP116 y STV1. Como es indicado, estos genes cumplieron con los criterios de seleccion.
Asimismo, las variantes no sinénimas (las cuales fueron priorizados por sobre las sinénimas
por tener un efecto mas probable y predecible sobre la proteina resultante) de los genes
seleccionados muestran una posible correlacion con los valores de uMax Rapa-U18 / uMax
Ul8 (Tabla 3). Estas variantes se encuentran en las cepas parentales con los menores
valores de uMax Rapa-U18 / uMax U18, sugiriendo que podrian estar asociadas con una

mayor sensibilidad a Rapa-U18.

Cepas parentales

Genes moduladores
potenciales

AVO?2
ccs1
CSM3
ERB1
HOF1
IRC21
MIH1
NUP116
STV1
uMax Rapa-U18 / pMax U18

S

SA NA WE

X IX | X | X|[X|X|[X

XIX|[X[X|X|X|[X]|X|X

X
2 0,871 0,

(o))
ol
(o]

o
@XXXXXXXXX

1,048

Tabla 3. Variantes no sinénimas de los potenciales genes moduladores presentes en cada
cepaparental. Se indica con una “X” las cepas en que se encuentran la o las variantes anteriormente
descritas para los 9 genes identificados como potencial modulador de la respuesta de Rapa con
respecto a U18. Las variantes se encuentran en las cepas WA, SAy NA, excepto por las presentes
en el gen NUP116, donde su variante esta presente en las cepas WA y NA. En todos los casos se
encuentran en las cepas con valores de pMax Rapa-U18 / uMax U18 menor a uno. Por este motivo
estas variantes son relacionadas con una mayor susceptibilidad a Rapa frente a U18. La tabla fue

obtenida utilizando el Software Microsoft Excel.

Entre los genes seleccionados, aquellos que pueden estar directamente asociados a la

respuesta a Rapa corresponden a AVO2 y STV1, debido a que sus ortlogos de raton
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presentan variantes no sinénimas que se predicen como deletéreas (Tabla 2), lo que quiere
decir que pueden tener efectos en las proteinas que codifican. AVO2 codifica una
subunidad de TORC2, el cual puede ser modulado por tratamientos crénicos de Rapa
(Schreiber et al., 2015). Ademas, al igual que su ortélogo humano, la proteina de union a
cortactina 2 (CTTNBP2), AVO2 esta involucrada en la regulacion del citoesqueleto de
actina. CTTNBP2 se encuentra altamente expresada en el cerebro y esta asociada con

trastornos neuroldgicos (Chen & Hsueh, 2012; Wullschleger et al., 2005).

STV1 codifica a una subunidad del dominio vacuolar ATPasa VO, responsable de la
acidificacion vacuolar mediante su actividad transportadora de protones (Manolson et al.,
1994).

STV1 posee diversos ortélogos humanos que codifican proteinas que cumplen su misma
funcién, donde destacan ATP6VO0A4 y TCIRGL1, cuyos ortélogos de ratdn, a diferencia de
los demas, presentan variantes no sinénimas entre las cepas C57BL/6J y FVB/NJ con una

prediccion de efecto deletante para la variante presente en TCIRG1 (Tabla 2).

Por estas razones, AVO2 y STV1 fueron seleccionados como los principales candidatos a

ser genes moduladores de la respuesta a Rapa en un contexto de NPC.

Discusidn

La variabilidad en la patologia y respuesta a tratamientos en NPC

La enfermedad de NPC se caracteriza por una amplia variedad de sintomas viscerales,
neuroldgicos y psiquiatricos. Estos sintomas van desde una forma neonatal de progresion
rapida hasta una condiciéon neurodegenerativa crénica de inicio en la edad adulta (Bianconi
et al., 2019; S. Y. Lee et al., 2016). Esta gran variabilidad también se observa en efectos
diferenciales del tratamiento con Rapa, observados en modelos celulares humanos (Elrick
et al.,, 2012; Maetzel et al., 2014), murinos (Figura 7) (Calder6én & Klein, 2018) y en S.

cerevisiae en el presente estudio (Figura 19).

