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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 basicos, y una excelente
herramienta para el estudio de los procesos mitofagicos. Recientemente se ha encontrado
que la adaptacion al estrés requiere una activacién mitocondrial selectiva, por ejemplo, en el
caso del transportador de piruvato Mpc se basa en la regulacion coordinada de subunidades
especificas del complejo. Ademas, se ha demostrado que la actividad respiratoria alta y/o la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial por el tratamiento con valinomicina,
aumenta la tasa de degradacion de complejos especificos de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial. Nuestros resultados previos muestran que existen mecanismos de
mitofagia selectiva en estas condiciones, y nuestra investigacion actual se centra en descifrar
los mecanismos moleculares de este proceso. 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 despolarizacidn de las mitocondrias, y su defecto se asocia
a la enfermedad de Parkinson. En este contexto se pretende identificar reguladores del
control de calidad mitocondrial. Por un lado, se buscara los reguladores transcripcionales que
estén implicados en la reposicién de componentes mitocondriales, y ademas intentaremos
identificar aquellas proteinas que participen de forma activa en la mitofagia selectiva.
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Abstract

Mitophagy is a specific type of autophagy that has an essential role in the maintenance of
mitochondrial homeostasis. Itis also a process that ensures the maintenance of mitochondrial
quality in situations of 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 highly valued in the molecular biology, and an excellent tool for the study of mitophagic
processes. Recently it has been found that stress adaptation requires a selective mitochondrial
activation, which in the case of the pyruvate transporter Mpc is based on the coordinated
regulation of specific subunits of the complex. High respiratory activity and/or loss of
mitochondrial membrane potential by valinomycin treatment, also increases the rate of
degradation of specific sub-complexes of the mitochondrial electron transport chain. Our
results show that there are mechanisms of selective mitophagy under these conditions, and
our current research focuses on deciphering the molecular mechanisms of this process. Before
our findings the study of mitophagy in yeast has been almost exclusively focused at starvation
induced mitophagy, whereas in mammalian cells it has been well established that mitophagy
counteracts the damage caused by the depolarization of mitochondria, and its failure is
associated with Parkinson’s disease. In this context, we intend to identify regulators of
mitochondrial quality control we will look for transcriptional regulators that are involved in
the renewal of mitochondrial components, moreover we will also try to identify those proteins
that participateactively in selective mitophagy.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1. La mitocondria

Las mitocondrias son simbiontes bacterianos antiguos con sus propios sistemas de sintesis
de proteinas y ADN mitocondrial (ADNmt). Cada célula humana contiene cientos de
mitocondrias y miles de moléculas de ADNmt. La forma de herencia del ADNmt es materna.
Existe cierta variacidon en algunas regiones del ADN mitocondrial que fue aprovechada por el
hombre para adaptarse en los diferentes entornos. Las mitocondrias se encargan de quemar las
calorias ingeridas en la dieta con el oxigeno para aportar la energia necesaria al organismo en
forma de moléculas de ATP. En estas reacciones se genera un subproducto toxico para las células
(si se acumula en grandes cantidades) que son las especies reactivas de oxigeno (ROS) que dafian
a las mitocondrias y en consecuencia a la célula en general. (Wallace, D. C., 2005)

Se sabe que aparecieron por primera vez hace 2 billones de afios cuando se produjo la
endosimbiosis por parte del precursor de las eucariotas modernas y las a-proteobacterium, el
proceso logré abastecer las necesidades energéticas de las nuevas células. (Lane & Martin,
2010).

Como ya se ha comentado antes, las mitocondrias tienen su propio material genético, el
mtDNA es una molécula de DNA de doble cadena con 16569 pb e informacién de 37 genes. El
genoma mitocondrial codifica 22 RARNs de transferenciay 2 ARNs ribosémicos. Si bien, la mayor
parte de las proteinas mitocondriales estan codificadas en el nucleo celular y se traducen en los
ribosomas citosdlicos y son activamente importadas y clasificadas en los compartimentos
mitocondriales por maquinaria de translocacién externa e interna dependiente del potencial
electroquimico. (Friedman & Nunnari, 2014). Las proteinas encargadas del transporte de estas
proteinas son las traslocasa especializadas, de la membrana externa (TOM) y de la membrana
interna (TIM). (Sokol et al.,2014). Por otra parte, los 13 genes restantes de los 37 mencionados
codifican las subunidades peptidicas de los diferentes complejos de la cadena de transporte de
electrones, del sistema de fosforilacion oxidativa, las subunidades de los complejos |, Il y IV.
(Holt & Reyes, 2012) (Friedman & Nunnari, 2014).

1.1.1  Estructura

Las mitocondrias son estructuras membranosas debido al proceso de endosimbiosis que
sufrieron en su formacion. Estan compuestas por una doble membrana que delimita dos
espacios: un espacio intermembrana entre las 2 capas y una matriz mitocondrial.

= Membrana externa: La principal proteina de la que se compone es la porina (VDAC),
una proteina formadora de canales. A través de estos canales pueden atravesar la
membrana moléculas con tamafios inferiores a 5 KDa. Ademas, hay otras proteinas
que realizan funciones distintas, como las que transforman sustancias lipidicas que
serdan metabolizadas en la matriz, algunas implicadas en la sintesis de lipidos,
receptores de importaciéon mitocondrial y enzimas implicados en la divisién y fusion.

= Espacio intermembrana: Estd compuesto por enzimas que fosforilan nucleédtidos
con el ATP procedente de la matriz.

= Membrana interna: Esta formada por numerosas crestas o pliegues que aumentan
la superficie total de la membrana. En esta membrana se localizan las proteinas que
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forman la cadena de transporte de electrones, cuyas funciones son realizacion de
reacciones de oxidacion de la cadena de transporte de electrones, produccion de
ATP en la matriz gracias al gradiente de protones generado que impulsa la ATP
sintasa y proteinas trasportadoras que permiten el paso de metabolitos hacia la
matriz, por ello esta membrana ha de ser impermeable a iones y pequefias
moléculas cargadas.

= Matriz: Se encuentran diferentes tipos de enzimas entre los cuales estan los
presentes en la oxidacidn del piruvato, el ciclo del acido citrico y la oxidacion de los
acidos grasos ademas es donde se encuentran algunas copias del genoma
mitocondrial, ribosomas mitocondriales y enzimas para la expresién de genes
mitocondriales. (Alberts et al., 2008).

1.1.2 Funciones

La principal funcién y la mas conocida de las mitocondrias es la obtencion de energia para
la supervivencia celular, generando el ATP necesario. Este proceso es conocido como
fosforilacién oxidativa (OXPHOS). Para ello, la mitocondria, realiza la oxidacion del piruvato
proveniente de los azlcares y de los acidos grasos (mediante la B-oxidacion). Estas moléculas
son degradadas por los enzimas de la matriz mitocondrial hasta la obtencién de acetil-CoA que
entra en el ciclo del acido citrico generando diferentes intermediarios. Como producto de
desecho se genera CO,, ademas se van generando también electrones de alta energia que son
transportados por las moléculas de NADH y FADH; hasta la membrana interna mitocondrial
donde se encuentran los complejos de la cadena de transporte electrénico. La energia
transportada de estos electrones es aprovechada para generar el ATP. (Alberts et al., 2008).

Pero, ademas de este papel de suministro de energia se ha demostrado que las mitocondrias
desempefian otras funciones celulares. Tienen un papel muy importante en la regulacion del
metabolismo celular, dado que se ha observado que diferentes cambios dindmicos en la
morfologia coinciden con una serie de eventos fisioldgicos como las transiciones entre los
diferentes estados respiratorios y la remodelacion de las crestas mitocondriales durante la
apoptosis. Las aberraciones en la morfologia de las crestas dan como resultado alteraciones del
metabolismo célula, asi como la maquinaria de fusién y fision mitocondrial (Manella et al., 1994)
Para dar una explicacion a la forma en la afectan estas transiciones morfoldgicas en un
rendimiento metabdlico alterado, se propone que la maquinaria que regula la morfologia
mitocondrial se integre en las vias que regulan las modificaciones postraduccionales.
Experimentos publicados hace 40 afios, demuestran que la fosforilacion del complejo piruvato
deshidrogenasa (PDH) inhibe la conversién del piruvato a Acetil-CoA. (Linn et al., 1969)
Actualmente, se sabe que la expresion de las quinasas PDH esta controlada a nivel trascripcional
(Holness & Sugden, 2003). Cuando los niveles de sustrato son bajos estas quinasas fosforilan
PDH para inhibir su actividad. Se ha descubierto que la insulina puede activar una quinasa Akt
gue se encuentra en la matriz mitocondrial ademas de en el citosol (Cross et al., 1995). Cuando
esta quinasa Akt fosforila GSK-3B (en su forma no fosforilada es una quinasa que fosforila la PDH
inhibiendo su actividad) inhibe su actividad quinasa, permitiendo que la PDH se desfosforile y
aumente el metabolismo (Hoshi et al., 1996). Recientemente se han identificado quinasas como
la PINK1 y LRRK2 que estan afectadas en la enfermedad del Parkinson, ademas se sabe que
PINK1 interactta con un gen de dicha enfermedad (Parkin) (Clark et al., 2006) que codifica la
ubiquitina E3 que es una ligasa citosélica encontrada en la matriz mitocondrial. (Kuroda et al.,
2006) (McBride et al., 2006).
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Por otro lado, se ha visto que las mitocondrias estan involucradas en el ciclo celular, es un
organulo relevante en la sefializacion del mismo (McBride et al., 2006). Por ejemplo, AMPK es
una quinasa heterotrimérica que es sensible a la relacion AMP:ATP (Hardie, 2005) Cuando AMPK
se activa fosforila la serina 15 de p53 promueve la detencidn del ciclo celular durante el dafio al
ADN(Harris & Levine, 2005).

