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Resumen:

La mitofagia es un tipo especifico de autofagia que tiene un papel esencial en el
mantenimiento de la homeostasis mitocondrial. Es ademas un proceso que asegura el
mantenimiento de la calidad mitocondrial en situaciones de estrés; de hecho, un mal
funcionamiento de los mecanismos moleculares implicados en la mitofagia esta relacionado
con distintas enfermedades en humanos. La levadura Saccharomyces cerevisiae es un
sistema modelo muy valorado en la biologia molecular de procesos bésicos, y una
excelente herramienta para el estudio de los procesos mitofagicos. Recientemente se ha
encontrado que la adaptacion al estrés requiere una activacion mitocondrial selectiva, por
ejemplo, en el caso del transportador de piruvato Mpc se basa en la regulacion coordinada
de subunidades especificas del complejo. Hasta ahora el estudio de la mitofagia en
levaduras se ha centrado casi exclusivamente en la mitofagia inducida por ayuno de
nutrientes, mientras que en las células de mamiferos esta bien establecido que la mitofagia
contrarresta el dafio causado por la despolarizacion de las mitocondrias, y su defecto se
asocia a la enfermedad de Parkinson. En este trabajo se pretende disefiar nuevas
herramientas biotecnoldgicas que permitan un estudio molecular de la mitofagia selectiva.
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Abstract:

Mitophagy is a specific type of autophagy that plays an essential role in the maintenance of
mitochondrial homeostasis. It is also a process that ensures the maintenance of
mitochondrial quality in stress; in fact, a malfunction of the molecular mechanisms involved
in mitophagy is related to different diseases in humans. The yeast Saccharomyces
cerevisiae is a model system highly valued in the molecular biology of basic processes, and
an excellent tool for the study of mitophagic processes. Recently, it has been found that
adaptation to stress requires selective mitochondrial activation, for example, in the case of
the pyruvate transporter Mpc, it is based on the coordinated regulation of specific subunits
of the complex. So far, the study of mitophagy in yeast has focused almost exclusively on
the mitophagy induced by fasting nutrients, while in mammalian cells it is well established
that mitophagy counteracts the damage caused by the depolarization of mitochondria, and
its incorrect functioning is associated with Parkinson's disease. In this work, it is intended to
design new biotechnological tools that allow a molecular study of selective mitophagy.
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ABREVIATURAS

ATP adenosin trifosfato

ADN acido desoxirribonucleico

NADH nicotinamida adenina dinucleétido

SOD superéxido dismutasa

CAT catalasa

ANT Translocasa de nucleétido de adenina
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GPx glutatién peroxidasa
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CK2 creatina quinasa 2

PINK1 protein induced kinase 1

MOMP membrana mitocondrial externa

AIF factor inductor de la apoptosis

MAC canal mitocondrial inducido por apoptosis
PTP poro de transicién de la permeabilidad
FADH2 dinucledtido de adenina flavina reducida
ETC cadena transportador de electrones

GTP guanosin trifosfato

OXPHOS fosforilacion oxidativa

ETC cadena de transporte electrénica

VDAC canal de aniones dependiente de voltaje
ROS especies de oxigeno reactivas

YPD Medio rico: extracto de levadura Peptona-Dextrosa
Tris (Hidroximetil) Aminometano

TAE Tris-Acetato-EDTA

SD Medio sintético con glucosa

SGal Medio sintético con galactosa

PEG Polietilenglicol

DsRed Proteina roja fluorescente de Discosoma sp.
mtRosella Rosella mitocondrial

Coh cohesina

Doc doquerina

pb pares de bases

PCR reaccion en cadena de la polimerasa
dNTP desoxirribonucledtidos trifosfato

TAP Tandem affinity purification

FosfATP fosfatasa alcalina termosensible
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INTRODUCCION
1. LA MITOCONDRIA

La mitocondria es un organulo celular cuya funcion mas destacable es la obtencion mediante
fosforilacion oxidativa de adenosin trifosfato (ATP), aporte energético necesario en las
reacciones bioquimicas que tienen lugar en el interior de la célula. Estos organulos,
participantes en el metabolismo celular, son uno de los componentes citoplasmaticos de las
células eucariotas. Las mitocondrias estan involucradas en otras funciones esenciales de la
célula como la regulacion de Ca2+ intracelular, la produccién y eliminacion de especies
reactivas de oxigeno, la regulacion de la muerte celular apoptética y la activacion de la familia
de proteasas caspasas (Alberts et al., 2008).

Actualmente, el origen de la presencia de estos organulos en los eucariotas se explica
mediante la teoria endosimbidtica postulada por Lynn Margulis en 1967. Segun dicha teoria,
las mitocondrias tienen su origen a partir de la fagocitosis de una bacteria aerdbica por una
célula eucaridtica ancestral (LECA) (Archivald, 2015). Dotando asi a los eucariotas de una
magquinaria energética mas eficiente que la gliclisis anaerdbica de la que antes disponian.

Cabe destacar, la semiautonomia de las mitocondrias, ya que tienen su propio ADN
mitocondrial. Su genoma esta formado por dobles hebras circulares, cada mitocondria
dispone entre cinco o diez copias de este material genético, cuya herencia es Unicamente
materna. El genoma mitocondrial codifica en humanos para 13 proteinas, todas ellas
implicadas en la sintesis de energia (Birky, 2001).

En cuanto a su distribucién, las mitocondrias son organulos heterogéneamente repartidos
entre las diferentes células de un mismo organismo dependiendo del requerimiento
energético de cada una de ellas. Su aspecto es sumamente variable, aunque comiunmente
se trata de elementos cilindricos, alargados y rigidos. En cuanto a su tamafio, son lo
suficientemente grandes para poder ser observados mediante un microscopio, y fue asi como
fueron por primera vez identificados en el siglo XIX (Martin et al., 2016; Lorenzo, asturnatura).

Las mitocondrias tienen una configuracion claramente definida compuesta por cuatro
estructuras indispensables para su correcto funcionamiento. Son organulos con una doble
membrana: membrana mitocondrial externa y membrana mitocondrial interna que no solo se
diferencian estructuralmente pero también a nivel funcional (Alberts et al.,, 2008). La
membrana externa encierra todo el contenido de la mitocondria. La membrana interna tiene
un area de superficie mucho mayor y forma una serie de pliegues, o invaginaciones, llamadas
crestas. Estas permiten una mayor capacidad para la fosforilacion oxidativa y la produccién
de energia. Las dos membranas forman dos compartimentos dentro de la mitocondria. Entre
ambas membranas, se encuentra el espacio intermembrana. Y por Ultimo, la matriz
mitocondrial que esté definida por la membrana mitocondrial interna (Owens et al., 2009).

a. FUNCIONES

La mitocondria es un organulo que lleva a cabo funciones muy importantes y dispares en la
célula. La funcion principal conocida es la de produccién de energia, en forma de ATP. No
obstante, el aporte de energia a la célula no es su Unica funcion, también participa en el
almacenamiento de calcio, produccion de calor, regulacion de la apoptosis y proliferacion
celular. Estas funciones son exclusivas de este organulo de ahi la importancia y necesidad
de un correcto funcionamiento mitocondrial (Zorov et al., 1997).
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Las mitocondrias desempefian un papel fundamental en el metabolismo oxidativo en el que
los carbohidratos y los &cidos grasos son catabolizados en equivalentes de energia (Tzagoloff
1982; Gibson 2005). . En la mayoria de los eucariotas, a partir de los acidos grasos y del
piruvato que se encuentran en el citosol se obtendra Acetil-coA en la matriz mitocondrial. Los
acidos grasos del citosol entran a la matriz mitocondrial mediante translocacion en un
transportador de carnitina. Esto ocurre si los acidos grasos son transformados en el reticulo
endoplasmatico en aciles-CoA para ser reconocidos por el transportador de carnitina
(Friedman and Nunnari, 2014). Una vez dentro de la matriz son oxidados a acetil-CoA por
medio de un proceso de 4 reacciones, denominado B-oxidacion. En levaduras, la B-oxidacion
ocurre Unicamente en los peroxisomas, existiendo un intercambio y conexién entre los
peroxisomas y las mitocondrias en estos organismos (Van Roermund et al., 2003).

El piruvato del citosol es importado a la mitocondria donde la enzima piruvato deshidrogenasa
lo transforma a dos moléculas de Acetil-coA. Este entra en el ciclo de Krebs y se somete a un
proceso catabdlico de ocho pasos, obteniéndose como resultado tres moléculas de
dinucleétido de nicotinamida adenina (NADH), una molécula de dinucleétido de adenina
flavina reducida (FADH2), una molécula de GTP (equivalente energético de ATP), y dos
moléculas de CO2 por ciclo (Owens et al., 2009). Estos electrones entraran en la cadena de
transporte de electrones de la membrana mitocondrial interna, donde mediante un proceso
denominado fosforilacion oxidativa (OXPHOS) su energia se utilizara para sintetizar ATP
(Alberts et al., 2008).

b. CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

La fosforilacion oxidativa es el proceso metabdlico que usa la célula para oxidar nutrientes
produciendo ATP. En la gran parte de eucariotas, este proceso tiene lugar en la membrana
interna de la mitocondria y se lleva a cabo gracias a la enzima encargada de la sintesis de
ATP conocida como el complejo V o complejo F1FO-ATP sintasa y la cadena de transporte
electronica (ETC). Esta cadena esta constituida por cuatro complejos: el complejo I, que
presenta diferencias estructurales entre mamiferos y levaduras, corresponde a la NADH-
ubiquinona oxidoreductasa; el complejo 1l es la denominada succinato-ubiquinona
oxidoreductasa; el complejo Il o ubiquinona-citocromo-c oxidoreductasa; y, por ultimo, el
complejo IV que es la citocromo-c oxidasa. La transferencia de los electrones entre estos
complejos se realiza mediante la ubiquinona y el citocromo c.

Pyruvate Fatty Acid

etyl CoA

TCA \ C ANT |VDAC

Cycle Acetyl CoA

NADH  FADH,
2

{n ] i.

Figura 1. Esquema del metabolismo mitocondrial (Owens et al.; 2009)
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La ETC toma los electrones de NADH y FADH del ciclo de Krebs y los pasan a O2 para formar
H20 y en el proceso, los protones (H +) se trasladan de la matriz mitocondrial al espacio
intermembrana (Owens et al., 2009).

Los electrones procedentes del NADH entran en la ETC a través del complejo I,
paralelamente los electrones provenientes del FADH2 son aceptados por el complejo I
mediante la deshidrogenacién de los intermediarios del ciclo de Krebs. A continuacién, los
electrones se transfieren al complejo 1l a través de la ubiquinona. Luego, el citocromo ¢
transfiere los electrones al complejo IV (citocromo c oxidasa), en el cual el O2 es el aceptor
final de electrones, experimentando una reduccion de cuatro electrones a H20 (Voet et al.
2002).