En la presente investigacion se buscé profundizar en el entendimiento del efecto diferencial
de Rapa, a través de la identificacién de potenciales genes moduladores, cuyas variantes

posiblemente se encuentren modulando la respuesta a este farmaco.
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La identificacion de variantes genéticas asociadas a genes moduladores de un trastorno
como NPC puede mejorar la comprension de la base molecular de la enfermedad y, con
frecuencia, conducen al desarrollo de métodos de diagnostico y tratamientos
personalizados mas eficaces, basados en la biologia de cada individuo (farmacogendmica)
(Kosorok & Laber, 2019; Steinmetz et al., 2002; van der Lee et al., 2021).

La importancia de la autofagia en la enfermedad de NPC

La autofagia es un mecanismo crucial de degradacién y reciclaje de proteinas, juega un
papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis celular y es activada en respuesta a
situaciones extremas, como la falta de nutrientes o de alimento (Sarkar et al., 2013). Una
vez activada, parte del citoplasma y organelos quedan secuestrados dentro de una vacuola
limitada por una doble membrana denominada autofagosoma. Los autofagosomas
experimentan una maduracion progresiva, por la adquisicién de proteinas de membrana
lisosomal, pH acido y enzimas proteoliticas mediante la fusién de endosomas tempranos y

tardios e incluso con lisosomas (Ishibashi et al., 2009).

El flujo autofagico abarca la formaciéon de autofagosomas y su fusion con endosomas
tardios para formar anfisomas. Estos posteriormente se fusionan con los lisosomas
formando los autolisosomas, los que finalmente degradan su carga (Menon & Dhamija,
2018; Sarkar et al., 2013).

Los lisosomas son organelos esenciales para la degradacion y reciclaje de componentes
celulares, incluyendo lipidos. A través de la autofagia, también ayudan a la eliminacion de
componentes celulares dafinos (Davis et al., 2021). Ademas de sus funciones catabdlicas,
los lisosomas se han caracterizado como compartimentos de sefializacion que regulan la
actividad de mTORC1, similar que en S. cerevisiae en sus vacuolas y TORCL1. Por este
motivo, Rapa es capaz de modificar estas funciones a través de la inhibicién de TORC1
(Davis et al., 2021; Jin et al., 2022).

En este trabajo se utilizd6 una concentracion de Rapa que no afectd el pardmetro de
crecimiento pMax en las cepas parentales de S. cerevisiae utilizadas (Figura 18). Sin
embargo, este tratamiento afectdé la fisiologia de estas células, con efectos en la
fragmentacion de sus vacuolas en la condiciéon control (Figura 15) y disminucién de los

niveles de ergosterol apreciados a través de CTCF en células tratadas con U18 (Figura 24).
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Los diferentes efectos observados entre el parametro de crecimiento yMax y parametros
fisiol6gicos tal como la proporcion de fenotipos vacuolares B y C, muestran que estos
parametros fisioldgicos poseen mayor sensibilidad al tratamiento con Rapa (Figura 16). Mas
aun, la autofagia también regula el metabolismo de lipidos, incluyendo el colesterol. Los
lipidos son componentes estructurales esenciales de las membranas y gobiernan el trafico
intracelular (Liedtke et al., 2022; Sarkar et al., 2013; Singh et al., 2009). Por lo tanto, cuando
existe un deterioro en los procesos autofagicos, pueden contribuir a la generacion de
fenotipos relacionados con enfermedades neurodegenerativas y hepaticas (Sarkar et al.,
2013). Particularmente, en la enfermedad de NPC, la alteracion de la autofagia puede ser
asociada a la acumulacion de colesterol, donde la maduracion de autofagosomas se ve
afectada debido a la formacién defectuosa de anfisomas (Liedtke et al., 2022; Sarkar et al.,
2013).

El rol del colesterol en los autofagosomas tardios no se encuentra completamente
comprendido. Se ha hipotetizado que los autofagosomas tardios requieren colesterol para
proteger las membranas limitantes de las vacuolas contra enzimas proteoliticas. Este
proceso estaria afectado en la enfermedad de NPC, provocando una baja disponibilidad de
colesterol ya que se retiene dentro de los lisosomas (Ishibashi et al., 2009; Sarkar et al.,
2013).