Otro ejemplo importante es el papel de las mitocondrias en la sefializacion celular, se sabe
que la fragmentaciéon mitocondrial y la remodelacion de crestas son esenciales en la muerte
celular (Bossy-Wetzel et al., 2003). Se ha visto que gran cantidad de proteinas son traslocadas
al interior mitocondrial previamente a la muerte celular como es el caso de las GTPasas y K-Ras.
Ademas, las mitocondrias tienen un papel muy importante en el desarrollo, dependiendo del
tejido y la funciéon celular, la morfologia mitocondrial es variable. La Mfn1l y la Mfn2 estan
relacionadas con la dindmica mitocondrial durante el desarrollo embrionario, con lo cual un
déficit de alguna de estas proteinas puede producir un problema de implantacién placentaria.
(McBride et al., 2006).

Por ultimo, cabe destacar el papel de las mitocondrias en la funciéon neuronal, las
mitocondrias son altamente sensibles a la estimulacion sinaptica, esta bien establecido que las
mitocondrias juegan un papel importante en la amortiguacion de los flujos de calcio durante la
sindpsis neuronal. (McBride et al., 2006).

Segun las conclusiones de McBride et al., 2006, se ha determinado que es necesario el
estudio de la complejidad mitocondrial, asi como su interconexién con la red celular para el
tratamiento de ciertas enfermedades que se relacionan con la disfuncion mitocondrial dado que
estan relacionadas con proteinas implicadas en la funcién mitocondrial. Por ejemplo,
mutaciones en Mfn2 provocan la enfermedad Charcot-Marie Tooth tipo 2A, caracterizada por
una pérdida de neuronas motoras periféricas (Kijima et al., 2004), ademas las mutaciones en
Opal (y recientemente también Mfn2) son responsables de la atrofia éptica autosémica
dominante, causando ceguera progresiva (Alexander et al., 2001), (Delettre et al., 2001). La
comprension de vinculacion con ciclo celular y la apoptosis hara mas facil el estudio de nuevos
tratamientos contra el cdncer. Ademas, la identificacién de quinasas y fosfatasas involucradas
en la enfermedad del Parkinson permitira conocer nuevas condiciones neurodegenerativas. Por
otra parte, debido a la implicacién metabdlica caracteristica de la mitocondria, el hecho de
comprender mejor su metabolismo permitira controlar enfermedades como la diabetes, la
obesidad y miopatias mitocondriales complejas. (McBride et al., 2006).

1.1.3 Cadena Respiratoria mitocondrial

La cadena respiratoria mitocondrial (ETC) estd compuesta por 5 complejos de proteinas:
NADH-Ubiquinona oxidoreductasa como Complejo I, Succinato-ubiquinona oxidoreductasa
como Complejo Il, Ubiquinona-citocromo C Oxidoreductasa como complejo lll, Citocromo-C
oxidasa como Complejo IV y ATP Sintasa como Complejo V. (Vartak et al., 2013). Como se ha
explicado anteriormente, las mitocondrias son esenciales para abastecer los requisitos
energéticos de la célula formando ATP a través la fosforilacion oxidativa que tiene lugar en los
complejos de |la cadena de transporte de electrones. Los complejos respiratorios mitocondriales
nombrados anteriormente son los responsables de la oxidacion de NADH y FADH, generados en
las distintas vias metabdlicas, este proceso produce un gradiente de protones en el espacio
intermembrana que es aprovechado por la ATP sintasa para sintetizar ATP. Los electrones
procedentes de NADH entran en la ETC a través del Complejo I, mientras que los procedentes
del FADH; entran en el complejo Il, a continuacion, los electrones son transferidos al Coenzima
Qy seguidamente al complejo Ill, al citocromo C y al complejo IV que los pasa al oxigeno como
ultimo aceptor (Figura 1). (Acin-Perez & Enriquez, 2014)
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Figura 1. Representacion de la cadena de transporte de electrones de la membrana
mitocondrial interna. A la izquierda una fotografia con microscopio electrénico de
mitocondrias humanas. A la derecha una representacién de los complejos de la ETC. El
complejo | esta representado en verde claro (NADH-Ubiquinona oxidoreductasa), el
complejo Il estd representado por las figuras de color verde oscuro (Succinado
deshidrogenasa) y en amarillo anaranjado (Ubiquinona oxidreductasa), en azul claro esta
representado el Complejo Il (Ubiquinona-citocromo C oxidoreductasa), en rosa claro se
representa el complejo IV (Citocromo-C oxidasa) y por ultimo en morado aparece el
Complejo V o ATP sintasa. Con flechas rojas esta representado tanto el flujo de
electrones como el de protones. Imagen modificada de NATURE EDUCATION ©, 2010.

La organizacién de la membrana interna de la mitocondria ha suscitado gran debate a lo
largo de los afios. Inicialmente se propuso que los diferentes complejos se hallaban
empaquetados para garantizar la estabilidad y la alta eficiencia del transporte electrénico
(modelo sélido) (Slater, 2003), posteriormente aparecid el término del modelo fluido que
proponia que los complejos eran entidades independientes incrustados en la membrana interna
y el Coenzima Q y el citocromo C tenian libertad de movimiento por la membrana (Keilin &
Hartree, 1947). Sin embargo, actualmente se han publicado resultados de experimentos en
mitocondrias de levadura en los que se habia logrado purificar complejos asociados formando
estructuras mas grandes mas conocidas como supercomplejos respiratorios (SC) acufiando un
nuevo término de modelo de plasticidad (Schagger, 2000). Si bien, es cierto que no puede
afirmarse que ninguno de los tres modelos sea el adecuado, ya que todos ellos presentan
incompatibilidades. El ultimo modelo propuesto, el de plasticidad, se observd a través del
aislamiento de estos supercomplejos y su identificacion mediante electroforesis tras realizar un
gradiente de sacarosa, pero también se comprobd que no todos los complejos estan formando
supercomplejos y pueden estar solos en la membrana conservando su funcionalidad (Acin-Perez
& Enriquez, 2014).

Los principales supercomplejos descritos incluyen los complejos I-ll-IV y las formas
diméricas/oligoméricas de la ATP sintasa. Dado que el complejo | es diferente en levadura, hasta
ahora se han descrito tres supercomplejos en S. cerevisiae: (1) el complejo mitocondrial
deshidrogenasa (formado por las proteinas Ndil, Ndel, Nde2), (2) el supercomplejo del
citocromo bc;-COX (llI-1V) que tiene 2 formas dominantes (lll-1V2 y 1l1-IV) y (3) el complejo
dimero/oligdmero FiFo ATP Sintasa. (Stuart, 2008) (Vartak et al., 2013). Se ha postulado que la
formacidn de estos supercomplejos confiere ciertas ventajas a la célula, como, por ejemplo, la
mejor transferencia de electrones a través de la canalizacién del sustrato, prevencion de la
formacidn de ROS y ayuda en el ensamblaje y estabilizacion del complejo | (Barrientos & Ugalde,
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2013). Sin embargo, no se han obtenido resultados concluyentes a cerca de las proteinas que
colaboran en la formacidon de estos supercomplejos ni de su papel patolégico en ciertas
enfermedades (Vartak et al., 2013).

1.1.4 La mitocondriay el dafio oxidativo

Las mitocondrias son una importante fuente de produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), que son causantes de muchas patologias y contribuyen al dafio mitocondrial, ademas
también interviene en la sefializacidén redox desde el organulo al resto de la célula. (Murphy,
2009). Estas ROS como el superéxido y el perdxido de hidrégeno, intervienen en otros procesos
gue no tiene por qué ser negativos, como en la inmunidad, pueden funcionar como moléculas
efectoras antimicrobianas, también como moléculas reguladoras de actividad transcripcional
del factor nuclear kB (NF-kB), producciéon de trampas extracelulares de neutrofilos (NET),
ademas regulan la autofagia (Dan Dunn et al., 2015).

Normalmente, entre el 1y 5 % del oxigeno es convertido en ROS, ademas algunos estudios
demuestran que la produccidn intracelular de ROS es debida a las mitocondrias. La produccion
de las ROS ocurre en 2 puntos localizados de la cadena de transporte de electrones que son el
complejo |y el complejo Il (Hollensworth et al., 2000). Estos radicales pueden dafiar diferentes
moléculas dentro de la mitocondria, como proteinas, DNA o lipidos. El dafio no reparado en el
DNA mitocondrial conlleva la produccién de complejos | y Il defectuosos que aumentan la
produccidn de la forma superdxida (Voets et al., 2012; Castro et al., 2012; Alexeyev, 2009). Este
proceso crea un circulo vicioso de produccién de ROS y daino al organulo que muchas veces lleva
a la apoptosis. (Bhat et al., 2015)

Muchas evidencias sugieren que el dafio mitocondrial estd involucrado en la patogénesis de
muchas enfermedades neurodegenerativas. El sistema nervioso central depende mucho de la
funcién mitocondrial debido a que tiene una gran demanda energética, ello produce una mayor
produccion de ROS provocando mutaciones en el ADN mitocondrial, produciendo fallo
energético. Los trastornos neurodegenerativos mas importantes relacionados con la edad
mitocondrial son el Alzheimer, la enfermedad de Huntington, Esclerosis Lateral Amiotrofica
(ELA) y el Parkinson. (Bhat et al., 2015)

Las células han desarrollado enzimas antioxidantes para poder lidiar contra el dafno
oxidativo. Algunos de ellos son la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx) y glutatién reductasa. Ademas, hay otras moléculas antioxidantes como el
ascorbato, el a-tocoferol y el glutation. A pesar de tener estas armas, el sistema puede fallar, se
pueden acumular las ROS y producir dafios celulares. (Wei et al., 2001).

1.2. La mitofagia
1.2.1 Descripcién del proceso de autofagia y sus tipos

La autofagia es un proceso de catabolismo de componentes celulares como partes del
citosol, los organulos y agregados de proteinas que son eliminados mediante la encapsulacion
de los mismos en una estructura de doble membrana conocida como autofagosoma
(Nakatogawa et al., 2009) La doble membrana, llamada también membrana de aislamiento,
rodea la carga y los bordes se sellan para aislar la carga citoplasmatica en el interior del
autofagosoma. A continuacién, se fusiona con un lisosoma permitiendo la degradacién de la
carga. La bicapa puede ser reutilizada o catabolizada para producir energia. (Youle & Narendra,
2011).
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Se pueden identificar 3 tipos de autofagias: la macroautofagia, que ocurre mediante la
generacion de autofagosomas, la microautofagia que consiste en la degradacion de ciertos
componentes mediante una invaginacion de la membrana lisosomal o vacuolar y la autofagia
mediada por chaperonas que reconocen proteinas en mal estado y sélo se ha descrito en
eucariotas superiores. (Youle & Narendra, 2011).