En este proceso, los complejos I, 1l y IV bombean protones hacia el espacio intermembrana
de la mitocondria. La translocacion de estos protones de un area de baja concentracion
proténica a una de alta concentracién por los complejos de la ETC crea una fuerza motriz
protonica que impulsa la sintesis de ATP por el complejo V (Nelson and Cox 2000). EI ATP
producido se usa en las propias mitocondrias 0 se transporta a través de su membrana
mitocondriales interna gracias a la translocasa de nucleétido de adenina (ANT) o través de la
membrana mitocondrial externa mediante el canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC)
(Owens et al., 2009).

En levadura, se ha descrito una organizacion distinta de estos complejos mitocondriales de
la ETC (Barrientos and Ugalde, 2013). En este modelo animal, existe una asociacion entre
los distintos complejos dando lugar asi a tres supercomplejos: el supercomplejo mitocondrial
deshidrogenasa; el supercomplejo citocromo bc1-COX, en dos formas predominantes 1112-1V2
y 112-1V; y el complejo dimérico/oligomérico F1FO-ATP sintasa (stuart, 2008). La asociacion
en estos complejos es una estrategia de adaptacion a las diferentes necesidades de cada
tipo celular o cambios en las fuentes de energia (Lapuente-Brun et al., 2013). En cuanto a la
funcionalidad, esta reorganizacién por supercomplejos en levaduras ha dotado a las células
de ventajas como una mayor eficiencia en el transporte de los electrones a través de la
canalizacién del sustrato (Barrientos and Ugalde, 2013). Asimismo, se ha demostrado que sin
la existencia de estos supercomplejos hay un incremento en la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Ghelli et al., 2013; Maranzana et al., 2013). Cabe destacar que
toda esta informacion es reciente y son necesarios mas estudios para conocer las proteinas
implicadas en la formacién de estas asociaciones de complejos, para tener una vision mas
clara de su funcion y de los defectos de ensamblaje de los supercomplejos. Por todo ello,
existe una necesidad biomédica para entender, entre otras cuestiones, como los
supercomplejos alterados se traducen en disfuncion mitocondrial y cémo esta puede influir en
el desarrollo de diversas patologias (Vartak et al., 2013).

c. LA MITOCONDRIA Y EL ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es un estado celular en el cual la homeostasis 6xido-reduccién intracelular
esta alterada. Esto ocurre como consecuencia de un incremento en la produccién de ROS o
por el fallo de los mecanismos antioxidantes dando lugar a dafios en las células (Rios De
Molina, 2003).

Las mitocondrias son las principales causantes del estrés oxidativo en las células mediante
la produccién de ROS através del proceso de fosforilacion oxidativa. Estas especies reactivas
de oxigeno son generadas en la cadena de transporte de electrones de la mitocondria. La
ETC es un proceso imperfecto, por lo que una parte del oxigeno es reducido de forma
incompleta, conduciendo a la produccién de ROS. Entre los distintos ROS estan incluidos:
radicales libres como el anién superéxido (02-) y el radical hidroxilo (OH), y no radicales como
el peroxido de hidrogeno (H202) (Li et al., 2013). En condiciones normales, entre el 0,4 y el
4% del oxigeno consumido por las mitocondrias da lugar a ROS (Halliwell and Gutteridge,
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2007; Murphy, 2009). Esta produccion de especies reactivas ocurre fundamentalmente en
dos sitios concretos de la cadena de transporte de electrones, el complejo | y el complejo Il
(Selivanov et al., 2011).

Las células disponen de mecanismos de seguridad que minimizan los dafos del estrés
oxidativo. Aproximadamente, el 90% del superéxido producido en las células se genera en el
interior de las mitocondrias. Por ello, las mitocondrias presentan enzimas propias con
funciones antioxidantes para reducir los niveles de ROS, tales como la superéxido dismutasa
(SOD), la catalasa (CAT) y la glutatién peroxidasa (GPx) (Alberts et al., 2008).

En condiciones controladas, las ROS median y regulan las funciones fisiolégicas del cuerpo.
De hecho, las especies reactivas de oxigeno mitocondriales sirven como moléculas
antimicrobianas, asi como sefiales del sistema inmune y de la autofagia (Dunn et al., 2015).
Asimismo, estan relacionadas con las modificaciones postraduccionales y aquellas ROS
producidas en el complejo Ill presentan funciones como la adaptacion a hipoxia (Bhat et al.,
2015; Bleier and Drose, 2013).

No obstante, la pérdida del equilibrio de eliminacién y produccion de ROS provoca una
acumulacion excesiva de estas especies reactivas (Li et al., 2013). La generacion excesiva
del anion superéxido estimula su interaccibn con otros compuestos generando ROS
“secundarias”. Por otro lado, las interacciones del radical hidroxilo con el ADN provoca dafios
en las bases nitrogenadas, purina y pirimidina, y en el esqueleto de la desoxirribosa (Halliwell
and Gutteridge, 2007). La produccion excesiva de ROS dafia las proteinas y las enzimas
mitocondriales, las membranas y el ADN, y consecuentemente interrumpe la generacion de
ATP y otras funciones clave de la mitocondria (Murphy, 2009; Droge, 2002). Los dafios del
ADN mitocondrial que no son reparados producen defectos en los complejos de la ETC,
aumentando la generacion de ROS. Este ciclo de dafios mitocondriales puede conducir a la
apoptosis celular (Bhat et al., 2015). Los dafios en el ADN mitocondrial que alteran la ETC y
producen déficits de ATP pueden provocar enfermedades neurodegenerativas, como el
Alzheimer o el Parkinson.

2. LA LEVADURA COMO MODELO DE ESTUDIO DE LA MITOCONDRIA

Dentro del reino Fungi, existe el grupo de hongos mas abundante, con mas de 64.000
especies diferentes, llamado Phylum Ascomycota al que pertenece Saccharomyces
cerevisiae, comunmente conocida como la levadura de la cerveza. Esta se caracteriza por
tener un genoma pequefio y compacto, cuya secuencia fue obtenida en 1996. Es considerado
el genoma eucariota mas conocido tanto estructural como funcionalmente ya que de la
mayoria de los 6183 genes (Dujon, 1996) que presenta se conocen sus funciones (Seres
modélicos, CSIC).

En cuanto a su homologia con el ser humano, aproximadamente un tercio de los genes de S.
cerevisiae también son hallados en humanos y muchos con funciones semejantes. A pesar
de que ambas especies hayan tenido durante millones de afios una evolucion distinta
comparten diferentes genes de un antepasado comun. Los sistemas celulares fundamentales
entre ambas especies son bastante similares: division celular, cromosomas o respuesta al
estrés. Esta homologia entre la levadura y los animales superiores es lo que ha conducido a
gue la levadura sea un modelo eucariota a nivel celular y molecular.

Las ventajas que han hecho a la levadura un modelo animal Gtil empiezan con el hecho de
ser un microorganismo eucariota y unicelular, que presenta rapidez y sencillez de crecimiento.
Asimismo, la existencia de un genoma compacto en comparacion con el del ser humano. A
mediados del siglo XX, fue descubierta su capacidad para ser modelo de estudio de la
mitocondria en vista de su habilidad para activar y desactivar la respiracion frente a cambios
en la fuente de carbono disponible en el medio debido a su capacidad fermentativa. Esta
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habilidad fue descubierta debido a su supervivencia ante mutaciones en el sistema OXPHOS
en presencia de azlcares fermentables (Ephrussi and Slonimski, 1955).

En los seres humanos, las enfermedades relacionadas con disfuncién mitocondrial se pueden
clasificar de una forma méas general en aquellas que surgen de genes de origen nuclear y
aquellas que surgen de mutaciones en el ADN mitocondrial. Las de origen nuclear pueden
subdividirse en enfermedades debidas a biogénesis mitocondrial defectuosa, importacién y
exportacion de proteinas mitocondriales defectuosas, ensamblaje defectuoso del sistema de
fosforilacion oxidativa, actividad defectuosa del sistema OXPHOS, enzimas defectuosas del
metabolismo intermediario, mantenimiento defectuoso de ADN mitocondrial, y proteinas de
control de calidad defectuosas (Rea et al., 2010). S. cerevisiae se ha usado como modelo
animal para estudiar varias enfermedades humanas que se encuentran dentro de estas
clases informando a nivel fisiologico y patoldgico (Baile and Claypool, 2013). El estudio de
alguna de estas enfermedades facilité la identificacion de la mutacién genética o el
mecanismo causante de la patologia humana (Rea et al., 2010). Por tanto y debido a la
existente conservacion de las funciones mitocondriales entre S. cerevisiae y humanos, esta
levadura es un modelo imprescindible actualmente para el estudio de este tipo de
enfermedades.

No obstante, hay que tener en consideracion la limitacion que tiene el uso de S. cerevisiae al
ser un organismo unicelular a la hora de trasladar los resultados a organismos multicelulares
mas complejos como el ser humano. Por ello, habra que realizar un escalado con células
humanas. Sin embargo, este impedimento no entorpece las grandes ventajas que tiene este
microorganismo, por lo que es considerado un modelo animal con gran potencial como
herramienta biotecnolégica para el estudio de las enfermedades mitocondriales.

3. LA AUTOFAGIAY LA MITOFAGIA

La autofagia es un proceso fisioldgico presente en todas las células eucariotas mediante el
cual se digieren proteinas u organulos citoplasmaticos en los lisosomas. El término autofagia
fue acufiado por C. de Duve en 1963 y su significado es comida (fagia) propia (auto). La
autofagia participa en diversos procesos celulares como en el metabolismo energético,
reciclaje de organulos, regulacién del crecimiento y envejecimiento. Asimismo, este proceso
ejerce de mecanismo de control de calidad citoplasmatica, eliminando aquellos organulos
dafados, microorganismos infecciosos o proteinas que sean defectuosas o estén mal
plegadas (Murrow, 2013). También, se produce una activacion de este proceso ante el estrés
celular debido a que mediante la degradacion de componentes citoplasmaticos posibilita la
obtencién de energia y nutrientes (Klionsky, 2007).

La autofagia es inducida en gran variedad de circunstancias de estrés como el déficit de
alimento, la carencia de factores de crecimiento, infecciones o estrés oxidativo. Este proceso
se activa y comienza con la formacion del fagéforo, estructura de doble membrana o cisterna
membranosa. Posteriormente, se produce la extension de estas membranas concluyendo en
la union de sus extremos, produciendo una estructura cerrada denominada autofagosoma.
Este recibira vesiculas provenientes de los endosomas facilitdndole proteinas lisosomales, o
el autofagosoma puede fusionarse a lisosomas/vacuolas para llevar a cabo la degradacion
de componentes citoplasmaticos.