Es relevante destacar que la deficiencia de la actividad de NPC1, o bien de NCR1 en S.
cerevisiae afecta el transporte de lipidos endocitados, y el flujo autofagico (Figura 29). Esto
resulta en una acumulacion de lisosomas / vacuolas autofagicas y esteroles en las células
(Liedtke et al., 2022; Meske et al., 2014; Sarkar et al., 2013).
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Figura 29. La disfuncién de la autofagia en NPC. Mutaciones de pérdida de funcién en NPC1
afectan la maduracion del autofagosoma, lo que resulta en un blogueo de la autofagia y la
acumulacion de autofagosomas. Fue determinado con la utilizacion del marcador de autofagosomas
LC3y el seguimiento de sustratos de autofagia, tal como p62. La regulacion positiva de la autofagia,
como la inducida por falta de alimento, nutrientes o Rapa, podria prevenir el bloqueo de la autofagia
en las células mutantes NPC1 y revertir los defectos de la autofagia al facilitar la maduracion del
autofagosoma a través de su fusién con lisosomas. Figura modificada de Sarkar y colaboradores
(Sarkar et al., 2013).

Se observdé que las cepas parentales tratadas con U18 presentaron incrementos
significativos en los niveles de ergosterol (Figura 24), debido a la inhibicién de NCR1. Es

probable que esta inhibicion altere el flujo autofégico.

Con respecto a los fenotipos vacuolares, la condicion con la mayor fragmentacién vacuolar
en las cepas parentales fue U18 (fenotipo C) (Figura 21). Esto podria estar relacionado con
un aumento del estrés intracelular que ademas provoca una disminucién del parametro
pMax (Figura 18).

Nos hemos preguntado cémo la induccion de la autofagia por parte de Rapa puede tener
efectos positivos 0 negativos sobre este flujo. A pesar del aumento en la generacion de
autolisosomas, se puede producir una disfuncién en la degradacion de su carga, lo que
estaria generando una mayor acumulacion de esteroles (Figura 30) (Elrick et al., 2012;
Yadati et al., 2020).

48



Es interesante preguntarse qué diferencia el efecto sobre cada cepa parental, debido a que
las cepas tratadas con la combinacién Rapa-U18 mostraron diferencias significativas en los
fenotipos vacuolares obtenidos (Figura 21). Estas diferencias pueden estar relacionadas
con lo observado anteriormente en modelo murino (Figura 7), debido a que en ambos

modelos pueden ser alterados los mismos procesos.
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Figura 30. Vias celulares de autofagia que podrian verse afectadas por Rapa en NPC. En
condiciones normales, el colesterol se almacena en los lisosomas a través de endocitosis mediada
por receptores de LDL y puede ser degradado por la autofagia. Sin embargo, en células con la
enfermedad de NPC, el colesterol no puede ser liberado de los lisosomas, lo que interrumpe el flujo
autofagico. La induccion de la autofagia en células con NPC, por ejemplo, mediante el tratamiento
con Rapa, puede tener dos posibles efectos. Por un lado, se puede reestablecer el flujo autofagico
y permitir la degradacion de las cargas lisosomales incluyendo el exceso de colesterol (efecto
positivo) o pese a la induccion de la autofagia exista una degradacion deficiente de las cargas
lisosomales, por ende, el flujo autofagico no sea capaz de eliminar el exceso de colesterol no
esterificado (efecto negativo). En el dltimo caso, se favorece la acumulacién de autolisosomas y

aumenta la toxicidad celular. Figura modificada de Maetzel y colaboradores (Maetzel et al., 2014).
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Equilibrio entre fisién y fusion de vacuolas en laenfermedad de NPC y su modulacion

por Rapa

La capacidad para responder a cambios del entorno es una propiedad fundamental de los
seres vivos, incluso a nivel celular. El balance entre los procesos de fusion y fision de
membranas tiene un impacto en el volumen y el nimero de copias de los organelos
(Michaillat & Mayer, 2013). Tanto las vacuolas como los lisosomas pueden someterse a
ciclos regulados de fision y fusion. Estos organelos participan en la osmorregulacion y el
almacenamiento de aminoacidos e iones (Michaillat & Mayer, 2013; Stauffer & Powers,
2015).