Existen 2 tipos de macroautofagia: La autofagia no selectiva debida a la privacion de
nutrientes con el fin de suministrar energia a la célula. La autofagia selectiva en condiciones
nutritivas buenas y su principal funcion es la eliminacion de organulos dafados y agregados de
proteinas que podrian ser toxicos. (Youle & Narendra, 2011).

Dentro de la autofagia selectiva, la mitofagia media la eliminacidn selectiva de mitocondrias
dafiadas, asi como la eliminacion de las mitocondrias de los eritrocitos en su proceso de
maduracién y también la eliminaciéon de las mitocondrias de los espermatozoides después de la
fertilizacion. (Ashrafi & Schwarz, 2013).

1.2.2. La mitofagia en Levaduras

En los ultimos afios, se ha avanzado en el conocimiento de los genes implicados en la
mitofagia en levadura obteniéndose informacién a cerca de los mismos, cdmo se regula la
induccion y como se regula la maquinaria.

Para el seguimiento de la autofagia se emplearon métodos de monitorizacion basados en
proteinas mitocondriales fusionadas con GFP (proteina verde fluorescente) que debido a su
fluorescencia puede realizarse un seguimiento del proceso de mitofagia mediante el uso de
microscopio de fluorescencia. (Kanki & Klionsky, 2008; Kissova et al., 2004).) La mitofagia puede
inducirse mediante el cultivo de las levaduras en medios con fuentes de carbono no
fermentables, como el lactato y el glicerol. Empleando estas metodologias se identificd que los
genes esenciales para la mitofagia son los Atg. En concreto la mitofagia requiere de la presencia
de Atgll, Atg20 y Atg24. Atgll juega un papel importante en la formacion de la estructura
preautofagosomica (PAS) como proteina adaptadora para introducir carga mitofagosémica en
el PAS. Ademas de estas proteinas se han identificado otras como el complejo Atgl7-Atg29-
Atg31. (Kanki & Klionsky, 2008)

Se han establecido receptores especificos de mitofagia, uno de ellos es el Atg32, que es una
proteina de membrana externa mitocondrial de 59 kDa con sus extremos N y C-terminal
expuestos hacia el citoplasma y el espacio intermembrana respectivamente. Es una proteina
especifica de mitofagia, las células con mitofagia completamente bloqueada carecen de esta
proteina. En su extremo N-terminal Atg32 se une a Atg8 y Atg 11. Atg8 es una proteina de tipo
ubiquitina conjugada con fosfolipidos y necesaria para la formacién de autofagosoma. Atg32
contiene un motivo de interaccién con Atg8 LC3 (AIM/LIR) cuya secuencia consenso es
(W/F/Y)XX(L/1/V) que se encuentra conservada tanto en mamiferos como levaduras. Atg32 se
une a Atg8 al motivo AIM. Atgl1 se une a la region (I/V)LS de Atg32. (Miiller et al., 2015)

A través de las interacciones con Atg8 y Atgll, Atg32 recluta mitocondrias al PAS en la

superficie de la vacuola donde se va formando la maquinaria autofagosémica. (Liu et al., 2014)

Sin embargo, estudios de nuestro grupo de investigacion publicados recientemente
demuestran que en lainduccion de la mitofagia debida al dafio mitocondrial juega un papel muy
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importante la proteina adaptadora Atgl1, pero no el receptor Atg32. Al tratar con valinomicina
cepas de levadura se indujo la mitofagia y se comprobd en cuanto contribuian cada una de las 2
proteinas mencionadas, dando como resultado que la proteina Atgll era absolutamente
necesaria para la mitofagia y que Atg32 no estaba practicamente inducida. Se realizé otro
experimento de sobreexpresion de Atgl1 para observar si existia mayor tasa de recambio de los
complejos | y Il de la cadena de transporte de electrones. Mediante microscopia electrdnica se
estudio la degradacion de las proteinas Ndil y Qcr2 tras el cambio de la fermentacion a la
respiracion en ausencia y presencia de Atgll. Ambas subunidades mostraron mayor tasa de
degradacion ya en medio fermentativo y también con induccién completa de respiracion.

Se comprobd en dicho trabajo que la mitofagia ocurre mas rapido cuando se induce un dafio
especifico mediante la valinomicina en comparacidon con la privacion de nutrientes.

Por tanto, es un punto de partida el hecho de estudiar nuevas vias mitofagicas que pueda
tener la levadura para evitar el dafio mitocondrial. (Timon-Gémez et al., 2018)
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Figura 2. Esquema de la mitofagia en Levadura. (A) Representacién esquematica de la
autofagia, cuando se induce la autofagia, las membranas de aislamiento se nuclean en el
sitio de ensamblaje de la estructura preautofagosémica (PAS). Creceny engloban la carga
mitocondrial en una vesicula de doble membrana llamada autofagosoma, a
continuacién, el autofagosoma se fusiona con una vacuola o lisosoma para la
degradacién. (B) Autofagia en levadura mediada por Atg32 actia como un receptor de
mitofagia que interacciona con la proteina adaptadora Atgl1y la proteina tipo ubiquitina
Atg8 para seiializar la mitocondria al PAS. La interaccién de Atgll-Atg32 depende la
fosforilacion de la Serina 114 por CK2. (C,D) Representacidon de las secuencias de la
interaccion de Atg8 (C) y Atgll (D), las letras en rojo son los residuos susceptibles de
fosforilacion. (Farre and Subramani, 2016).
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1.2.3 La mitofagia en células de mamifero

Igual que ocurre en levadura, en mamifero existen receptores analogos a Atg 32 localizados
en la membrana externa mitocondrial y contiene la secuencia clasica del tetrapéptido que esta
conservada: W/F/YXXL/l que media la interaccion con LC3 para la autofagia selectiva. Existen 2
tipos de mitofagia identificadas en células de mamifero. Un tipo incluye a la familia NIX/BNIP3L
y BNIP3, el otro receptor mitocondrial es FUNDCI. (Liu et al., 2014)

La familia de los receptores NIX/BNIP3L y BNIP3 estan localizados en la mitocondria y
Reticulo Endoplasmatico (RE) y estan involucrados en la regulacién de muerte por apoptosis o
necrosis programada afectando a la respiraciéon mitocondrial y a la produccién de ROS (Sowter
et al.2001). La familia NIX/BNIP3L contiene un dominio LIR que es equivalente al AIM de
levaduras, éste interacciona con LC3 y esto define a NIX/BNIP3L como receptor de mitofagia
(Novak et al.,2010). BNIP3 también contiene el dominio LIR y realiza las funciones mitofagicas
(Hanna et al.,2012; Zhu et al., 2013) Se ha visto que mutaciones en el dominio LIR interfieren en
la interaccion con LC3/GABARAP. Se ha visto que NIX/BNIP3L funciona en la degradacién
mitofagica de reticulocitos, un proceso necesario para la maduracién de los glébulos rojos,
aunque esta eliminacion mitocondrial de reticulocitos también es independiente de NIX y
algunas proteinas Atg. (Sandoval et al., 2008)

NIX/BNIP3L y BNIP3 también estan involucradas en la mitofagia inducida por hipoxia, estan
regulados transcripcionalmente por HIF o FOXO3 (Sowter et a/.2001; Chinnadurai et al.,2008).
Por otra parte, se ha visto que la fosforilacion de BNIP3 en la serina 17 y 24 facilita la unién a
LC3-B y GATE-16 facilitando la mitofagia, ademas se ha visto que NIX/BNIP3L interacciona con
Rheb que es una GTPasa de la familia de las Ras en células con gran actividad de fosforilacion
oxidativa. (Zhu et al., 2013)

Por otro lado, el otro receptor mitocondrial es el FUNDCI, formado por 3 dominios
transmembrana y localizado en el exterior de la membrana mitocondrial. La region N-terminal
se localiza hacia el citosol y contiene el dominio LIR, (Y(18)xxL), las regiones conservadas de Y18
y L21 son esenciales para la interaccidon con LC3, con lo cual mutaciones en estos residuos
pueden abolir la mitofagia. Aunque FUNDC1 participa en la mitofagia inducida por hipoxia, el
nivel ARNm de FUNDC1 disminuye en condiciones hipdxicas, reduciendo también sus niveles
proteicos debido a la mitofagia. La actividad de FUNDCI en la mitofagia esta mediada por una
fosforilacidn reversible a nivel postraduccional, la mitofagia se activa con la defosforilacion de
ciertos residuos (Liu et al., 2012). En condiciones normales la tirosina 18 de FUNDC1 es
fosforilada por una quinasa Src y la serina 13 por CK2. Estas quinasas se encuentran
generalmente activas inhibiendo la mitofagia. Se necesita la inactivacion de las 2 quinasas para
gue comience la mitofagia. Ademas, se ha descubierto que la fosfatasa PGMAGS es la responsable
de la defosforilacién de la serina 13 de FUNDC1, esta proteina desfosforilada tiene gran afinidad
por LC3 produciendo la incorporacion selectiva del autofagosoma. (Chen et al., 2014))

Por otra parte, cabe destacar laimportancia de la mitofagia en ciertas enfermedades, como
es el caso de Parkinson. Se ha identificado otra via de sefalizacidn para este proceso en la que
estan involucradas la quinasa PINK1 y la ubiquitina ligasa E3 (Parkin). Alteraciones en esta via de
sefializacion han sido relacionadas con la enfermedad nombrada. PINK 1 es un sensor de dafio
mitocondrial que en condiciones fisioldgicas es eliminado en el interior mitocondrial
manteniendo unos niveles muy bajos, pero cuando se induce dafio mitocondrial PINK1 comienza
a acumularse y esta es la sefial para que se reclute a Parkin. Se piensa que el reclutamiento de
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Parkin implica la ubiquitinacion debido a su actividad de ubiquitina ligasa para la eliminacion de
los residuos mitocondriales (Youle & Narendra, 2011). (Figura 3)
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Figura 3. Representacion esquemdtica de los modelos de mitofagia de mamifero y
levadura. (a) Modelo de mitofagia en Levadura, es necesaria la presencia del receptor
Atg32 que puede unirse o bien a Atg8 por su dominio WXXL o bien 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. Durante la
diferenciacién de los glébulos rojos, pierden las mitocondrias mediante mitofagia. Las
mitocondrias expresan la proteina NIX/BNIP3L aumentando su concentracién 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 induccidn de mitofagia.
Cuando las mitocondrias se dafian comienza la acumulacién de la quinasa PINK1, sefial
que produce el reclutamiento de la ubiquitina ligasa E3 (Parkin) que ubiquitina las
proteinas mitocondriales haciendo que las mitocondrias queden envueltas en
membranas de aislamiento para luego fusionarse con lisosomas. (Imagen recuperada de
Youle & Narendra, 2011).