Se pueden diferenciar tres tipos de autofagia: la macroautofagia proceso que ocurre mediante
los autofagosomas; la microautofagia en la cual los componentes que deben ser degradados
son recogidos por la membrana lisosomal que sufre pequefias invaginaciones, estas se
separan de la membrana y quedan en el interior del lisosoma donde los componentes que
han sido invaginados son degradados; y la autofagia mediada por chaperonas en la cual la
chaperona citosolica (hsc70) incorpora proteinas citosoélicas al lisosoma mediante un
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transportador que se encuentra en la membrana del lisosoma (LAMP-2A) (Singh, 2011;
Cuervo, 2011).

Asimismo, se puede diferenciar entre autofagia selectiva y no selectiva. En la primera aquello
gue se va a englobar primero es marcado y después es reconocido por receptores de
autofagia, un ejemplo de autofagia selectiva seria la mitofagia, degradacion especifica de
mitocondrias disfuncionales. En la no selectiva, se engloba parte del citoplasma de forma
inespecifica, tal y como ocurre en periodos de ayunas en los que se degradan componentes
para poder producir la energia y nutrientes necesarios.

Concretamente, la mitofagia es un proceso selectivo ya que el Gnico componente que se
degrada es la mitocondria. Sin embargo, la maquinaria que participa en el proceso de
autofagia de las mitocondrias es dependiente de la del proceso no selectivo, la mayoria de
genes AuTophaGy related (ATG) participantes en la autofagia general son necesarios en la
mitofagia (Eiyama et al., 2013). La mitofagia puede desempefiar un papel importante en el
mantenimiento de la funcién e integridad mitocondrial. Una deficiencia en la mitofagia causa
la acumulacion de mitocondrias dafiadas y un aumento del dafio oxidativo (Zhang et al.,
2007). Por ello, la mitofagia puede ser importante en la prevencion de ciertas enfermedades,
de ahi, la necesidad de que haya una mayor comprension de los mecanismos moleculares y
las vias reguladoras que controlan este proceso.

a. LA MITOFAGIA EN LEVADURA

Los avances moleculares en la autofagia se han producido solo durante la Gltima década
como la identificaciéon de los componentes moleculares de la via Cvt y la pexofagia (Kanki
and Klionsky, 2008). Aunque la morfologia de la autofagia se estudié por primera vez en
células de mamiferos, la mayoria de los componentes moleculares se identificaron
inicialmente en levaduras. El inicio del estudio del ambito molecular de la autofagia comenzé
con la identificacién de los genes AuTophaGhy related (ATG) mediante la seleccion genética
en levaduras (Xie and Klionsky, 2007; Klionsky, 2007). Los estudios en Saccharomyces
cerevisiae y otros hongos han permitido el aislamiento de genes ATG y caracterizar las
propiedades biolégicas de algunas proteinas Atg (Kanki et al., 2011).

En comparacién con la autofagia, los mecanismos genéticos y moleculares de la mitofagia
aln no se conocen bien. Esto se debe en parte a la ausencia de un método sensitivo y
conveniente para la induccién y deteccién de mitofagia (Kanki and Klionsky, 2008). Por
ejemplo, Tal et al. cultivan células durante mas de 3 dias para inducir la mitofagia, y Kissova
et al. utilizan microscopia electrénica para detectar la presencia de mitocondrias en la vacuola
(Kanki and Klionsky, 2008). Actualmente, la mitofagia puede inducirse mediante el cultivo de
las levaduras en medios con fuentes de carbono no fermentables por ejemplo con lactato o
glicerol. De hecho, fue asi como se identificd que los genes esenciales para la mitofagia son
los Atg.

En 2004, Kissova et al. informé que se requiere ATG5 para la mitofagia en levadura. A raiz
de ello, varios grupos de investigacion informaron del requisito de varios genes ATG para la
mitofagia y, recientemente, todos los genes ATG se examinaron para detectar mitofagia. Se
ha identificado el complejo Atg17-Atg29- Atg31 (Kanki and Klionsky, 2008); también se ha
demostrado la importancia de la presencia de Atgll, Atg20 y Atg24; asi como la existencia
de receptores especificos de mitofagia, como el Atg32.

Atg32 es una proteina especifica de mitofagia de 59 kDa localizada en la membrana externa
de la mitocondria. Su dominio N-terminal se encuentra orientado hacia el citosol, mientras
gue el C-terminal hacia el espacio intermembrana (Miller et al., 2015). En levadura, Atg32
actla como un receptor de mitofagia interaccionando con la proteina adaptadora Atglly la
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proteina tipo ubiquitina Atg8 para senalizar la mitocondria a la estructura preautofagosémica
(PAS) (Farre and Subramani, 2016).

En cuanto al mecanismo molecular en levaduras, el estimulo de mitofagia es detectado por
los sensores celulares de superficie, SInl y Wscl que activan las rutas de sefalizacion de
Hogl y Stl2 (Liu et al., 2014). Seguidamente, se produce la activacion de la casein kinasa-2
(CK2) que fosforilara las Ser-114 y la Ser-119 en Atg32. La interacccidon de Atgll con Atg32
dependerd de la fosforilacion de esas serinas. Atgll recluta la mitocondria al sitio de
ensamblaje del fagoforo (PAS) donde el autofagosoma se genera y engulle a la mitocondria.
Enlaregion PAS, Atg32 interacciona con Atg8 mediante el motivo AIM facilitando la formacion
del autofagosoma. Por tanto, las interacciones de Atg32 tanto con Atgll y Atg8 ayudan al
reclutamiento de mitocondrias al PAS en la superficie de la vacuola donde se forma la
magquinaria autofagosémica.

Se ha establecido que Atgl7, Atg29 y Atg31 son proteinas importantes en la mitofagia en
condiciones de ayuno. Esto es debido a que forma un complejo adaptador entre Atgll y el
complejo proteina quinasa Atgl-Atgl3 colaborando asi en la formacién del autofagosoma
(Eiyama et al., 2013).

Estudios recientes en nuestro laboratorio han demostrado que el Atgll, y no el receptor
Atg32, es la proteina esencial en la induccién de la mitofagia por dafio mitocondrial. Esto se
pudo demostrar mediante la induccion de la mitofagia en cepas de levadura tratadas con
valinomicina. Los resultados mostraron en qué medida participan tanto la proteina Atgll
como la Atg32, y se obtuvo que la Atgll era totalmente necesaria en la mitofagia, mientras
gue la Atg32 no es necesaria en la degradacion de la mitocondria inducida por valinomicina.
Asimismo, se comprobé que la mitofagia ocurre con mayor velocidad si hay un dafo
especifico mediante la valinomicina comparado con la falta de nutrientes.

Por ello, aunque en pocos afios ha habido grandes avances y nuevos conocimientos acerca
del mecanismo molecular de la mitofagia en levaduras, esto es solo el principio. Alun son
necesarios muchos estudios enfocados en el descubrimiento de las funciones de ciertas
proteinas y sus homologas en humanos, entre otras cuestiones, que nos ayudasen a entender
mejor las enfermedades relacionadas con fallos en este tipo de procesos.

b. LA MITOFAGIA EN CELULAS DE MAMIFEROS

En mamifero existen dos tipos de mitofagia identificada: la mitofagia mediada por receptores
de membrana y la mediada por Parkin/PINK1. También existen receptores analogos a Atg32
localizados en la membrana externa mitocondrial que presentan la secuencia W/F/YxxL/I
encargada de mediar la interaccion con LC3, ortdlogo de Atg8, para la autofagia selectiva.
Existen dos familias de receptores NIX (o BNIP3L) y BNIP3, y FUNDCL1 (Liu et al., 2014).

En referencia a NIX y BNIP3, esta familia de receptores tiene diversas funciones: actian como
reguladores de la apoptosis y la necrosis; interaccionan con LC3 a través de la fosforilacion
en las serinas 17 y 24 para activar la mitofagia en reticulocitos (Zhu et al., 2013), inducen la
mitofagia por hipoxia mediante su interaccion con Rheb, GTPasa que activa la mitofagia en
aquellas células con alta activacion de la fosforilacion oxidativa (Melser et al., 2013). La familia
NIX/BNIP3L contiene un dominio LIR, homdlogo al AIM de levaduras, que interacciona con
LC3 (Novak et al.,2010). BNIP3 contiene el dominio LIR también, asi pues, lleva a cabo las
funciones mitofagicas (Hanna et al., 2012; Zhu et al., 2013).

Por otro lado, el receptor FUNDC1 se relaciona con la induccién de la mitofagia por hipoxia,

a través de su desfosforilacion ante estrés hipoxico o pérdida del potencial de membrana. Su
desfosforilacion incrementa la afinidad por LC3, favoreciendo el reclutamiento especifico del
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autofagosoma y desechando la mitocondria afectada (Liu et al., 2014). En condiciones
normales, su tirosina 18 es fosforilada por una quinasa Src y la serina 13 por CK2, estas
qguinasas inhiben la mitofagia. Para que tenga lugar la mitofagia, tiene que ocurrir la
inactivacion de ambas. Asimismo, un descubrimiento reciente es que la fosfatasa PGMAS,
encargada de la defosforilacion de la serina 13, desfosforilada tiene alta afinidad por LCS3,
provocando la incorporacion selectiva del autofagosoma (Chen et al., 2014).