En S. cerevisiae las vacuolas estan influenciadas por las condiciones del medioambiente,
como la disponibilidad de nutrientes y la fase de crecimiento. La falta de alimento y
nutrientes, por ejemplo, inactiva TORC1, complejo necesario para la fragmentacion de las
vacuolas, debido a la induccion de estrés al reticulo endoplasmético (Stauffer & Powers,
2015). Probablemente debido a este fenédmeno es que al utilizar la combinaciéon Rapa-U18
se observé una disminucion en la fragmentacién de las vacuolas (menor proporcion del
fenotipo C), en comparacion que con solo U18 (Figura 21). Ademas, se aprecio un efecto
diferencial entre las cepas, donde la cepa WE mostré un 74,69% de fenotipo C en la
condicion de U18, mientras que en la condicion de Rapa-U18 disminuy6 a un 18,12%. En
contraste, la cepa WA mostré un 30,01% de fenotipo C en la condicién de U18 y un 21,51%
en la condicién de Rapa-U18. Esto indica que Rapa logra revertir los efectos de U18 en
este fenotipo vacuolar, siendo la cepa WE la mas afectada con una mayor disminucion en
la proporcién del fenotipo C, lo que es congruente entre los rasgos analizados (uMax y

fenotipo vacuolar).

Los efectos observados con los diferentes tratamientos se deben, probablemente, a que la
modificacion del contenido de lipidos vacuolares desempefia un papel importante en la
fragmentacion de este organelo. Por ejemplo, la acumulacién de colesterol puede resultar
en lisosomas agrandados, con defectos morfolégicos en el tréfico celular y en su
funcionalidad. En estudios previos se ha demostrado que la pérdida de funcién de NPC1,
conduce a la acumulacién de colesterol en las células y estimula la actividad de mTORC1

en cultivos celulares (Davis et al., 2021).
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Por otra parte, los fenotipos vacuolares cuantificados fueron congruentes con las
cantidades de ergosterol apreciadas a través de los CTCF, sugiriendo que la acumulacién
de ergosterol esta asociada con la fragmentacién de las vacuolas, lo que es evidenciado

por el aumento de la frecuencia de los fenotipos vacuolares By C.

En las cepas parentales tratadas con U18 se observaron mayores cantidades de ergosterol
(Figura 24), lo cual se tradujo en una mayor fragmentacion vacuolar, indicando
probablemente un desplazamiento del equilibrio hacia la fisibn vacuolar. Ademas, se
observo una disminucion del ergosterol bajo la combinacién de Rapa-U18 (Figura 24),
congruente con una menor fragmentacion vacuolar, sugiriendo que la inhibicion de TORC1
por parte de Rapa podria estar implicada en este efecto. Debido a que las vias reguladas
por TORCL1 inducen la fragmentacién vacuolar (Facchinetti et al., 2008; Hosios et al., 2022;
Luo etal., 2018; Zhou etal.,, 2009) y el uso de Rapa disminuye este proceso en S.
cerevisiae. Ademas, existen factores que pueden cambiar el grado de estos efectos, entre
los cuales podrian ser las variantes presentes en los potenciales genes moduladores

identificados en las cepas parentales (Tabla 3).

AVO2y STV1: posibles genes moduladores de larespuesta a Rapa con respecto a
u18

S. cerevisiae ofrece varias ventajas para su uso en la identificaciéon de variantes mediante
mapeo genético por ligamiento, especificamente el mapeo por QTL utilizado en esta
investigacion. Una de estas ventajas es la disponibilidad de diversas plataformas con
diferentes backgrounds genéticos de S. cerevisiae (Liti & Louis, 2012), las que ya han sido
genotipificadas, tal como el panel SGRP-4X que fue utilizado en este trabajo. Esto facilita

el proceso y reduce costos y tiempo de trabajo (Ho et al., 2021).

El mapeo de QTL se basa en la alta tasa de recombinacion meidtica de S. cerevisiae, con
un promedio de aproximadamente 90 intercambios por meiosis, lo que permite una
fenotipificacion cuantitativa precisa. Ademas, posee menos complejidad genética que otros
organismos como las moscas y los roedores, lo que facilita el estudio del efecto de un solo
gen, debido a la reduccién de la redundancia genética (Ho et al., 2021; Olguin et al., 2022).
Sin embargo, la identificacion de genes moduladores de patologias humanas a través de

este modelo tiene limitaciones. Aunque dos tercios de todos los genes de S. cerevisiae
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comparten al menos un dominio de homologia significativa con los genes humanos y
aproximadamente el 30% de los genes conocidos involucrados en enfermedades humanas
tienen ortélogos en S. cerevisiae (Olguin et al., 2022; Smith & Snyder, 2006), existe la
posibilidad de identificar genes sin ortélogos humanos 0 que no posean ortélogos

funcionales. Por lo tanto, los resultados deben validarse a través de estudios funcionales.