1.3 Lalevadura como modelo de estudio de mitofagia

La levadura proporciona ciertas ventajas especificas para el estudio de enfermedades
mitocondriales debido a la capacidad de sobrevivir en diferentes fuentes de carbono
fermentables en ausencia de funcién mitocondrial. Es por ello por lo que, mutaciones
patogénicas que inducen disfuncion mitocondrial pueden mantenerse en levadura mientras
disponga de carbono fermentable. Por otro lado, el fenotipo de crecimiento es un método
simple para evaluar la funcién mitocondrial dado que cuando se cultivan levaduras con
mitocondrias dafadas en presencia de fuentes de carbono no fermentables como el glicerol,
etanol o lactato, no creceran. (Baile & Claypool, 2013).



INTRODUCCION

Otra ventaja importante de estudiar la funcién mitocondrial en levadura frente a células de
mamifero es que las primeras tienen un genoma mitocondrial homoplasmico a diferencia del de
las de mamifero que suele ser heteroplasmico, es decir, que proviene de diferentes poblaciones
mitocondriales. Esta caracteristica de las células de mamifero hace que sea necesario un nimero
minimo de ADNmt mutante para que se observe el efecto de la enfermedad, lo que se conoce
como efecto umbral y suele atribuirse a la aparicion progresiva y variada de enfermedades
mitocondriales. Esto hace que sea dificil generar mutantes en las células de mamifero, aunque
es cierto que este efecto umbral no puede estudiarse en el modelo de levadura. (Baile &
Claypool, 2013).

La levadura puede ser modelo para el estudio de enfermedades relacionadas con el
envejecimiento, se ha podido establecer una compleja red donde se relacionan muchas
funciones mitocondriales con el envejecimiento, observandose resultados alentadores que
pueden aplicarse en modelos mas complejos (Barros et al., 2010).

En conclusidn, la levadura se muestra como un modelo bueno para el estudio de
mecanismos moleculares teniendo en cuenta que se trata de un organismo unicelular, es por
ello que, para poder escalar los resultados obtenidos se necesita el uso de organismos mas
complejos como seres humanos o modelos animales. Aun asi, S. cerevisiae se ha propuesto
como un buen modelo para el estudio de la patogenicidad mitocondrial.
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2. OBIJETIVOS

En estudios anteriores se ha investigado el proceso de reciclaje mitocondrial en condiciones
de ayuno de nutrientes y en estudios recientes se han observado indicios de un reciclaje mas
selectivo inducido por el uso de antibidticos como la valinomicina (Timén-Gémez et al., 2018).
El objetivo principal del trabajo es la busqueda de nuevos reguladores implicados en el proceso
de la mitofagia en Saccharomyces cerevisiae. Para ello, se han desarrollado una serie de
objetivos experimentales a partir de los cuales se pretende cubrir el objetivo principal:

1. Identificaciéon de nuevos reguladores en la mitofagia empleando como método de
seleccién la resistencia a la valinomicina.

2. Estudio de regulacidn transcripcional de componentes de la cadena de transporte de
electrones en presencia de valinomicina.

3. Estudio de rutas de sefializacion implicadas en el reciclaje mitocondrial

4. Estudio del papel de las proteasas mitocondriales en el reciclaje de la cadena de
transporte de electrones.

11
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Material Biolégico y medios de cultivo

Para la realizacién de los diferentes ensayos se utilizaron las cepas enumeradas en la Tabla
1 que se encuentra en el ANEXO 1 al final del documento.

Para el cultivo de las diferentes cepas se emplearon diferentes medios de cultivo
dependiendo de las condiciones necesarias en cada uno de los ensayos. Los medios utilizados
fueron YPD e YPGal como medios ricos y SD y SGal como medios minimos. Las cepas fueron
crecidas a 28 °C y en agitacion a 180 rpm. La composicidn de los medios ricos (YPD e YPGal) es
de, en el caso de YPD glucosa (2% m/v), peptona baterioldgica (2%, m/v) y extracto de levadura
(1%, m/v). En el caso del YPGal, la glucosa se sustituye por la misma cantidad de galactosa (2%,
m/v), manteniendo el resto de componentes en las mismas concentraciones. La composicion de
los medios minimos (SD y SGal) es de glucosa (2%, m/v), yeast nitrogen base (YNB) (0,7%, m/v)
y acido succinico (50mM) ajustado a un pH de 5,5 con Tris. En el caso del SGal se sustituye la
glucosa por la misma cantidad de galactosa (2%, m/v) manteniendo las proporciones del resto
de componentes. Estos medios minimos son empleados para la seleccién de cepas por
auxotrofias, es decir, es necesarios suplementar los medios con los aminoacidos necesarios. En
este caso con histidina (100 pg /mL), metionina (100 pg /mL) y leucina (100 pg /mL).

Si se necesitaba obtener un medio sélido se afiadié un 2%, m/v de agar bacterioldgico. Los
medios YPGal y SGal se empleaban cuando se necesitaban otras fuentes de carbono para otras
condiciones.

3.2. Ensayos de sensibilidad
3.2.1. Crecimiento en medio liquido

A modo de precultivo, se crecieron en medio YPD los mutantes recuperados de la coleccidon
para obtener un cultivo de levaduras saturado para poder realizar los posteriores experimentos
en medio sélido (Una ODggo = 2). Para realizar el ensayo de sensibilidad en medio sélido, se
crecieron en una placa de 96 pocillos los diferentes mutantes a estudiar en medio YPD realizando
diluciones celulares seriadas de cada uno de 1/10, 1/100y 1/1000.

3.2.2. Ensayos de crecimiento en medio sélido (Droptest)

Este experimento se llevd a cabo para comparar el crecimiento de los diferentes mutantes
(BY4741 (WT), AHOG1, ASCH9, AYME1, AUTH1, AAIM25, APTC6, AYIL165(C ), AAPN2, AMDM10,
ACYT2, AACF2, APIK1, AYAP 1, ASTB5, ARTG3, AMSN2, AMSN4, AMOT3, AHAP2) bajo las mismas
condiciones en presencia de concentraciones crecientes del antibidtico Valinomicina (Sigma,
stock a 1ImM en DMSO). Como se ha comprobado en estudios previos (Timén-Gomez et al.,
2018) la Valinomicina produce un dafio mitocondrial a la célula induciendo el proceso de
mitofagia. Se realizaron precultivos llevados a saturacion en medio liquido YPD vy se realizaron
diluciones seriadas (1:10, 1:100, 1:1000) en una placa de 96 pocillos para cada uno de los
mutantes. Con un replicador manual (Sigma) se depositd una gota de cada pocillo en una placa
con YPD sélido. Las placas se incubaron 24h realizando réplicas cada hora durante las 5 primeras
horas. Un primer experimento se realizd con los mutantes AHOG1, ASCH9, AYME1 y el WT
BY4741 para comprobar la concentracién de Valinomicina a la cual se observaban diferencias en
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el crecimiento. Se hicieron diluciones con Valinomicina 40 uM y 100 uM, empleandose la
concentracién del 100 mM para los posteriores ensayos con el resto de mutantes.

3.3. RTPCR
3.3.1. Preparacion de las muestras

Para la realizacién de la Real Time PCR se prepararon cultivos llevados a saturacion de YPD
e YPGal (100 mL de cada uno), este ultimo medio fuerza a la levadura a respirar, es por ello por
lo que, se necesita inocular mas cantidad de células debido a que el crecimiento es mas lento,
ya que el hecho de respirar supone un estrés para las levaduras debido a los dafios que les
ocasiona. Se extrajeron muestras de 10 mL cada una a tiempos 0, 30 minutos, 1 hora, 1,5 horas,
2 horas y 5 horas, siendo el tiempo 0 el que no contiene valinomicina. Tras la extraccion de los
primeros 10 mL se inoculd valinomicina 4uM vy se incubd de nuevo en agitacion a 28 °C. En cada
extraccién se centrifugaron 10 mL de muestra a 3000 rpm durante 3 minutos y se realizan
lavados con H20, por ultimo, se congel? el pellet a-20 °C pudiéndose continuar con el protocolo.

3.3.2. Purificacién del ARN por el método del 4cido fendlico.

Se resuspendid el pellet en 400 pL tampdn TES (10mM Tris/HCL pH = 7.5, 10mM EDTA,
0,5% SDS) y se afiadié la misma cantidad de acido fendlico (equilibrado con fenol a pH = 4). Se
incubd a 65 °C durante 45 minutos, a continuacion, se depositaron las muestras en hielo durante
5 minutos. Seguidamente, se centrifugd durante 1 minuto a 10000 rpm y se transfirio la fase
acuosa a un nuevo tubo Eppendorf y se extrajo con la misma cantidad de fenol empleado
anteriormente. Se transfirié de nuevo la fase acuosa a un nuevo tubo al que se le afiade acetato
sédico 3M (40uL) a pH 5 y un volumen de etanol de 2.5. Se centrifugd de nuevo a 14000 rpm
durante 10 minutos, se lavé el pellet con etanol al 70% y a continuacién se dejé secar sin desecar
demasiado la muestra ya que de lo contrario podria no resuspenderse bien. A continuacion, se
afiadieron 100puL de H,0 Milli Q. Por ultimo, se midid la concentracion de ARN en un NanoDrop®
ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) y se almacend la muestra a -20 °C.