El otro modelo de mitofagia en mamiferos es la mediada por PINK1. En el Modelo PINK1-
Parkin de la induccién de mitofagia, hay dos proteinas que la median, la PINK1 que es una
guinasa de la membrana mitocondrial externa y la parkina es una E3 ubiquitina ligasa
citosdlica. Las mutaciones en los genes que codifican estas dos proteinas se han relacionado
con la enfermedad del Parkinson. En condiciones fisiologicas, PINK1 ejerce la funcion de
sensor de dafio mitocondrial que entra en el interior de la mitocondria y es velozmente
degradado por protedlisis, guedandose en niveles muy bajos. En el caso de que exista dafo
mitocondrial, la protedlisis es inhibida produciéndose la acumulaciéon de PINK1 Gnicamente
en las mitocondrias dafiadas (Youle and Narendra, 2011). Esta estabilizacion de PINK1
promueve la translocacion de parkina, PINK1 recluta a parkin. Esto permite la fosforilacion de
PINK1 en varios residuos, permitiéndole fosforilar a parkin en la Ser-65, y esto activara la
actividad de E3 ligasa (Kondapalli et al., 2012). La fosforilacion de parkin, hace que se activa
y ubiquitine diversas proteinas mitocondriales que ejerceran de sefiales moleculares
reclutando maquinaria autofagica y promoviendo la formacion del autofagosoma (Nguyen et
al., 2016). Un ejemplo de proteinas mitocondriales que se ubiquitinan son la mitofusina 1y 2
(Dengjel and Abeliovich, 2017).

a Model of mitophagy in yeast b Model of mitophagy during
red blood cell development
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Figura 2. . Representacion esquematica de los modelos de mitofagia de mamifero y levadura. (a) Modelo de
mitofagia en Levadura, es necesario el receptor Atg32 que puede unirse 0 a Atg8 por su dominio WXXL o puede
unirse a Atg 11 (proteina adaptadora) y esta, a Atg8. Cuando se produce la unién la doble membrana comienza a
sellarse formando el autofagosoma que luego se fusionan con el lisosoma. (b) Modelo de mitofagia durante el
desarrollo de los glébulos rojos. En la diferenciacion de los glébulos rojos, pierden las mitocondrias mediante
mitofagia. Las mitocondrias expresan la proteina NIX/BNIP3L aumentando su concentracion durante el desarrollo,
a través del motivo WXXL se une a LC3 (homdlogo de Atg8 en levadura) presente en las membranas de
aislamiento, se piensa que media el secuestro de las mitocondrias en autofagosomas. (c) Modelo PINK1-Parkin
de la induccién de mitofagia. En mitocondrias dafiadas empieza a acumularse de la quinasa PINK1, sefial que
produce el reclutamiento de la ubiquitina ligasa E3 (Parkin) que ubiquitina las proteinas mitocondriales haciendo
gue las mitocondrias queden envueltas en membranas de aislamiento para luego fusionarse con lisosomas. (Youle
and Narendra, 2011).
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4. APOPTOSIS

La mitocondria no solo puede sufrir mitofagia, también puede protagonizar un proceso de
apoptosis. La mitofagia y la apoptosis son procesos relacionados, ya que cuando una
mitocondria empieza a fallar, comienzan a degradarse aquellos complejos que no estan
funcionando adecuadamente. Si tras esas degradaciones no hay cambios positivos en el
funcionamiento de la mitocondria se procede con la apoptosis. La mitofagia y la apoptosis son
respuestas de la célula al estrés, una es de mantenimiento y la otra es una muerte celular
programada, respectivamente. Ambos tienen una caracteristica comun, ya que son procesos
gue estan controlados por la membrana externa mitocondrial, por el reclutamiento continuo
de componentes en esa membrana.

En mamiferos, los mecanismos de la apoptosis han sido extensamente estudiados. En este
proceso altamente regulado participan diversas familias de proteinas, algunas de ellas
interactuando con la mitocondria, como la familia Bcl-2, cuyas proteinas estan localizadas
mayoritariamente en la membrana externa de la mitocondria. Este tipo de proteinas, por
ejemplo, la proteina BAX, cuando han sido incorporadas en la mitocondria se encargan de la
permeabilizacion de las membranas mitocondriales (Priault et al., 2003).

En la apoptosis, la mitocondria tiene la funcion de expulsar algunas proteinas desde el
espacio intermembrana al citosol. Esta liberacion tiene lugar mediante un proceso
denominado permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa (MOMP). De las
proteinas liberadas por la mitocondria, actualmente, se conocen cuatro: el smac/diablo; la
endonucleasa G; el factor inductor de la apoptosis (AIF); y el citocromo c. La liberacién de
esta Ultima proteina se considera el inicio de la apoptosis (Priault et al., 2003).

La proteina BAX localizada en el citosol de células sanas de mamifero, se trasloca a la
membrana mitocondrial externa cuando se produce la induccion de la apoptosis. BAX
presenta una a-hélice, llamada a1, localizada en el extremo N-terminal entre los aminoacidos
24y 37, la cual dota a BAX de la funcién de sefial de localizacién mitocondrial (Cartron et al.,
2003). Actualmente se apoya la hipétesis que postula que tras interactuar BAX y la
mitocondria, se forma un canal mitocondrial inducido por apoptosis (MAC). Este posibilita la
permeabilizacién selectiva de la membrana al citocromo c, liberdndose al citosol. Aqui, el
citocromo c interacciona con Apafl y la procaspasa 9 iniciando la activacién de las caspasas
3,6y 7 (Lietal, 1997). Estas proteasas ejecutoras de los procesos apoptéticos actian en la
membrana mitocondrial y desencadenan la expulsion del AIF, elsmac/diablo y la
endonucleasa G a través del “poro de transicion a la permeabilidad” (PTP) (Bernardi, 1999).
El citocromo c ejerce un papel importante en la apoptosis, porgue es el encargado de activar
los siguientes pasos de este proceso, que permiten la apertura del PTP, y con ello la liberacién
de otras proteinas como el AIF y el smac/diablo (Priault et al., 2003).

No obstante, en S. cerevisiae el citocromo ¢ no produce la misma activacion de las caspasas
ni la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa como ocurre en mamiferos. Lo
gue supone una ventaja para utilizar la levadura como organismo modelo, ya que se puede
estudiar la liberacion del citocromo c en detalle, independientemente de los siguientes pasos
posteriores (Priault et al., 1999). De hecho, existe mucha controversia sobre si la apoptosis
en humanos ocurre totalmente por BAX. Por tanto, la levadura también podria servir para
descubrir una forma nueva desencadenante de la apoptosis que posiblemente en humanos
también esté. La levadura es una version simple molecular de todos los eucariotas, por lo
que, si descubres una proteina nueva estudiando en levadura, en humanos posiblemente
también exista.
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5. ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

Las enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer son muy complejas
ya que la patogénesis no se debe Unicamente a la mutacién de un gen, pero también a una
serie de procesos alterados en las células, como por ejemplo el estrés oxidativo, los dafios
en la mitocondria y la apoptosis, que terminan en la muerte neuronal.

Existe una relacion entre este tipo de enfermedades y la autofagia selectiva. Las mitocondrias
estan involucradas en procesos celulares que resultan esenciales para la supervivencia de la
célula. Las disfunciones mitocondriales incrementan la produccién de ROS afectando al DNA
mitocondrial, los componentes de la membrana y los componentes de la fosforilacién
oxidativa. Las mutaciones y alteraciones en cualquier fase de la autofagia y de las proteinas
gue participan en ella, presentes en la membrana externa mitocondrial, conducen a fallos
neuronales y, por tanto, a enfermedades neurodegenerativas.

Por tanto, se puede comprender la importancia de usar la levadura como modelo debido a
gue permite establecer de manera sencilla y clara la conexién existente entre aquellos genes
gue pueden estar implicados en este tipo de enfermedades. Los estudios con levaduras
humanizadas han proporcionado conocimientos que han ayudado a una mayor comprension
de estas enfermedades. Asimismo, los estudios con levadura pueden permitir una mejor
comprension a nivel molecular de aquellos componentes que fallan en la mitofagia selectiva
para disefiar nuevos farmacos para el tratamiento de estas enfermedades tan complejas.

En estudios anteriores de este laboratorio, se ha demostrado que los componentes de la
cadena de transporte electrénico se degradan de forma selectiva. El tratamiento con
valinomicina provoca dafios que derivan en la degradacion de los complejos | y el lll, en
cambio, los complejos I, IV y V no se degradan; existe una degradacion selectiva de los
complejos que acumulan mas estrés oxidativo (Timén et al., 2018).

El estudio de la mitofagia selectiva tiene mayor dificultad debido a que su visualizacién resulta
mas compleja porque solo tiene lugar en una parte de la membrana externa, mientras que en
la mitofagia no selectiva la fluorescencia esta presente en toda la mitocondria. Los fallos en
la reparacién de dafos puntuales de la mitocondria esta relacionado con enfermedades
neurodegenerativas. La existencia de fallos en el control de calidad mitocondrial tiene como
consecuencia que no se detecten las proteinas dafiadas, y por tanto que no se puedan
sustituir por una proteina nueva mediante mitofagia selectiva. En este control de calidad
mitocondrial participan componentes esenciales como el Atgll. En este mismo estudio
también se demostro que la sobreexpresion de Atgll induce por si misma la degradacion de
los complejos | y Il dependiente de la presencia de un dafio mitocondrial especifico (Timén
et al., 2018).
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OBJETIVOS

La mitofagia selectiva es un proceso mitocondrial cuyo campo de estudio aun esta por
desarrollar ya que tiene una gran implicacion biomédica debido a su relacion directa con las
enfermedades neurodegenerativas. El objetivo de este trabajo es profundizar en el estudio
de la mitofagia selectiva, asi como los genes y componentes que estan implicados. Para
cumplir este objetivo se han desarrollado dos objetivos especificos en el modelo
experimental de levadura:

1. Crear una herramienta biotecnolégica que nos permita alterar la localizacion de las
proteinas que participan en la mitofagia, en este caso, en la membrana externa
mitocondrial.

2. Disefio de un instrumento que nos permita visualizar el proceso de degradacion
selectiva mitocondrial.

Por tanto, la combinacion de este instrumento que nos permite visualizar la mitofagia
selectiva junto con la herramienta que nos permite realizar una relocalizacion de forma
artificial de componentes de la mitofagia selectiva para que estén continuamente actuando
en la membrana mitocondrial externa, da lugar a un sistemas aln mas efectivo y completo.
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Material biolégico y condiciones de crecimiento

Condiciones de crecimiento de levadura

Las células de levadura fueron cultivadas segun métodos estandar (Holz et al., 2003) y
crecieron en medio rico YPD o medio minimo SD a 28°C en agitacion a 200 rpm. El medio
YPD esta compuesto por glucosa (2%, m/v), peptona bacterioldgica (2%, m/v) y extracto de
levadura (1%, m/v). El medio SD tiene glucosa (2%, m/v), yeast nitrogen base (YNB, 0,7%,
m/v) y acido succinico (50 mM) a pH 5,5 ajustado con Tris. El medio SD se utiliz6 para la
seleccion de cepas mediante auxotrofias, suplementando los aminoacidos necesarios,
como histidina (100 ug /mL), leucina (100 ug /mL), metionina (100 ug /mL) y uracilo (30
Mg/mL). En el caso de comparar condiciones con fuentes de carbono diferentes a la glucosa,
esta se reemplazé por galactosa (2%, m/v) o glicerol (3%, v/v) /etanol (3%, v/v). En la
seleccion de cepas también se complementé el medio con ampicilina.

Condiciones de crecimiento de bacteria

Las células bacterianas crecieron a 37°C en sdlido o en liquido con agitacion (200 rpm) en
medio Luria Bertani (LB), cuyos componentes son: extracto de levadura (0,5%, m/v),
triptona (1%, m/v) y cloruro sédico (1%, m/v). Asimismo, para la selecciéon de plasmidos, se
suplementoé con ampicilina (50 pg/ml).