Por esta razon, para seleccionar potenciales genes moduladores de la respuesta a Rapa
con respecto a U18, se utilizaron diferentes criterios de priorizacion (Figura 28). De los 38
genes cercanos al pico significativo resultante del mapeo de QTL con respecto al rasgo
MMéax Rapa-U18 / pMax U18 (Figura 28), se destacé la identificacion de variantes no
sinénimas entre los ortdlogos de S. cerevisiae y raton (entre las cepas C57BL/6J y FVB/NJ).
Esto permitié priorizar 9 genes. Estas etapas de seleccion permiten disminuir el nimero de

genes a validar experimentalmente y aumentar su relevancia potencial en mamiferos.

Entre los potenciales genes moduladores encontrados, se identific6 AVO2, que codifica a
una subunidad no esencial de TORC2 en S. cerevisiae. Estudios previos han demostrado
que TORC2 puede ser inhibido con tratamientos crénicos de Rapa (Schreiber et al., 2015).
AVO2 podria modular los efectos de la inhibicién de TORC2, convirtiéndolo en el principal
candidato a gen modulador de la respuesta a Rapa. Mas aun, el ortélogo humano de AVO2
es CTTNBP2, con identidad de secuencia de 29,87%. Ambas cumplen la funcién de regular

la estructura del citoesqueleto de actina (Chen & Hsueh, 2012; Wullschleger et al., 2005).

La regulacién del citoesqueleto de actina puede influir fuertemente en propiedades
biofisicas de la membrana celular. Es mas, la cantidad de colesterol presente en las
membranas regula su adhesién del citoesqueleto de actina, el cual puede impactar sobre

la sinapsis y plasticidad neuronal (Gordon-Weeks & Fournier, 2014).

AVO2 puede actuar como una proteina adaptadora para SLM1 y SLM2, sustratos de
TORC2, involucrados en la regulacion del citoesqueleto de actina (Figura 31) (Wullschleger
et al., 2005).
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Figura 31. Modelo molecular de TORC2 en S. cerevisiae. AVOl y AVO3 se unen
cooperativamente a TOR2 y median la unién de AVO2 al complejo. AVO2 es una proteina periférica,
que actia como proteina adaptadora para sustratos de TORC2, tales como SLM1 y SLM2, las que
transmiten sefales al citoesqueleto de actina para su organizacién. Ademas, LST8 se une a la regién
del dominio quinasa C-terminal en TOR2 y modula la actividad quinasa intrinseca de TOR2. TORC2
autofosforila sitios en AVO1 y AVO3, para su autorregulaciéon. Figura modificada de Wullschleger y
colaboradores (Wullschleger et al., 2005).

CTTNBP2 a diferencia de AVO2, no corresponde a una subunidad de mTORC2, pero
interactla directamente con este complejo a través de Rictor. Esta altamente expresada en
el cerebro y también regula al citoesqueleto de actina y a proteinas sinapticas que controlan

la formacién y el mantenimiento de las espinas dendriticas (Chen & Hsueh, 2012).

Ademas, se ha observado que mutaciones de pérdida de funcion en CTTNBP2 estan
relacionadas con una forma grave y familiar del trastorno del espectro autista (TEA), que se
encuentra dentro del rango de manifestaciones clinicas de NPC (Ishibashi et al., 2009). Se
han identificado 38 mutaciones en el gen CTTNBP2 en pacientes con TEA (Shih et al.,
2020). Esto sugiere que la severidad de esta enfermedad podria estar relacionada con la

via de la autofagia y la regulacion del citoesqueleto.