3.3.3. Limpieza del ARN con RNeasy MiniKit de QUIAGEN

Se mezclaron en un Eppendorf estéril los siguientes reactivos: 50ug del ARN extraido con
acido fendlico, 10 pL de tampdn de reaccion DNasa | 10x con MgCl2, 2 uL de DNasa | (libre de
RNasa 1 u/uL), 1 puL de Inhibidor de Ribonucleasa (40 u/pL) y H,O MiliQ estéril hasta un volumen
de 100 pL. Se mezclé bien y se incubd a 37 °C durante 30 minutos. Se afiadié a continuacion el
tampon RLT del kit y se mezcld bien, seguidamente se afiadieron 250 uL de etanol (96-100%) y
se mezclo bien con la pipeta sin centrifugar.

Se transfierieron las muestras a las columnas spin RNeasy Mini colocandolas bajo un tubo
colector de 2mL y se centrifugd 15 segundos a 10000 rpm. Se elimind el contenido del tubo
colector y se reutilizé. Se afiadieron 500 pL de tampdn RPE (RNeasy MiniKit) a la columna y se
repitio la centrifugacion durante 15 segundos. Se descartd el liquido del tubo colector y se
reutilizd. Se afiadieron de nuevo otros 500 plL del tampdn RPE a la columna y se repitid la
centrifugacion durante 2 minutos. Se descartoé el tubo colector junto con el liquido. Se colocé un
nuevo tubo colector en la columna y se centrifugd a maxima velocidad durante 1 minuto. Se
colocé la columna en un nuevo tubo colector de 1,5 mL y se afiadieron a la columna 30uL de
agua libre de RNasa (RNeasy MiniKit). Se centrifugd durante 1 minuto a > 10000 rpm para eluir
el ARN. A continuacidn, se cuantificé el ARN en un NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer
(Thermo Scientific) y se conservaron las muestras a -20 °C.
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3.3.4. Sintesis de ADNc (Superscript Il; Invitrogen Cat. No 18080-051)

Se afnadid en un tubo de microcentrifuga la siguiente mezcla preparando duplicados para
los controles sin transcriptasa reversa: 5ug de la muestra de RNA tratada con DNasa (5 pL), 50uM
del primer oligo (dT)20 (1pL), 10 uM del mix dNTP (1pL) y H,O MiliQ hasta un volumen final de
10 pL. Se incubd a 65 °C durante 5 minutos, después se depositaron en hielo durante 1 minuto.
Se prepard el mix de sintesis de ADNc en el orden indicado: Tampdn RT 10x (2uL/reaccién), 25
mM MgCl, (4ul/reaccion), 0,1 M DTT (2uL/reaccion), RNaseOut 40U/uL (1pl/reaccidn),
SuperScriptll RT 200U/puL (1uL/reaccidn) (se afiadié H,O en el caso de las reacciones control que
no llevan transcriptasa reversa). A continuacion, se afiadieron 10 pL del mix de sintesis de ADNca
cada muestra mezclando bien y centrifugando. Se incubé durante 50 minutos a 50 °C. Se terminé
la reacciéon colocando las muestras a 85 °C durante 5 minutos y almacenandolas directamente
en hielo. Se centrifugd brevemente y se afiadid 1 pL de RNasaH y se incubd durante 20 minutos
a 37 °C. Por ultimo, se afiadieron 90 pL de H,O MiliQ y se conservaron las muestras a - 20 °C. Se
usaron 2 ul para la RTPCR.

3.3.5. Reacciéon de RTPCR

Para la reaccion se necesitod preparar un EVA Green Master Mix (para 100 reacciones es
necesario: 500 puL de EvaGreen gPCR Basic HS Mix (Biotium) 2x, 20uL ADN Taqg Polimerasa
TrueStart 5 U/uL (Fermentas), 6L ROX (0.1 mM). Cada reaccion contiene 2 pL de ADN, 3ul de
primer (A+B) (3.3 uM) + 5uL del EVA Green Master Mix. Las reacciones se hicieron por triplicado,
por ello se multiplico por 3 estas ultimas medidas, obteniendo un volumen final por muestra de
31 pL. Se afiadieron 10 pL de cada reaccion a cada pocillo de una placa de 96 pocillos de Applied
Biosystems. Los primers empleados fueron los que amplifican los genes ACT1, NDI1, SDH2,
QCR2, COX6 y ATP5. Una vez colocadas las muestras se cubrié con un plastico la placa y se
centrifugd, a continuacidn, se inicid la reaccién en una maquina de Real Time PCR de Applied
Biosystems 7000 con un programa de 1 ciclo de 2 minutos a 95 °C y 40 ciclos cada uno de los
cuales se compone de 5 segundos a 95 °C, 5 segundos a 53 °C y 30 segundos a 72 °C.

3.4. Microscopia de fluorescencia.

Para observar la morfologia de las células y el proceso de mitofagia se empled un
microscopio de fluorescencia Leica 5000 haciendo uso del objetivo de 100x con aceite de
inmersion. Para poder observar las cepas debian de estar transformadas con el plasmido
pVT100-ROSELLA [URA3] que tiene los fluoréforos DsRed y pHIuorin.

Las levaduras se crecieron en medio minimo SD suplementado con aminoacidos, ademas se
empled también medio SGal para forzar a las células aumentar la tasa de respiracion forzando
el aumento de la cantidad mitocondrial. Se afiadié el antibiético valinomicina para forzar la
mitofagia y poder comparar las condiciones frente a condiciones normales sin valinomicina.

A continuacidn, en la Figura 4 se muestra un esquema de la conformacion de la construccion
Rosella.
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Figura 4. Esquema de la construccion Rosella para la deteccion de la mitofagia
empleando microscopio de fluorescencia. (A) Representacion esquematica del sistema
Rosella en el cual se muestra en azul el péptido de localizacién mitocondrial, en rojo y
verde aparecen los 2 fluoréforos que contiene el plasmido: DsRed.T3 (resistente a los
cambios de pH) en rojo, con una longitud de onda de excitacién de 488,543 0 568 nm y
una longitud de onda de emisién de 587 nm, pHlourin (sensible a cambios de pH)
representado en verde, con una longitud de onda de excitacién de 488 nm y de emision
de 508 nm. Cuando la mitocondria es introducida en el interior de la vacuola el pHlourin
deja de emitir en color verde debido a que es sensible al pH, por ello solo se observa
fluorescencia roja. (B) Representacion de las 2 situaciones observables, las mitocondrias
antes de la mitofagia muestran fluorescencia roja y verde, pero al entrar en la vacuola
para su degradacion sélo mostraran fluorescencia roja. Figura modificada de Mijaljica et
al., 2011.

3.5. Extraccion de material genético

El plasmido empleado para la introduccion del sistema Rosella es el pVT100U-mtRosella que

presenta resistencia a ampicilina y tiene el gen URA3, de interés para la seleccion de cepas por
auxotrofias. (Rosado et al., 2008)

Para proceder a la extraccion del ADN del plasmido de bacterias se cultivaron las mismas en

3.6. Transformacion de levadura

Se emplearon 2 protocolos de transformacién de levaduras.

El primero de ellos fue el método basado en Acetato de Litio (Gietz et al. 1995):

un cultivo de 3 mL y se aplicd el protocolo de purificacidn del kit comercial de NucleoSpin®
Plasmid (Macherey-Nagel). Seguidamente se cuantificé la cantidad de ADN empleando el
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).
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Se crecieron células en medio de cultivo YPD hasta un ODsgo de 0.7-1.2, a continuacion, se
centrifugd a 3000 rpm durante 3 minutos y se realizé un lavado del pellet con H,0 estéril en las
mismas condiciones. Seguidamente se hizo un lavado con tampdn LIiTE 1x (Acetato de Litio en
1x de tampdn TE (10 mM Tris/HCl ph 7.6, 1mM EDTA). Se resuspendieron las células de nuevo
en tampodn LITE 1x y se incubd durante 15 minutos a 30 °C para hacerlas competentes.
Seguidamente se afadieron de 1 a 5 plL del ADN plasmidico a 60 pL de células competentes y
300 pL de LiTE/PEG4000 (40%, v/v). Se incubd la mezcla durante 30 minutos a 30 °C y
seguidamente a 42 °C durante 20 minutos exactos, para permitir la entrada del ADN en la célula.
Se realizo un spin para agrupar las células y a continuacidn se realizé un lavado con agua estéril
descartando el sobrenadante. Por ultimo, se sembraron las células en el medio selectivo
incubandolas a 30°C durante 1 o 2 dias.