Cepas, plasmidos y cebadores utilizados
Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en el estudio.

Nombre Caracteristicas relevantes Procedencia

Cepa Escherichia coli

Células quimiocompetentes eficientes

para subclonaje Thermofisher Scientific

DH5a

Cepas de levadura
MATa; his3A1; leu2A0; met15A0;

BY4741 ura3A0 Euroscarf
Ghaemmaghami
ATG11-TAP BY4741 ATG11-TAP-His3 etal., 2003
ATG11-Doc BY4741 ATG11-TAP-Doc-Kan En este laboratorio
OM45-Coh BY4741 OM45-Coh-His3 En este estudio
BY4741 ATG11-TAP-Doc-Kan, .
ATG11-Doc-OM45-Coh OM45-Coh En este estudio
Plasmidos
pUG6-Doc Doc-[loxP-Kan+-loxP] En este laboratorio
pUG27-Cohx2-Myc Cohx2-Myc-[loxP-His5+-loxP] Sujin et al., 2016

LEUZ2, Prpns-Doc-Teyer (Dockerin
tagging plasmid)
pVT100U-mtRosella Resistencia a Ampicilina, gen URA3 Rosado et al., 2008

p415GPD-Doc Sujin et al., 2016
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Tabla 2. Cebadores utilizados en el estudio.

Cebadores Secuencia (5’a 3’) Procedencia
GPDPro_F CAGAATTACAATCAATACCTACCG Thermofisher Scientific
Cycl GCGTGAATGTAAGCGTGAC Thermofisher Scientific

CTAAATGATGCTCAGGCGCCGAAAGTAGACGCG . D
TAPDoc forward Thermofisher Scientific

AATCATCAGTCTACTAAATTATACGGCGACGTC
TCGATGAATTCGAGCTCGTTAAACTGGATGGCGG

TAPDoc reverse CGTTAGGCATAGGCCACTAGTGGATCTG Thermofisher Scientific
OM45ChkTag ATGGGGTGAAACAGCCGCTC Thermofisher Scientific
Chktapdoc ATTCCAACTACTGCTAGCGAG

KanB CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT Thermofisher Scientific
Rosella Nhel CGGCGCTAGCGTGATCAGATTTGTATAGTT Thermofisher Scientific
Rosella Sall TGCAGTCGACGGTACCGCGGGC Thermofisher Scientific

GATAAGGGTGATGGTAAATTCTGGAGCTCGAAAA
OM45 forward AGGACCCTGTAACAACACCACCTGC En este laboratorio

TAGATATATAACGGTATTTTATGTATGCAGCTATA
OM45 reverse CCCCGCATAGGCCACTAGTGGATC En este laboratorio

Métodos generales para la obtencién de DNA recombinante

Extraccion de ADN genémico

Para la extraccion de ADN gendmico, se usé el protocolo Fast isolation of chromosomal
DNA from yeast de X. Primero, se eliminé el sobrenadante de los precultivos, el sedimento
se resuspendi6 con 200 uL del tampo6n de protoplastos y se incub6 durante 1 hora a 37°C.
Después, se afadio el tampdn de lisis e incubd de nuevo 20 minutos a 65°C. Tras esos 20
minutos, se pipetearon 200 uL de Acetato potasico 5M y se centrifugd 3 minutos. El
sobrenadante se recuper6 en un nuevo eppendorf, se afiadieron 600 uL de isopropanol, se
centrifugé y se elimind el sobrenadante. Después se realiz6 el paso del lavado afiadiendo
1 mL de etanol 70%, se centrifugd, se elimind el sobrenadante y se afiadié 50 uL de H20
estéril.

Digestidn

Para la digestiébn son necesarios los siguientes componentes: enzimas de restriccion,
tampon, agua estéril y el ADN a digerir, una vez pipeteados se incuban a 37°C durante 1
hora para que ocurra la digestion. En concreto, la construccion OM45-coh se llevo a cabo
en un solo paso. En el caso de la construccion de Rosella, la digestion del inserto y del
plasmido se llevé a cabo en una digestion escalonada, debido a que las enzimas de
restriccion Nhel y Sall son eficientes con una concentracion distinta de tampoén. A
continuacion, se realizé la inactivacion por calor de enzimas, siendo a 65°C durante 30
minutos para Sall y Nhel. Se realizé una comprobacion de la digestién mediante un gel de
electroforesis de un 0,7% de agarosa.

Ligacion

La ligacion se realizé con el protocolo de ligacién de Thermo Fisher Scientific para el cual
eran necesarios los siguientes componentes en una reaccién de volumen 20 uL: 1 uL de
ADN ligasa T4, 5 uL de tampdn 5X rapid ligation, 2-4 uL de ADN del inserto, 2-4 uL de ADN
del plasmido lineal y 8 uL de agua libre de nucleasas. La ligacion se realizd a temperatura
ambiente durante 30 minutos.
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Utilizacion de fosfatasas

El tratamiento con fosfatasas del plasmido que se uso6 en la ligacion con el inserto de
Rosella se llevo a cabo mediante Protocol for nucleic acid dephosphorylation de Thermo
Fisher Scientific. Para ello, se realiz6 una reaccioén de un volumen total de 20uL con los
siguientes componentes: ADN linear del plasmido digerido, 10X tampén de reaccion
fosfatasa alcalina, FastAP fosfatasa alcalina termosensible y agua libre de nucleasas. Tras
afiadir todos los componentes, se incubaron durante 10 minutos a 37°C, y finalmente para
parar esta reaccion se usé un tratamiento con calor durante 5 minutos a 75°C.

Purificacion de ADN

Tras las transformaciones de plasmidos ligados, se procedié a la purificacion del ADN
mediante el protocolo de purificacion del kit comercial de NucleoSpin® Plasmid (Macherey-
Nagel). En primer lugar, se centrifuga el cultivo 30 segundos a 11000 g, se elimina el
sobrenadante y se resuspende el sedimento afiadiendo 250 uL de tampén Al, 250 uL de
tampdn A2, se incuba 5 minutos a temperatura ambiente y se afiaden 300 uL de tampén
A3. Después, se centrifuga 5-10 minutos a 11000 g y el sobrenadante se recupera en un
nuevo eppendorf con una columna del kit. Al sobrenadante se afiaden 500 uL del tampoén
A4, centrifuga 1 minuto a 11000 g y otros 2 minutos, se elimina el contenido que ha pasado
por la columna. Finalmente, se pipetean 50 uL de agua estéril, se incuba 1 minuto a
temperatura ambiente, se centrifuga 1 minuto a 11000 g, y el ADN contenido en el
eppendorf ya esta purificado.

Por otro lado, tras las PCR, se uso6 el protocolo de purificacibn Geneclean de MP
Biomedicals. El protocolo consiste en afiadir la solucién proporcionada por el kit llamada
Geneclean Turbo Salt 5 veces el volumen de producto de la PCR. Una vez se haya afiadido
al producto de PCR esta solucion se centrifuga durante 5 segundos a 14000 g. Después se
pasa el contenido a una columna, se pipetean a este contenido 500 uL de la solucion
llamada Geneclean Turbo Wash solution, y se centrifuga igual que en el paso anterior. A
continuacion, se realiza otra centrifugacion de 4 minutos a 14000 g. La columna se traspasa
a un nuevo eppendorf y se afiaden 30 uL de H20 estéril y se centrifuga 1 minuto a 14000
g. Se desecha la columna y el ADN recogido en el eppendorf esta listo para usarse.

A continuacién, se cuantificé la cantidad de ADN (ng/uL) empleando el NanoDrop® ND-
1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).

PCR + Gel de electroforesis

Se realiz6 la reaccion en cadena polimerasa (PCR) para la amplificacion de fragmentos
especificos de ADN con los cebadores especificos (tabla 2) con un termociclador
automatico programado para llevar a cabo los siguientes pasos Yy tiempos:
desnaturalizacion a 95°C durante 2 minutos, alineamiento a 55°C durante 1 minuto y la
extension a 72°C durante 2 minutos, asi con las repeticiones que se deseen, siendo
generalmente entre 15 y 35 ciclos como este. Seguidamente, se realizé un gel de
electroforesis de un 1% de agarosa para comprobar si el producto de PCR era el correcto.

Transformacién en levadura

Para realizar la transformacién en levadura se us6 un protocolo publicado en Nature (Gietz
& Schiestl, 2007). Una vez realizado el cultivo celular se centrifugaron las células a 3000 g
durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 1 mL de
agua estéril. De esta suspension celular se recogieron 100 uL en un nuevo eppendorf y se
centrifugaron a 3000 g durante 30 segundos, de ahi se eliminé el sobrenadante y a
continuacion se us6 el sedimento. Este se resuspendié con una mezcla maestra de
transformacion de un volumen de 360 uL compuesta por: 240 uL de PEG 3350 (50% (w/v))
esterilizado por filtracion, 36 uL de Acetato de Litio 1M, 50 uL de Carrier de ADN
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monocatenario (2 mg/mL) y 34 uL de ADN del pldsmido con agua estéril. Una vez
resuspendido se colocd a 42°C durante 40 minutos, después se centrifugaron a 13000 g
durante 30 segundos, se elimind el sobrenadante y se resuspendié el sedimento con 200
uL de agua estéril. Este volumen se pipete6 a placas con medio SD y las auxotrofias
adecuadas y se extendié por la placa con una varilla de vidrio, esterilizandola usando el
mechero Bunsen y mojandose en alcohol cada vez. Las placas se incubaron durante 3-4
dias a 30°C.

Transformacién en bacterias

Para la transformacién en bacterias se usaron células competentes DH5a y el protocolo
subcloning efficiency DH5a competent cells de Invitrogen. En condiciones de esterilidad en
el laboratorio, se pipetearon 50 uL de las células competentes y 10 uL de ADN a transformar
en un eppendorf. Se mezclaron ligeramente las células y el ADN de la transformacion, se
incubd durante 30 minutos en hielo, se realizé un choque térmico a las células de 20
segundos a 42°C y se incub6 de nuevo 2 minutos en hielo. Se afiadié 500 uL de medio (en
este caso medio LB sin ampicilina) y crecieron a 37°C durante 1 hora. A continuacion, se
centrifugaron las células y se eliminaron 300 uL del sobrenadante y con los 200 uL restantes
las células fueron diluidas para plaquearlas en placas con medio (LB con ampicilina) y se
dejaron incubar a 37°C durante la noche.