Por otra parte, entre los potenciales genes moduladores encontrados, también se identifico
STV1, que codifica a la subunidad del dominio vacuolar ATPasa VO, responsable de la
acidificacion vacuolar mediante su actividad transportadora de protones (Manolson et al.,
1994).
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STV1 posee diversos ortélogos humanos que codifican proteinas que cumplen su misma
funcién, donde destacan ATP6V0A4 y TCIRG1, con identidad de secuencia del 35,96% y
36,36%, respectivamente. El gen ATP6V0A4 codifica para la subunidad ATPasa vacuolar
transportadora de H+ VO a4 (ATP6VOA4), mientras que el gen TCIRG1 codifica para la
subunidad del regulador inmune de células T1l, ATPasa transportadora de H+ VO A3
(TCIRG1). Las ATPasas vacuolares (V-ATPasas) son bombas de protones rotativas,
compuestas por multi-subunidades. Son altamente conservadas a lo largo de la evolucién
y desempefian un papel crucial en la regulacién del pH de las células y sus compartimentos
intracelulares. Las V-ATPasas de la membrana plasméatica se encuentran en la superficie
de algunas células especializadas, como osteoclastos, células intercaladas del rifion y
células cancerosas metastasicas, donde secretan protones a través de las membranas al
liquido extracelular. ATP6VOA4 se encuentra en las membranas plasmaticas en algunas
células especializadas (Esmail et al., 2018; Shinwari et al., 2022). Este proceso influye en
la mayoria de las hidrolasas lisosomales, asi como en varias funciones adicionales de
sefializacién que se atribuyen a los lisosomas, como la deteccion y regulacion de la
homeostasis de nutrientes. Ademas, la interaccion proteina-proteina entre NPC1 y NPC2,
para el transporte de colesterol no esterificado, solo ocurre a pH acido, similar al del lumen

de endosomas tardios o lisosomas (Colacurcio & Nixon, 2016; Vance & Karten, 2014).

Las mutaciones de pérdida de funcién en el gen ATP6V0A4 pueden causar acidosis tubular
renal distal autosémica recesiva, un trastorno grave del equilibrio acido-base que a menudo

se acompafia de sordera neurosensorial (Norgett et al., 2012; Stover et al., 2002).

Por otro lado, las mutaciones en el gen TCIRG1 se han relacionado con osteopetrosis
autosomica recesiva y neutropenia congénita grave. Mas de la mitad de todos los pacientes
con osteopetrosis autosémica recesiva tenian mutaciones en TCIRG1. La proteina TCIRG1
juega un papel crucial en la formacién del sistema linfatico. Ayuda a que los linfangioblastos
inmaduros crezcan y migren, formando finalmente el revestimiento epitelial de los canales
linfaticos (Shinwari et al., 2022).

Asi, se puede apreciar la existencia de diversos factores que posicionan tanto a AVO2 y
STV1 en S. cerevisiae como a sus ortélogos humanos, como posibles moduladores de la

respuesta a Rapa, en comparacion con los otros candidatos.

La validacion de estos genes como moduladores de la respuesta a Rapa puede ser

realizada mediante estudios funcionales, los que podrian ser con la utilizacién de cepas
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deletantes (mutantes nulas) de S. cerevisiae para los genes identificados y/o las mismas
cepas parentales utilizadas en este trabajo modificadas con CRISPR, para determinar cémo
afecta la ausencia de cada gen seleccionado o bien las variantes identificadas en estos
genes, a la respuesta de Rapa con respecto a U18, sobre los parametros de uMax en
primera instancia. Por ejemplo, determinar si la ausencia de algun gen o variante logra

revertir la susceptibilidad de WA a la combinacion Rapa-U18.

Se espera que este conocimiento contribuya a predecir el efecto de Rapa en diferentes
pacientes, representando un avance hacia la aplicacion de la medicina de precision en el

tratamiento de la enfermedad de NPC.

Conclusiones

e En este estudio se logro identificar la concentracion de 0,25 nM de Rapa, como la
menor concentracion con un efecto diferencial sobre las curvas de crecimiento de
las cepas WA, SA, NA y WE tratadas con U18.

¢ Eltratamiento con Rapa revirtio la disgregacién vacuolar inducida por U18, dado por

la disminucién del porcentaje de los fenotipos By C en las cepas SA, NAy WE.

¢ El estudio de ligamiento identificd potenciales genes moduladores de la respuesta a
Rapa en NPC, de los cuales, después de la utilizacién de criterios de priorizacion,
destacaron AVO2y STV1.

e Estos hallazgos aprueban la hipétesis planteada en este trabajo.

Proyecciones

La validacién de los genes moduladores identificados, asi como de sus ort6logos humanos
mediante estudios funcionales, puede ayudar a comprender el papel que desempefan en
la respuesta a Rapay en la enfermedad de NPC, aumentar la comprension de la variabilidad
de esta patologia, llevar a la identificacién de nuevos blancos farmacoldgicos y permitir el

avance de la medicina de precision.
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