El segundo fue un protocolo publicado en Nature (Gietz & Schiestl, 2007) mejorado para
alcanzar una alta tasa de transformacién de levadura. Tras realizar el cultivo celular se
recogieron las células por centrifugacion a 3000 g durante 5 minutos resuspendiendo el
precipitado en 25 mL de agua estéril, se repitio el lavado para después resuspender las células
en 1 mL de agua estéril. Por otra parte, se ha de desnaturalizar el carrier de ADN en un bafio de
agua hirviendo durante 5 minutos, colocandolo seguidamente en un bafio de agua con hielo. Se
transfirid la suspensién celular a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, se centrifugd durante
30 segundos a 13000 g y se descartd el sobrenadante. A continuacién, se resuspendieron las
células en en 1 mL de agua estéril, de este volumen, se pipetearon 100 pL en tubos de 1,5 mL
para cada transformacion. Se centrifugd a 13000 g durante 30 segundos y se elimind el
sobrenadante. Para cada reaccion se transformacion con un solo plasmido se realizé una mezcla
con los siguientes componentes: 240 uL PEG 3350 (50% (m/v) esterilizado por filtracion, 36 L
de Acetato de Litio 1M, 50 pL Carrier de ADN monocatenario (2 mg/mL), 34 uL de plasmido
diluido en agua estéril. Se afadieron los 360 pL totales de la muestra a los 100 plL de cada
muestra de transformacion incluyendo un tubo de transformacion sin plasmido como control.
Se colocaron los tubos en un bafio de agua a 42 °C durante 40 minutos. A continuacidn, se
centrifugaron los tubos a 13000 g durante 30 segundos eliminando el sobrenadante con una
pipeta. Para las transformaciones que utilizaron plasmidos con seleccion de genes prototréficos
se pipeted 1 mL de agua estéril en el tubo de transformacidon rompiendo el sedimento celular.
Para los plasmidos que emplearon genes de antibidticos se pipeted 1 mL de YPD en el tubo de
transformacion incubandose durante 2-3 horas a 30 °C para asegurar la expresion del ADN
plasmidico. En los 2 casos se pipeted un volumen de 200 pL de suspensidn celular en casa uno
de los medios (medio SD con los aminoacidos para las auxotrofias y medio YPD con el antibidtico
para los resistentes al antibidtico) y se extendié sobre la placa con una varilla de vidrio. Se
incubaron las placas a 30°C durante 3-4 dias y se contaron las colonias transformantes.

3.7. Manipulacidn y andlisis de proteinas
3.7.1. Obtencidn de los extractos proteicos. Purificacién del mitofagosoma.

Se crecieron las células en YPD hasta un ODeg de 1.5 aproximadamente y se recogieron
mediante centrifugacidn. A continuacion, se realizaron 2 lavados con agua y se resuspendieron
las células en tampon pre-spheroplasting (100mM Tris/HCl pH 8.5, 40 mM B-mercaptetanol) y
se incubaron 10 minutos a 30 °C. Posteriormente, las células se centrifugaron a 2000g durante
2 minutos y el pellet se resuspendié en 10 mL de tampdn spheroplasting (20 mM Tris-HCI pH
7.5, 1.4 M de Sorbitol) conteniendo 1 mg/mL de Zymoliasa 100T (Se ha de afiadir en fresco). En
este punto, las células se convirtieron en esferoplastos durante la incubacién a 30 °C 30-60
minutos. Seguidamente se recogieron los esferoplastos por centrifugacién a 1000 g a 4°C
durante 5 minutos y se lavaron 2 veces con 10 mL de Sorbito 1.4 M. Seguidamente, se
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resuspendieron las células lisadas en 1.2 mL de tampdn hipoosmoético (50mM de HEPES-KOH a
pH 7.6, 200mM de Sorbitol y 1ImM EDTA), conteniendo inhibidores de proteasa (Sigma) y 2 mM
de PMSF. Las células se rompieron mecdanicamente, los restos celulares se eliminaron por
centrifugacién a 300 g durante 1 minuto a 4 °C y el lisado clarificado se centrifugd a 15000 g
durante 15 minutos a 4 °C. Las muestras se resuspendieron en tampdn hiposmético y se
afiadieron a los gradientes de sacarosa (30-60%). Por ultimo, se realizé una ultracentrifugacion
a 134000 g durante 60 minutos en la ultracentrifuga SW40 Ti Rotor (Beckman Coulter).

Tras la ultracentrifugacidon del gradiente continuo, se recogié de cada tubo todo el
volumen de 200 plL en 200 uL desde la parte superior del tubo. Separando cada volumen en un
Eppendorf perfectamente identificado con la muestra y fraccidn recogida.

3.7.2. Preparacion del gradiente continuo de sacarosa

Se prepard un gradiente en continuo de sacarosa de concentraciones entre el 60y 30 % en
peso. Se prepararon las distintas concentraciones (60%, 50%, 40% y 30%) de sacarosa y se fueron
afiadiendo en tubos de mayor concentracién a menor la misma cantidad de cada una de ellas.
A continuacion, se llevaron a un congelador a -80°C. El gradiente continuo se generara durante
la descongelacion.

3.7.3. Precipitacién de proteinas con TCA

Siguiendo el protocolo original de precipitacion proteica con TCA de Luis Sdnchez, se afiadio
a cada uno de los tubos Eppendorf con las fracciones separadas 1 volumen de TCA (Acido
tricloroacético) por cada 4 volimenes de muestra proteica y se incubdé a 4 °C durante 10
minutos. Se realizd un spin en la microcentrifuga a 14000 rpm durante 5 minutos, eliminando el
sobrenadante y manteniendo el pellet de aspecto blanquecino. Seguidamente se lavo el pellet
con 200 pL de acetona fria y se realizé de nuevo un spin en las mismas condiciones que el
anterior. Se elimind el sobrenadante y se repitié el lavado con acetona y se dejé secar el tubo
en un termobloque a 95 °C entre 5 y 10 minutos. Por ultimo, para realizar posteriormente la
electroforesis se afiadié tampdén Laemmli al 2X y se colocd la muestra en un termobloque a 96
°C durante 10 minutos antes de cargarla en el gel de poliacrilamida.

3.7.4. Electroforesis de proteinas

Para la Electroforesis de las proteinas precipitadas en el paso anterior se emplearon geles
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 10%. Los geles se formaron
con 2 fases: El gel de separacion es el que esta en la parte de abajo y en él las proteinas corren
en funcidn de su peso molecular, por otra parte se prepard el gel de empaquetamiento se
localiza en la parte de arriba, es el que contiene los pocillos y su funcidn es agrupar a todas las
proteinas en una misma linea para que entren todas a la vez en el gel de separacién. La
composicion del gel de separacion es de 1,2 mL de acrilamida al 40%, 1,8 mL de H,0, 3 mL
tampon de separacidn 2x (Tris/HCL (0,75 M) pH 8.8, SDS (0,2% m/v)), 5 uL de TEMED y 50 uL de
APS (10%, m/v). El gel de empaquetamiento se compone de 0,3 mL de acrilamida al 40%, 1,2 mL
de H>0, 1,5 mL de tampdn de empaquetamiento 2x (Tris/HCL (0,25M) pH 6.8, SDS (0,2 %, m/v),
5 uL de TEMED, 50 uL APS (10%, m/v). Las condiciones para la electroforesis fueron, en primer
lugar 30 minutos con una diferencia de potencial de 70 Vy a continuacién 100 V durante 2 horas,
para ello se cubriod la cubeta con tampdn de electroforesis SDS-PAGE 1x (glicina (0,19M), SDS
(0,1%, m/v) a pH 8,3 ajustado con Tris). Se inyectaron las muestras de proteina precipitada con
TCA resuspendida con tampon Laemmli 2x y se afiadio en un pocillo el marcador de pesos
moleculares (PageRuler ™ Prestained Protein Ladder, Fermentas).
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3.7.5. Transferencia de proteinas a membranas PVDF.

Tras la electroforesis es importante transferir las proteinas del gel a una membrana para
realizar posteriormente la deteccidn con anticuerpos. Se utilizaron las membranas Immunoblot®
PVDF 0,45 pum (Amersham™ Hybond™, GE Healthcare) y el sistema Mini-Trans Blot (BioRad) para
transferir las proteinas a la membrana con un potencial de 30 V durante toda la noche. Para
realizar la transferencia el sistema se compone de unas carcasas de plastico sobre las que se
colocan 2 esponjas, 4 papeles de filtro, la membrana PVDF y el gel, para esclarecer el montaje
ver la figura 5.

Carcasa de plastico

Esponja
Papel de filtro = corecrrermmiiiin e e
Papel de filtro  srrerrrrsmss
Gel [ ]
Membrana
Papel de filtro e
Papel de ﬁltro .................................................................................................

Esponja

Figura 5. Esquema del montaje de la transferencia proteica. En la imagen se
representan cada una de las partes del “sandwich” que se ha de formar para una correcta
transferencia de proteinas.

Para la transferencia se utilizo el tampdn de transferencia SDS-PAGE y metanol (20% v/v),
para romper la unién SDS-proteina y asi favorecer la union de la proteina a la membrana.

3.7.6. Deteccidn inmunoldgica de proteinas (Western Blot)

Para la deteccién inmunoldgica de proteinas se realizé la técnica del doble anticuerpo,
primero se incubd la membrana con un anticuerpo que reconoce la proteina en cuestion y a
continuacién se incuba con un segundo anticuerpo que reconoce al primero y al afiadir un
sustrato genera una reaccién colorimétrica que es detectable. En primer lugar, se utilizé una
solucién de bloqueo a base de leche en polvo (TBS 1x (NaCl (1,5 M), Tris/HCI (0,2 M) a pH 7.6),
leche desnatada en polvo (2% m/v)) que actud durante 30 minutos. Seguidamente se afiadio el
anticuerpo diluido (1:5000 en solucion de bloqueo) a-PAP (Sigma) que actud durante 60
minutos. Para continuar, se realizaron lavados de la membrana, 2 lavados de leche el polvo con
TBS de 10 minutos en agitacion cada uno de ellos y otros 2 con TBS 1x también en las mismas
condiciones. Por ultimo, se afiadio el segundo anticuerpo a-HRP-rabbit (Sigma) con una dilucion
1:10000 en TBS 1x, se incubd durante 1 hora y se realizaron 3 lavados con TBS 1x durante 10
minutos en agitacién cada uno.

Para la deteccién inmunoldgica se empled el sistema ECL Prime Western Blotting Detection

(GE Heathcare - Amersham Bioscience), la sefal de la reaccién quimioluminiscente producida al
afiadir los sustratos (Luminol y Perdxido) a la membrana se observé con la cdmara LAS-3000
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(Fujufilm). Por ultimo, el procesamiento de las imagenes y la cuantificacidn de la intensidad de
la sefal se realizaron con el programa Fiji (Imagel) y las figuras se montaron con la ayuda de
Adobe® Photoshop®.

3.8. Analisis Estadistico

Para el procesamiento de los datos de la RTPCR se obtuvo la media de las réplicas y se
realizaron duplicados de cada una de las muestras obteniendo la media y la desviacidn tipica
representada en las barras de error de las graficas. Para realizar los calculos se empled el
programa de Microsoft Office® Excel®.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Estudio de genes implicados en mitofagia por ausencia de nutrientes en condiciones
de induccidn del reciclaje selectivo.