Microscopiay fluorescencia

Para los ensayos de microscopia se utilizaron células que crecieron a 28°C durante toda la
noche en diferentes medios: Sgal y SD suplementados con amino&cidos, se concentraron
las cepas 10 veces para poder observarlas al microscopio. Se empled un microscopio de
fluorescencia Leica DM5000 con el objetivo de 100x con aceite de inmersion. Para poder
observar la fluorescencia de las cepas se usaron diferentes filtros: el GFP de fluorescencia
verde con frecuencia de excitacion BP 470/40 y frecuencia de emision BP 525/50, y el filtro
N21 de fluorescencia roja con frecuencia de excitaciéon BP 515-560 y frecuencia de emision
LP 590.
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DISENO Y OBTENCION DE CEPAS OM45-COH

Las cepas de S. cerevisiae OM45-coh se obtuvieron mediante ingenieria genética y
técnicas generales para la obtencion de ADN recombinante. Estas cepas se han obtenido
realizando una insercién en el genoma de la proteina cohesina a continuacion de la proteina
ya existente OM45.

En primer lugar, se procedi6 al disefio de los cebadores con extremos colgantes
denominados OM45 forward (5° GATAAGGGTGATGGTAAATTCTGGAGCTCGAAAAAGG
ACCCTGTAACAACACCACCGC3) y OM45 reverse (5 TAGATATATAACGGTATTTTATG
TATGCAGCTATACCCCGCATAGGCCACTAGTGGATC 3'). Se disefiaron dos cebadores
en los cuales se ha mantenido la parte fija, procedente del plasmido pUG27-coh-myc
descrito en el articulo (Sujin et al.; 2016); y, por otro lado, la parte colgante se cre6 de nuevo
para poder producir la recombinacion homologa en el sitio del genoma donde se encuentra
OM45, lugar diferente de insercién al del articulo original (Figura 3).

PRIMER PARTE COLGANTE OM45 PARTE FIJA PUG27
OM45
forward

OM45 | TAGATATATAACGGTATTTTATGTATGCAGCTATACCCC GCATAGGCCACTAGTGGATC

reverse

GATAAGGGTGATGGTAAATTCTGGAGCTCGAAAAAGGAC | CCTGTAACAACACCACCTGC

OM45 forward

PARTE FIJA
PUG27

PARTE
COLGANTE
OM45

5 L 3

PUG27-
Cohx2-Myc

I

3 5
PARTE

COLGANTE g
OM45 PARTE FIJA

PUG27

A B \ﬁe
(o)

Figura 3. Disefio de cebadores OM45 forward y reverse. En la tabla superior estan explicadas las
secuencias de ambos, con cada una de las partes. Estos estdn formados por una parte fija,
procedente de un articulo publicado (x), y una parte colgante disefiada en este estudio para que
produzca la recombinacion homologa a continuacion del gen OM45. En la figura A, esta explicado el
disefio de la parte colgante para que la recombinacion se haga a continuacion del gen OM45 sin el
stop, y el cebador reverse, la parte colgante esta una distancia minima del gen OM45 y también a la
distancia adecuada del siguiente gen. En la figura B, se observan los cebadores completos (con
parte fija y colgante) por donde amplificaran el plasmido pUG27-coh2-myc. La parte fija (ya disefiada
en el articulo Sujin et al.; 2016) de los cebadores sera la encargada de hibridar con este plasmido y
el producto de PCR (2 Kpb) contendra la cohesina y la histidina.
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Existen ciertos aspectos importantes que se consideraron a la hora de disefiar los
cebadores. En primer lugar, en la parte colgante del cebador, por donde se realiza la
recombinacion homologa con OM45, no se ha incluido el “stop” para que la insercion de la
cohesina se haga a continuacién del gen OM45 y se traduzcan de forma seguida. Asimismo,
otra cuestion a la que se dio importancia es la distancia entre los cebadores, existe una
separacion de 200 nucledtidos aproximadamente, distancia establecida para editar
minimamente el genoma. Otra consideracién que se tuvo en cuenta fue no afectar ningin
promotor, el siguiente gen mas proximo en direccion 3'-5" es VHS2, y esta a una distancia
adecuada del OM45 reverse, suficiente para que no afecte a su expresion.

Una vez disefiados los cebadores, se llevo a cabo una PCR del plasmido pUG27-coh-myc
para amplificar la proteina cohesina. Para ello, las condiciones que se usaron fueron las
descritas en materiales y métodos, y la reaccién de volumen total 50 uL constaba de los
siguientes componentes: 1uL de pUG27-coh-myc, 1 uL de OM45 forward, 1 uL de OM45
reverse, 5 uL de tampén X, 5 uL de dNTPs 10X, 2 uL de magnesio, 1 uL de polimerasa y
34 uL de H20 estéril. Posteriormente, se realizo la comprobacion de la PCR con un gel de
electroforesis de agarosa. En este, se inyectaron 12 uL del producto de PCR con loading
buffer. Los resultados del gel fueron positivos, ya que el producto obtenido tiene
aproximadamente 2 Kpb, tamafo que coincide con el fragmento de pUG27 (que contiene
cohesina y la auxotrofia histidina) que se amplificé en la PCR.

Figura 4. Gel de electroforesis comprobacion del producto de PCR del plasmido pUG27-coh-myc. El producto
de PCR esperado es el fragmento de 2 Kpb que contiene el gen de cohesina y la auxotrofia histidina.
En la imagen se pueden observar dos lineas, la de arriba corresponde al tamafio esperado de 2 Kpb
y el de menor tamafio es debido a primer-dimer, comdn en este tipo de PCRs.

A continuacién, este producto de la PCR se utilizé6 para realizar la transformacién en
levadura con el protocolo publicado en Nature (Gietz & Schiestl, 2007) tal y como viene
detallado en el apartado de materiales y métodos. Tras la transformacion, se crecieron las
cepas de levadura en placas con SD e histidina, y para proceder con el siguiente paso, se
crecieron 7 colonias en medio SD e histidina a 28°C durante toda la noche.

Posteriormente, se realiz6 una extraccion de ADN genomico, para comprobar que la
integracion de la cohesina a continuacion del gen OM45 habia sido correcta. Para ello, se
uso el protocolo Fast isolation of chromosomal DNA from yeast, tal y como esta detallado
en materiales y métodos. Y de la extraccion del ADN gendmico se realiz6 una PCR con las
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condiciones y componentes anteriormente explicados para comprobar la insercion,
cambiando esta vez Unicamente el ADN que es el gendmico obtenido en el paso anterior,
y los cebadores son el KANB (como forward) y OM45ChkTag (como reverse). Ambos
cebadores fueron disefiados para amplificar especificamente la insercion de cohesina a
continuacion del gen OM45 cuyo producto fuera de 400 pb.

A modo de comprobacién se realiz6 un gel de electroforesis de agarosa para observar si
habia positivos en las transformaciones realizadas. El gel indic6 que de las 7 colonias
obtenidas hubo positivos en las nimero 3, 4 y 6 ya que el tamafio del producto de PCR, es
decir, del fragmento amplificado por los cebadores KANB y OM45ChkTag es de 400 pb y
solo se ven tres lineas que tengan ese tamafio en el gel.

Figura 5. Gel de electroforesis de agarosa para comprobar la existencia de positivos en las 7 colonias
de S. cerevisiae OM45-coh de las que se realizé la extraccion de ADN genémico. De las 7 colonias,
las numero 3, 4 y 6 son positivas, con un tamafio de 400 pb, indicando una correcta insercion de la
proteina cohesina en el genoma de la levadura.

Una vez comprobada la transformacion con el gel, las colonias positivas de la
transformacioén se crecieron en nuevas placas para separarlas de las colonias con resultado
negativo en la transformacion. Por tanto, las colonias de la transformacién que estaban en
placas de SD e histidina, esta vez crecieron solo en YPD, sin histidina, ya que como son
positivas, la insercion de la cohesina tiene la auxotrofia histidina y, por tanto, no necesitan
un medio que le proporcione ese aminoacido, ya que la insercion se encuentra ya formando
parte del genoma de la levadura. Las placas de YPD con las levaduras ya transformadas
con OM45-coh2 crecieron a 26°C durante toda la noche, y al dia siguiente se comprob6 que
habian crecido como era de esperar.

DISENO Y OBTENCION DE CEPAS ATG11-TAP-DOC

En el laboratorio en paralelo se hizo la construccion del plasmido pUG6 con el inserto de la
doquerina. Este fue usado para la obtencion de cepas Atgl1-tap-doc, para ello se procedio
a la obtencion del fragmento del plasmido pUG6 con la doquerina, para transformarlo en
cepas de la coleccion con el gen Atg11 unido al epitopo Tap.
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En primer lugar, se realizé la PCR del plasmido pUG6 usando los cebadores TAPDoc
forward y reverse, con el fin de amplificar el fragmento Doc-loxP-Kan-loxP. El producto de
la PCR fue analizado con un gel de agarosa y la banda coincidia con el tamafio del
fragmento amplificado. Tras la PCR, se procedié a la purificacién del producto con el
protocolo de purificacién Geneclean de MP Biomedicals, detallado en materiales y métodos.

A continuacion, se hizo la transformacion en levadura de las cepas de levadura que
contenian el Atgll unido a TAP y la auxotrofia HIS3 usando el protocolo publicado en
Nature (Gietz & Schiestl, 2007) descrito en el apartado de materiales y métodos. Como
resultado, al realizar la recombinacion homologa se sustituy6 un fragmento del genoma en
el que se encontraba la auxotrofia histidina y se insert6 la auxotrofia de kanamicina junto a
la doquerina. Y, por ultimo, las células de levadura transformadas que contienen ATG11-
TAP-Doc fueron plagueadas en YPD con 100ul de antibiotico Geneticina (Life
Technologies).

A B

: TAPDoc Forward _m I |-
3 X X 5
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—@— @
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\ 4
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3’ 5

Figura 6. (A) Amplificacién con los cebadores TAPDoc forward y reverse del fragmento Doc-loxP-Kan-
loxP del plasmido pUG6 para su posterior insercién en el genoma de las cepas Atgll-Tap. (B)
Insercion por recombinacion homologa del fragmento obtenido por amplificacion en la figura A en el
genoma de las cepas Atgll-Tap, sustituyendo la auxotrofia histidina por kanamicina, obteniendo
como resultado cepas ATG11-TAP-DOC.