Como ya sabia de antemano y por resultados de estudios previos de nuestro grupo de
investigacion, los genes Atg son los que se han relacionado con el proceso de mitofagia inducida
por dafio mitocondrial (Timén-Gémez et al., 2018), sin embargo no se conocen todos los genes
o rutas implicadas en este proceso, es por ello que se han seleccionado de la bibliografia una
serie de genes que estan implicados en el proceso de la mitofagia o pueden estarlo (ver Tabla 2
localizada en el ANEXO 2), asi como algunos factores de transcripcién que podrian regular rutas
interesantes en dicho proceso.

Para acelerar el proceso de mitofagia se generaron condiciones que favorecen el mismo,
para ello se inoculd valinomicina que es un antibiético obtenido a partir de algunas cepas de
Streptomyces que produce una pérdida de potencial de membrana de la mitocondria. Es un
ionéforo neutro de elevada afinidad por el idn potasio (K*), permite su transporte a través de las
membranas lipidicas. La membrana mitocondrial interna es impermeable al K*, pero la
valinomicina actla permitiendo su entrada en dicha matriz desestabilizando el gradiente
generado y afectando por tanto al proceso de fosforilacidn oxidativa. En definitiva, la
valinomicina produce un dafio especifico en la mitocondria que puede ser estudiado (Safiulina
et al., 2006).

La valinomicina sera el antibidtico empleado a lo largo de los diferentes experimentos que
se analizaran en los diferentes apartados.

El experimento se llevd a cabo mediante ensayos de crecimiento de cepas mutantes de
dichos genes en medio sélido YPD (DropTest). Como se observa en la tabla 2 (ANEXO 2) se
seleccionaron genes que realizan diversas funciones. En un primer ensayo se pretendid
establecer la concentracion de Valinomicina necesaria para notar cambios en el crecimiento de
la levadura. Se cultivaron en una plaza de 96 pocillos 4 cepas a 28 °C, BY4741 como la cepa
control Wild Type (WT), A HOG1, A SCH9 y A YMEL1. Se realizaron 3 diluciones seriadas de cada
cepa habiendo partido de una concentracién inicial de levadura de una ODgg=1,5-2. A
continuacién se afiadid valinomicina a distintas concentraciones (0 uM, 40 uM y 100 uM). A
tiempo 0 no se afiadidé Valinomicina y se realizd un primer goteo y se afadid valinomicina,
transcurridas las 2 horas se realizd un segundo goteo para observar como afectaba la
concentracién de Valinomicina a cada una de las cepas mutantes. (Figura 6)
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T=0h SV. T=2h V.

Dibscicnes = 1/10 1/100 1/1000 1/10 1/100 171000
Conc. Val.

oum
WT BY4741 ) 40uM

AHOG1 — 40uM

A YME1 40uM

Figura 6. Ensayo de crecimiento en medio sdlido YPD (DropTest) de las cepas BY4741,
A HOG1, A SCH9 y A YME1. Se muestran las diferentes cepas mutantes crecidas en YPD
en presencia de diferentes concentraciones de Valinomicina a 2 tiempos distintos. Donde
Val. Es la abreviatura de Valinomicina. S.V es sin Valinomicina y V. Valinomicina.

Como se puede observar en la figura 6, la concentracién de valinomicina mas efectiva a la
cual podian observarse cambios era a 100 uM dado que en la mayoria de las cepas el crecimiento
celular disminuye con esta concentracion de valinomicina. Por otra parte, al comparar las 3
cepas mutantes se observd que el mutante A YME1 mostraba una reduccion de crecimiento
importante, dado que a las 2 horas no habia practicamente crecimiento en ninguna de las
concentraciones de valinomicina (incluso en la de 0 uM que pudo haber sido por contaminacion
con la fila superior). Se pueden lanzar la hipdtesis de que el gen YME1 es necesario para la
supervivencia celular cuando se induce daino mitocondrial. Como se ha nombrado en la tabla 2
(ANEXO 2), es la subunidad catalitica de un complejo de proteasas i-AAA, localizado en la
membrana interna mitocondrial y responsable de la degradacién de productos génicos mal
plegados segun los estudios de Rainey et al., 2006. Al verse afectadas estas funciones de
reparacion la célula puede acabar entrando en apoptosis al acumular productos génicos en mal
estado.

Por otra parte, también se puede observar como en el caso de la cepa A SCH9 también hay
alteraciones en el crecimiento al tratar con valinomicina. SCH9 juega un papel importante en la
respuesta celular a estrés osmoético como bien ha demostrado nuestro grupo de investigacion
en estudios previos (Pascual-Ahuir & Proft, 2007), es por lo que, al estar implicado en rutas de
respuesta a estrés y estar mutado puede afectar negativamente a la viabilidad celular cuando
se somete a la célula diferentes concentraciones de Valinomicina.
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Figura 7. Ensayo de crecimiento en medio sélido de la cepa BY4741 y los mutantes A
YME1, A HOG1, A SCH9, A UTH, A AIM25, A PTC6. Se muestra el crecimiento de las
diferentes cepas crecidas en medio YPD tras 3 horas de incubacién con valinomicina 100
uM frente a un control sin valinomicina.

Siguiendo en la linea de los estudios de viabilidad celular en medio sélido, se siguieron
estudiando diferentes mutantes de genes, esta vez se establecié una concentracién de
valinomicina de 100 uM para continuar con el resto de estudios, manteniendo el mismo
procedimiento, con las mismas diluciones celulares. En la figura 7 se muestra un estudio de los
mismos genes estudiados en la figura 6 y se afiadieron 3 mutantes mas para comparar el
crecimiento y afianzar el resultado anterior, ademas en este caso se eligié el crecimiento a las 3
horas de ser incubado con valinomicina porque fue la imagen donde mejor se observaron los
cambios en el crecimiento. Como se indica en la figura 2 mediante un asterisco rojo, la cepa A
YME1 tiene grandes dificultades para crecer por los motivos expuestos anteriormente y también
puede observarse como A HOG1 parece tener también dificultades de crecimiento, respecto al
resto de mutantes no pueden sacarse conclusiones tan obvias, aunque aparentemente el
mutante A PTC6 tiene ciertas dificultades para crecer en presencia de valinomicina. Como se
indica en la tabla 2 (ANEXO 2) PTC6 es una fosfatasa mitocondrial de tipo 2C implicada en la
mitofagia, segun el estudio realizado por Tal R, et al., 2007, la fosfatasa mitocondrial PTC6
también llamada Auplp se localiza en el espacio intermembrana y se ha visto que es necesaria
para la supervivencia celular en fase estacionaria, se piensa que puede estar implicada en un
mecanismo de transduccién de sefiales que marca a las mitocondrias para el secuestro en
autofagosomas.
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Figura 8. Ensayo de crecimiento en medio sélido de la cepa BY4741 y los mutantes A
YIL165C, A APN2, A MDM10, A CYT2, A AIM25, A ACF2 y A PIK1. Se muestra el
crecimiento de las diferentes cepas crecidas en medio YPD tras 5 horas de incubacidn
con Valinomicina 100 uM frente a controles sin valinomicina.

Se continuaron estudiando algunos mutantes de genes implicados en el proceso de
mitofagia realizando el mismo proceso que el indicado anteriormente, es decir, fueron crecidos
en YPD y afiadido valinomicina a concentraciéon de 100 uM tomandose muestras cada hora
mediante la técnica de goteo en placa durante 5 horas. En la figura 8 se puede observar el
crecimiento de estos mutantes en estas condiciones. De los estudiados, cabe destacar a 3 de
ellos marcados con asteriscos de colores. A APN2 muestra sensibilidad a la valinomicina, se trata
de una endonucleasa abasica de clase Il implicada en la reparacion del dafio del ADN, parece
l6gico pensar que al inducir un dafio en la célula, con este gen mutado puede provocar que no
pueda ejercer la funcién de reparacion del ADN vy asi favorecer la entrada de la célula en
apoptosis. Por otra parte, el mutante A MDM10 también parece estar afectado, aunque en
menor medida, por los dafios causado. MDM10 es una proteina de la membrana externa
mitocondrial que se ha demostrado que juega un papel importante en la morfologia
mitocondrial, dado que el mutante de este gen, segun estudios realizados, genera unas
proteinas grandes con incapacidad de division (Sogo & Yaffe, 1994) y por tanto pudiendo afectar
a la viabilidad celular. El Gltimo mutante que ve alterado su crecimiento en la figura 8 es A CYT2
que es el citocromo C1 hemoliasa implicado en la formacién de apoformas mitocondriales, e
implicado en la maduracién del citocromo C1, puede ser que la mitofagia afecte al citocromo y
sea necesario su recambio, aunque es una hipétesis porque no hay nada estudiado al respecto.
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Figura 9. Ensayo de crecimiento en medio sdlido de la cepa BY4741 y los mutantes de
factores de transcripcion A YAP1, A STB5, ARTG1, ARTG3, A MSN2, A MSN4, A MOT3 Y

A HAP2. Se muestra el crecimiento de las diferentes cepas crecidas en medio YPD tras 5
horas de incubacién con valinomicina 100 uM frente a controles sin valinomicina.