DISENO Y OBTENCION DE CEPAS ATG11-TAP-DOC + OM45-COH

De la misma forma que se ha explicado la obtencion en los dos apartados anteriores de las
cepas OM45-COH y ATG11-TAP-DOC, se obtuvo la combinacion de ambas. En primer
lugar, las cepas de ATG11-TAP que contenian la auxotrofia HIS3, al transformarlas y
obtener las cepas de levadura ATG11-TAP-DOC se sustituyé la auxotrofia histidina por la
de kanamicina. A continuacion, sobre esta cepa ATG11-TAP-DOC se pudo transformar, se
repitié el procedimiento explicado en los apartados anteriores, para obtener la cepa ATG11-
DOC-OM45-COH.
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INSERCION DEL GEN ROSELLA (de pVT100) EN p415
PCR, Purificacion y digestion de Rosella

En primer lugar, se realiz6 una PCR del pldsmido pVT100. Para ello, en los primeros
intentos de PCR lo realizabamos con el cebador BamHI, pero como este cebador tiene
actividad estrella cortaba el plasmido por sitios no deseados. Por tanto, se decidié usar otro
cebador que sustituyese a BamHI y ese fue SALI. La reaccion de PCR constaba de un
volumen total de 50 uL con los siguientes componentes y volimenes: 1 uL del plasmido
pVT100, 2 uL del cebador Nhel, 2 uL del cebador Sall, 5 uL del tampdn KCL, 5 uL de dNTPs,
2 uL de magnesio, 1 uL de ADN polimerasa y 32 uL de H20 estéril; y las condiciones que
se aplicaron en el termociclador fueron las descritas en el apartado materiales y métodos.
El PCR con SALIy Nhel proporcioné el gen Rosella como producto, que posteriormente, se
introducira en el plasmido p415. Seguido de la PCR, se realiz6 una purificacion del producto
de la PCR usando el protocolo de purificacion denominado Geneclean y se us6 el nanodrop
para realizar una cuantificacion de la concentracion del ADN del producto de Rosella y la
concentracion obtenida fue 145, 9 ng/uL. Y, por ultimo, para comprobar la PCR se realiz6
un gel de electroforesis con los productos obtenidos, siendo los resultados del gel positivos
para las dos reacciones de PCR que se llevaron a cabo.

A continuacion, se procedi6 con la digestion del producto Rosella, para ello se deben usar
las mismas enzimas de restriccion que se usaran en la digestion del plasmido p415 al que
se ligara el producto de PCR Rosella. Por tanto, se usaron las enzimas de restriccion Nhel
y Sall. En este caso, sera una digestion escalonada ya que las enzimas de restriccion Nhel
y Sall son eficientes con una concentracion distinta de tampon, por tanto, la digestion se
realiza en dos fases. En la primera digestién el volumen total es 20 uL y los componentes
usados fueron: 5 uL del producto de PCR Rosella, 2 uL del tampdn Tango 1X, 1 uL de la
enzima de restriccion Nhel y 12 uL de H20 estéril. Se dejo incubar 1 hora a 37°C, y a esa
primera digestion, se le afiadieron los componentes de la segunda digestion, es decir, mas
volumen del tampén Tango y la enzima de restriccion Sall: 4,4 uL del tampén tango 1Xy 1
uL de la enzima de restriccion Sall. Y se dejo digerir durante 2 horas incubandolo a 37°C.
Por ultimo, se realiz6 la inactivacion de las enzimas usadas en la digestion tratandolas con
calor: 65°C durante 30 minutos.

Digestion, purificacidon y tratamiento con fosfatasa del plasmido p415

El plasmido p415 fue seleccionado, tras realizar varios intentos con el plasmido P413 y no
obtener buenos resultados. En primer lugar, se procedio a realizar la digestion del plasmido
seleccionado, primero con Nhel y Buffer Tango 1X, y segundo con Sall y Buffer Tango 2X,
de la misma manera que la descrita en la digestién del producto de PCR Rosella y con
condiciones idénticas. Y a modo de comprobacion se realizé un gel de electroforesis y se
obtuvieron resultados positivos, indicando que la digestidon se habia realizado de la manera
correcta.

Seguidamente, se purificd el plasmido digerido con el protocolo de purificacion denominado
Geneclean, explicado en materiales y métodos, y se usé el Nanodrop para la cuantificacién
de la concentracion del ADN de p415, siendo esta 11,9 ng/uL. Después, se trat6 el plasmido
digerido con fosfatasa para inactivar el fosfato del extremo 5’ del ADN para que no ligase
por esa zona. Esto se realizé con el protocolo de Thermo scientific llamado “Protocol for
nucleic acid dephosphorylation”, explicado en el apartado de materiales y métodos.
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Ligacion de Rosella-p415 y transformacién con células competentes

Una vez amplificado el gen Rosella y digerido el plasmido p415, se realiz6 la ligacion de
este inserto y este plasmido. Se realizaron dos ligaciones con el protocolo de ligacién de
Thermo Fisher Scientific con un volumen total de reaccién de 20 uL: 1 uL de ADN ligasa
T4, 5 uL de tampdn 5X rapid ligation, 2-4 uL de ADN del inserto, 2-4 uL de ADN del plasmido
lineal y 8 uL de agua libre de nucleasas. La Unica diferencia entre las dos reacciones de
ligacion que se hicieron fue el volumen del inserto y del plasmido, en la ligacién 1 se
afadieron 4 uL de inserto Rosella y 2 uL de p415, mientras que en la ligacién 2, 2 uL de
inserto Rosella y 4 uL de p415. Ambas ligaciones se realizaron a temperatura ambiente
durante 30 minutos.

Por dltimo, se realiz6 la transformacion en levadura usando el protocolo subcloning
efficiency DH5a competent cells de Invitrogen detallado en materiales y métodos. El ultimo
paso del protocolo fue plaguear las células transformadas en placas de LB y ampicilina (solo
las células transformadas que contengan el plasmido ligado al inserto seran las que
desarrollen la resistencia ampicilina, ya que el plasmido se replicara produciendo la
resistencia a ampicilina, y las células al ser resistentes creceran en medio con ampicilina)
y crecieron a 37°C durante 1 dia. Tras ese periodo de tiempo, en las placas habian crecido
colonias, estas se cogieron y pusieron el LB y ampicilina en tubos de cultivo, y se dejaron
incubando a 37°C durante una noche. Por ultimo, se aplico el protocolo de purificacion
Nucleospin plasmid detallado en el apartado de materiales y métodos.

Por ultimo, se realiz6 una digestion con las enzimas de restriccion BamHI y Nhel para
comprobar si habia insercion. Para ello, con un gel de electroforesis se observaron 8 lineas
con un tamafo de X correspondiente al tamafio del inserto de Rosella, por tanto, 8 de las
12 transformaciones eran positivas. De esas 8 se seleccionaron 4 y se midieron con
Nanodrop sus concentraciones de ADN (siendo 512,6 ng/uL; 516,9 ng/uL; 430,6 ng/uL;
433,8 ng/uL). Como paso final, se comprob6 por secuenciacion que la ligacién habia
ocurrido de la forma esperada. La secuenciacion realizada fue Sanger por capilar, con el
aparato 3130x/Genetic Analyzer de Applied Biosystems y con el cebador GPDpro_F.

oo wew o —

Figura 7. Gel de electroforesis de agarosa para comprobar que la ligacion del inserto Rosella y el
plasmido p415 era la esperada. De las 12 transformaciones realizadas, se obtuvieron 8 positivos de
ligacién ya que se observan 8 lineas de tamario X, correspondiente al inserto Rosella.
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CONSTRUCCIONES DE LEVADURA CON ROSELLA

Por ultimo, se procedi6 a la transformacion de las tres diferentes cepas ya explicadas:
OM45-COH, ATG11-TAP-DOC y ATG11-DOC-OM45-COH con el plasmido obtenido en el
apartado anterior, y en paralelo, como control, se ha transformado con la version
mitocondrial de Rosella (Mijaljica et al.; 2011). Se realizaron cultivos de las transformaciones
con medios SD y Sgal suplementados con los aminoacidos URAS3 (uracilo), HIS3 (histidina)
y MET17 (metionina), ya que el plasmido p415 usado en la construccion de rosella tiene la
auxotrofia LEU3 (leucina), es decir, el control. Las cepas que crecieron en estos medios se
concentraron 10 veces y se observé con el microscopio de fluorescencia Leica DM5000 con
el objetivo de 100x con aceite de inmersion.
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DISCUSION

En este estudio se hizo uso de Rosella, un marcador fluorescente que se caracteriza por
ser un biosensor de doble emision formado por una proteina fluorescente roja estable al pH
y una proteina fluorescente verde sensible al pH. Bajo condiciones de crecimiento, las
células “wild-type” muestran tanto la fluorescencia roja como verde de forma caracteristica
a la mitocondria. Ante escasez de nitr6geno, condicidon que induce la mitofagia, las células
muestran fluorescencia roja pero no verde. Por tanto, Rosella se puede usar para la
medicion y observacién del proceso de mitofagia en células.

La construccion de Rosella se transformé con cepas de levadura con la insercion Atgll-
tap-doc+OM45-coh. La eleccion de plasmidos en los que estuviesen incluidas la doquerina
y cohesina se realiz6 porque las interacciones cohesina-doquerina son de las mas potentes
del tipo proteina-proteina en la naturaleza.

En cuanto a la proteina OM45 fue elegida porque es una proteina embebida en la
membrana externa mitocondrial, con una parte hacia el espacio intermembrana (extremo
N-terminal) y otra hacia el citoplasma (extremo C-terminal); se localiza exclusivamente en
la membrana externa mitocondrial y se caracteriza por ser una proteina muy abundante.
Asi pues, se situa donde se desea que se localice la proteina Atgll que participa en la
mitofagia y donde queremos situar el marcador Rosella para estudiar este proceso.
Asimismo, el mutante de OM45 no tiene un fenotipo claro, es decir, su funcién no esta
definida, pero se conoce que no es esencial para el funcionamiento de la mitocondria. A la
hora de iluminar con el marcador Rosella es imprescindible que no sea una proteina
esencial para la modificacion no afecte al funcionamiento de la mitocondria y no rompa la
homeostasis. Por tanto, la proteina OM45 fue elegida también porque no tiene una funcion
esencial.

Paralelamente en el laboratorio, se hizo un estudio para demostrar mediante un goteo que
la adicion de la cohesina a la proteina OM45 no tenia ningun efecto en el crecimiento con
glicerol y por tanto que la mitocondria estaba en buen estado. Esto evidencia que la
insercion de la cohesina a OM45 modificara la funcién de esta proteina, pero la mitocondria
tiene otras vias para poder llevar a cabo esa funcion, es decir, la mitocondria se adapta a
este cambio al no ser una funcién esencial.

Por otra parte, la eleccién del adaptador Atgll porque en estudios anteriores en este
laboratorio se demostré que participa en la mitofagia selectiva. Se han llevado a cabo
distintos estudios en los que se obtuvieron buenos resultados, y el tema de mi TFG es una
continuacion de ellos.

Todos estos componentes se utilizaron para obtener tres cepas de levadura diferentes: la
cepa OM45-coh, la cual se obtuvo mediante la insercion de la cohesina a continuacion del
gen OM45 presente en el genoma,; la cepa Atgl1-Tap-doc, la cual se consigui6 a través de
la insercion de la doquerina seguida del epitopo Tap que se encontraba al lado del gen
ATG11; y, por ultimo, la cepa Atgll-Tap-doc+OM45-coh, que se consiguid de la
combinacion de las dos anteriores.

Por otro lado, la construccion del pldsmido p4l15+Rosella con el fragmento Rosella-
doquerina se transformé con estas tres cepas, el cual se espera que se localice e ilumine
la membrana mitocondrial externa. Asimismo, como control también se transformaron las
tres cepas con el sistema Rosella mitocondrial (mtRosella), el cual se localiza en la matriz
mitocondrial (Mijaljica et al.; 2011). Finalmente, se observaron bajo microscopio solo: los
controles de la cepa silvestre y la cepa Atgll-Tap-doc+OM45-coh transformadas con
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DISCUSION

mtRosella; y la cepa silvestre y la cepa Atgll-Tap-doc+OM45-coh transformadas con el
p415+Rosella-doquerina.

Cepas BY4741 y Atgl1-Tap-doc+OM45-coh transformadas con mtRosella

pHluorin DsRed.T3 Overlay

Figura 8. Deteccidn de mitofagia con microscopio de fluorescencia en cepas de levadura BY4741 con
el sistema mtRosella crecidas en medio de activacion parcial Sgal.

En las cepas silvestres al insertar el sistema mtRosella, sin modificar, este marcador se
localiza en la matriz mitocondrial debido a la secuencia lider mitocondrial. Al estar en la
matriz mitocondrial, formando parte de una solucién y con un pH de 8,2 ambas proteinas,
verde y roja, fluorescen. Como podemos observar en la figura 8, se visualizé en el
microscopio la fluorescencia verde (pHluorin) y roja (DsRed.T3) del marcador Rosella y no
se vio ninguna diferencia entre ellos.
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pHIluorin DsRed.T3 Overlay

Figura 9. Deteccién de mitofagia con microscopio de fluorescencia en cepas de levadura Atg11-TAP-
Doc+OM45-coh con el sistema mtRosella crecidas en medio de activacion parcial Sgal.

En la figura 9, se puede observar la fluorescencia de las proteinas verde (pHluorin) y roja
(DsRed.T3) en la matriz mitocondrial porque se us6 el mtRosella que se localiza en la matriz
gracias a la secuencia lider mitocondrial. A pesar de que la cepa de levadura Atg11-TAP-
Doc+OM45-coh disponga de la cohesina, como el marcador Rosella no es el de la
construccion del plasmido p415 con doquerina, no puede anclarse a la membrana
mitocondrial externa. Por otro lado, no se observan diferencias entre la fluorescencia verde
y roja como se esperaba, ya que el marcador Rosella al encontrarse diluido en la matriz
puede expresar ambas proteinas correctamente.
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Cepas BY4741 y Atgl1-Tap-doc+OM45-coh transformadas con p415+Rosella-doc

pHIluorin DsRed.T3

Figura 10. Deteccion de mitofagia con microscopio de fluorescencia en cepas de levadura BY4741
transformadas con la construccién p415+Rosella crecidas en medio de activacion parcial Sgal.

En este caso, las cepas han sido transformadas con la construccion de Rosella realizada
en este estudio. Esta construccion consistia en la insercién del fragmento Rosella del
pVT100 al lado de la doquerina del plasmido p415, inhabilitando asi que Rosella se localice
en la matriz mitocondrial ya que no dispone de la secuencia lider mitocondrial. Al tener esta
cepa silvestre Rosella+doquerina, necesitaria la existencia de la proteina cohesina junto a
una proteina de la membrana mitocondrial externa (como OM45) para que existiese la
interaccion cohesina-doquerina y Rosella pudiese localizarse e iluminar esta membrana.
Sin embargo, el Rosella-doquerina en la figura 10 se ve difuso ya que no se puede localizar
en la membrana porque al tratarse de la cepa silvestre no se ha realizado la insercién de la
cohesina al lado de OM45. Por tanto, como se puede observar en la figura no hay
fluorescencia de Rosella se ve difusa.
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pHluorin DsRed.T3

Figura 11. Deteccion de mitofagia con microscopio de fluorescencia en cepas de levadura Atg11-TAP-Doc+OM45-coh
transformadas con la construccion p415+Rosella crecidas en medio de activacién parcial Sgal.

Las cepas Atgll-TAP-Doc+OM45-coh, contienen el OM45 embebido en la membrana
mitocondrial externa y unido a él, la cohesina. Esta serd capaz de interaccionar con la
doquerina unida a la rosella y, por tanto, como era de esperar habra fluorescencia verde.
Esto significa que el marcador Rosella se localiza en la membrana mitocondrial externa
gracias a la interaccién cohesina-doquerina. Sin embargo, en la figura 11, se observa que
no hay fluorescencia roja, eso es debido a que la proteina DsRed.T3 necesita formar
tetrAmeros para producir la fluorescencia. Sin embargo, solo es capaz de hacerlo cuando
esta soluble en la matriz o en el citoplasma como es el caso de las cepas anteriores. No
obstante, en esta cepa como esta anclada a la superficie de la membrana mitocondrial
externa por la cohesina, no le permite formar los tetrdmeros y no emite fluorescencia roja
(Figura 12).
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Tabla 3. Tabla comparativa de emision de la fluorescencia verde y roja por el marcador Rosella en
las diferentes cepas observada al microscopio transformadas con mtRosella y la construccion
Rosella-doquerina. Se puede observar que las cepas BY4741 y Atgll-Tap-doc+OM45-coh
transformadas con mtRosella, se observa la fluorescencia verde y la fluorescencia roja DsRed.T3,
ya que se localiza en la matriz y al estar en una solucién puede formar los tetrameros para poder
producir fluorescencia roja. En contraposicion, cuando estas dos cepas son transformadas con la
construccion Rosella-doc es necesaria la existencia de la cohesina junto el OM45 en la membrana
mitocondrial para que Rosella produzca fluorescencia verde. Por tanto, en el caso de la cepa BY4741
con Rosella-doc al no disponer en el genoma de OM45-cohesina, Rosella no se localiza en la
membrana y se queda soluble en el citoplasma, por tanto, la fluorescencia verde se ve difusa y la
roja si que se expresa al estar soluble en el citoplasma puede formar los tetrAmeros necesarios para
producir la fluorescencia roja. Sin embargo, en la cepa Atgll-Tap-doc+OM45-coh, Rosella si que
se localiza en la membrana externa mitocondrial al interaccionar la cohesina y la doquerina, por
tanto, se aprecia la mitofagia de la membrana con la fluorescencia verde; pero, la proteina DsRed.T3
de Rosella no es capaz de producir fluorescencia roja (ausente el punto rojo), ya que al estar fija en
la superficie de la membrana por topologia no puede formar los tetrameros.

mtROSELLA ROSELLA-DOC

* 2 ®

BY

ATG11-DOC+ OM45-COH %

\

En cuanto a la construccion Rosella-doquerina se ha observado que se localiza en la
membrana mitocondrial externa por la interacciéon cohesina-doquerina como se observa en
la Figura 11. Asimismo, en las cepas en las que se ha transformado con Rosella-doquerina
pero que no constan en el genoma de la proteina OM45 (en la membrana mitocondrial
externa) unida a la cohesina, la fluorescencia se ve difusa porque Rosella no puede
localizarse en la membrana (Figura 12). Esto es debido a que no existe interaccion
cohesina-doquerina, y, por tanto, como era de esperar no existe fluorescencia. Por tanto,
se ha podido observar que la herramienta biotecnologica que nos permite alterar la
localizacién de las proteinas que participan en la mitofagia se ha disefiado con éxito. Y,
ademads, se puede afirmar que la construccion Rosella-doquerina es un buen instrumento
para visualizar el proceso de mitofagia selectiva en una zona concreta, ya que los resultados
de microscopia son buenos.

Por otro lado, la localizacion del Atgll con el sistema cohesina-doquerina en las cepas
Atgl1-Tap-doc+OM45-coh nos da evidencia de que la proteina Atgl1 por si misma no esta
induciendo la mitofagia selectiva de la membrana mitocondrial, ya que en la Figura 11 no
se observan muchas vesiculas, y tampoco se aprecia que la mitocondria esté amorfa o con
alguna malformacion. Por tanto, se deduce que hace falta algin componente mas. El
experimento siguiente seria estudiarlo en mitofagia, con medios sin amino&cidos y eso es
un trabajo de unos cuantos meses mas. Por tanto, se puede concluir que el sistema
funciona, y ademas este mutante no es tan fuerte como para impedir que se use ya que no
destruye toda la mitocondria. Se espera que el sistema se potencie cuando se induzca la
mitofagia, ya que al ser un proceso multifactorial al haber ya uno de los factores reclutado
(Atgll) el proceso ira mas acelerado.
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CONCLUSIONES

1. Lainsercién de la cohesina a continuacion de la proteina OM45 es correcta porque
hay produccion de ambas proteinas. La interaccion cohesina-doquerina es potente,
la unién es fuerte y, por tanto, es un sistema que funciona. Esta herramienta OM45-
coh que nos permite alterar la localizacion de las proteinas que participan en la
mitofagia y fijarlas a la membrana mitocondrial externa funciona.

2. La construccion Rosella-doquerina se une bien al sistema de anclaje de membrana
mitocondrial externa disefiado (OM45-coh).

3. La construccién de Rosella-doquerina como instrumento que nos permita visualizar
el proceso de degradacion selectiva mitocondrial tiene buenos resultados en
microscopia, ayudando al estudio de la mitofagia selectiva.
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EXPERIMENTOS FUTUROS

Esta herramienta se va a usar en estudios de mitofagia en las que las condiciones seran de
ausencia de aminoacidos, se analizaria la mitofagia en diferentes condiciones como en
presencia de valinomicina, cambio diduxico y ayuno de nitrdgeno; como se realizé en
estudios de mitofagia anteriores en este laboratorio (Timén et al., 2018). Asimismo, se
puede usar para estudios posteriores diferentes a la mitofagia como por ejemplo para
estudiar la peroxifagia. Si en vez del OM45, se inserta la cohesina a una proteina de
membrana externa del peroxisoma, se puede estudiar la peroxifagia. Por tanto, se podrian
reclutar otros componentes que no fueran el Atgll, y ademas participaran en otros
procesos de interés cientifico. Desarrollar estas herramientas permite cambiar la
localizacion de cualquier proteina, o incluso inducir de forma permanente la interaccion de
dos proteinas. Esto ultimo es interesante para reconducir el metabolismo en la célula, por
lo tanto, se continuara en el laboratorio con su estudio.
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