Por ultimo, se realizé un dltimo ensayo en el cual se buscaron mutantes de factores de
transcripcidon que pudiesen estar implicados en el proceso de mitofagia. Para ello, se siguid la
misma metodologia que la anteriormente comentada. Como se puede observar en la figura 9 se
estudiaron los mutantes de cada uno de los factores de transcripcion indicados en comparacion
con el WT, en presencia de valinomicina 100 uM y tomandose muestras cada hora durante 5
horas. Destacados con asteriscos estan los 2 mutantes a los cuales afecté mas la valinomicina,
indicando que podrian ser de gran interés en rutas implicadas en mitofagia. El primero de ello
es el mutante de MOT3, que segun la bibliografia es un importante regulador de la levadura en
situaciones de estrés osmatico. Se ha visto que este gen tiene funcion de activador y represor
en la respuesta transcripcional a la hiperosmolaridad ya que coopera con activadores generales
de respuesta a estrés que son MSN2 y MSN4 (estudiados también en la figura 9, pero no
muestran demasiada sensibilidad a la valinomicina), por otro lado, también tiene un papel de
regulador negativo de ciertos genes frente al estrés salino que actian a nivel de la membrana
celular y de transporte celular. (Martinez-Montafiés et at., 2013) Este resultado podria abrir
nuevas vias de estudio de este factor de transcripcidon en la mitofagia. EIl mutante A HAP2
también presenta inhibicion de crecimiento al tratar con valinomicina. HAP2 es un activador
transcripcional y regulador de la expresidn génica respiratoria. Este factor se requiere para las
funciones respiratorias, se mantiene en niveles bajos y se activa con fuentes de carbono no
fermentables (Pinkham & Guarente, 1985), por tanto, es esperable que al estar mutado la célula
tenga dificultades para crecer en presencia de valinomicina dado que esta droga afecta a la
funcidn respiratoria.
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Llegados a este punto, se deduce que hay una serie de genes que parecen estar implicados
en la funcidn mitocondrial, sin embargo, no se pueden obtener resultados concluyentes sobre
los mismos, seria necesario estudiarlos en mayor profundidad y realizar mas ensayos para
corroborarlo.

4.2. Estudio de la regulacidon transcripcional de los componentes de la cadena de
transporte electrénico mediante el método de RTPCR (Real Time PCR).

Se realizd un ensayo para determinar si los complejos de la cadena de transporte de
electrones sufrian alguna regulacién transcripcional al inducir dafio mitocondrial por
valinomicina. Para ello, se cultivaron en medio YPD e YPGal (para forzar la respiracion de las
levaduras) células de la cepa BY4741, en presencia de valinomicina 4 uM realizando extracciones
a diferentes tiempos (0h, 0,5h, 1h, 1,5h, 2h y 5h), re realizé la extraccion del ARN a cada uno de
esos tiempos siguiendo el método del acido fendlico y se purificd con un kit comercial de
QUIAGEN, seguidamente se pasé el ARN a ADNc mediante un protocolo de Invitrogen y una vez
obtenido se procedio a realizar la RTPCR. Se emplearon primers para amplificar subunidades de
cada uno de los complejos de la cadena transportadora de electrones y asi poder ver el nivel de
transcripcion de los ARN de los genes estudiados. Los datos fueron tratados realizando
duplicados de las reacciones de PCR de cada medio y cada primer, ademas se normalizaron con
los niveles de expresidon de actina para obtener niveles a ARNm relativo.

A continuacidn, en la Figura 10 se muestran los datos de expresion obtenidos de la RTPCR
en medio YPGal, y el la Figura 11 se muestran los datos en medio YPD.

Como se puede observar en la figura 10, cada grafico representa una subunidad de cada uno
de los complejos, en el caso del complejo | (NDI1) se observa una ligera tendencia de aumento
de los niveles de ARNm relativo, sin embargo, en el complejo Il (SDH2) parece haber una clara
induccion de la transcripcidon dado que se aprecia que a la media hora se duplica la cantidad de
transcritos de esta subunidad. El complejo Il también parece que aumenta los niveles de ARNm
pero mas notablemente alas 2 horas de la incubacidn con valinomicina, en el complejo IV (COX6)
también aumentan y en el V no demasiado.
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Figura 10. Grdficas de ARNm relativo de proteinas de complejos mitocondriales frente
al tiempo de incubacién con Valinomicina en medio YPGal. (A) Nivel de ARNm de NDI1
(NADH ubiquinona oxidoreductasa) proteina del complejo I. (B) Nivel de ARNm de SDH2
(Subunidad hierro-azufre de succinato deshidrogenasa), proteina del complejo II. (C)
Nivel de ARNm de QCR2 (Subunidad 2 de ubiquinol citocromo-C reductasa), proteina del
complejo lll. (D) Nivel de ARNm de COX6 (Subunidad VI de citocromo -C oxidasa),
proteina del complejo IV. (E) Nivel de ARNm de ATP5 (Subunidad 5 de la FiFo de ATP
sintasa, proteina del complejo V.

La representacion de la figura 11 muestra los niveles de ARNm relativo en medio YPD en
presencia de valinomicina a varios tiempos.

Se observa en dicha figura 11 cdmo los niveles de ARNm relativo no aumentan tan
claramente como lo hace en la figura 10 la cual representa el medio YPGal, de hecho, parece
qgue en el complejo | (figura 11.A) incluso se reducen los transcritos para el NDI1. Si es cierto que
el complejo Il (figura 11.B) parece haber una tendencia positiva al igual que se observa en el
medio con YPGal, aunque cabe destacar la gran barra de error de las 5 horas que hace desconfiar
bastante de ese dato. En el complejo Il (figura 11.C) se aprecia un ligero aumento de los niveles
de ARNm relativo a la media hora de tratar con valinomicina, sin embargo, al resto de horas
decrecen bastante, algo similar ocurre con el resto de complejos. Es por ello que, no se pueden
sacar resultados concluyentes de este medio, ademas las barras de error son mas levadas que
en el medio YPGal.
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Figura 11. Grdficas de ARNm relativo de proteinas de complejos mitocondriales frente
al tiempo de incubacion con Valinomicina en medio YPD. (A) Nivel de ARNm de NDI1
(NADH ubiquinona oxidoreductasa) proteina del complejo I. (B) Nivel de ARNm de SDH2
(Subunidad hierro-azufre de succinato deshidrogenasa), proteina del complejo II. (C)
Nivel de ARNm de QCR2 (Subunidad 2 de ubiquinol citocromo-C reductasa), proteina del
complejo lll. (D) Nivel de ARNm de COX6 (Subunidad VI de citocromo -C oxidasa),
proteina del complejo IV. (E) Nivel de ARNm de ATP5 (Subunidad 5 de la FiFo de ATP
sintasa), proteina del complejo V.

Al compara los niveles de transcritos de los dos medios, se observa que hay en general una
mayor transcripcion en medio YPGal (aunque no a unos niveles demasiado elevados), esto
puede ser debido a que el medio YPGal fuerza a la célula a respirar, y por tanto a realizar mayor
actividad mitocondrial mientras que el YPD permite a la levadura realizar la fermentacion
ademas de la respiracidn. En el primer caso, al solo poder respirar es de esperar que haya mayor
actividad mitocondrial y por tanto mayor numero de transcritos de los complejos
mitocondriales. De los 5 complejos analizados, se observa que el complejo 2 parece mostrar
mayores niveles de transcripciéon, sobretodo en medio YPGal, aunque como se ha dicho no a
unos niveles demasiado elevados respecto del resto.

4.3. Microscopia de fluorescencia para el estudio de la mitofagia en diferentes cepas con
la construccidn Rosella.

Se ha indicado anteriormente que el proceso de mitofagia parece ser un proceso mas
selectivo que otros procesos de autofagia, dado que se produce cuando existe un dafio
especifico en la mitocondria.

Conelfinde poder observar dicho proceso en el interior celular se propuso utilizar el sistema
Rosella desarrollado por Mijaljica y colaboradores. Se emplea un reportero fluorescente
(Rosella) que funciona como un biosensor dual formado por una proteina roja fluorescente que
es resistente al pH de la vacuola (DsRed.T3) y otra que es sensible al pH (pHlourin), para que el
reportero se localice en la mitocondria se fusiona con un péptido de localizacion mitocondrial
(mt) (Mijaljica et al., 2011). La forma en la que se observa la fluorescencia es, si no existe
mitofagia, la mitocondria expresara tanto fluorescencia verde como roja, dado que el pH se
mantiene, al no estar la mitocondria en el interior de la vacuola. Sin embargo, cuando la
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mitocondria entra en el interior de la vacuola se observara solo fluorescencia roja en zonas
cercanas a la mitocondria, pero diferenciables que seran las vacuolas, y en estas zonas no se
observara fluorescencia verde dado que esta proteina es sensible al pH.

Para observar este proceso de mitofagia se generaron condiciones que favorecen el mismo,
para ello se inoculd valinomicina.

Se cultivaron las cepas en 2 medios, SD y SGal (para forzar la respiracién) y estudiar si existia
alguna diferencia entre los medios, se afiadid valinomicina dejando controles a los que no se
afiadio antibidtico. Las cepas estudiadas fueron, el WT BY4741 y los mutantes A HOG1y A YME1.

En la Figura 12 se comparan los 2 medios utilizados con la cepa WT, que son el SD y el SGal.
En los 2 medios en presencia de Valinomicina se observan, al superponer las 2 imagenes
(fluorescencia roja y verde) se observan pequefios puntos rojos alrededor de la red mitocondrial
sefialados con flechas que parecen indicar la presencia de las vacuolas reclutadas durante el
proceso de mitofagia. Puesto que en los 2 medios se observa este proceso no se puede decir
gue uno sea mejor que otro para el estudio de la mitofagia, por ello, se empled el medio SD
dado que las células crecen mejor y mas rapido que en SGal.

WT BY4741
SGAL sin Val. - -
\
SGAL con Val.
o - -
o . -

Figura 12. Deteccion de mitofagia en células de levadura mediante el sistema Rosella
empleando un microscopio de fluorescencia. La tercera columna muestra la
superposiciéon de las 2 columnas anteriores. Las células de levadura BY4741
transformadas con el pldsmido pVT100U-mtRosella fueron crecidas en 2 medios distintos
(SD y SGal) en presencia y ausencia de Valinomicina (1mM) durante 2 horas. Parece
observarse mitofagia en los 2 medios (indicado mediante las flechas blancas). Donde Val.
Se refiere a Valinomicina.
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Siguiendo con el medio SD, se continué comparando algunos mutantes como el AHOG1y A
YME1 que se muestran en la figura 13. Sin embargo, de esta figura cabe destacar que debido a
la baja calidad de la imagen del mutante A HOG1 con Valinomicina, no pueden sacarse
resultados concluyentes. Si es cierto que en el caso del mutante A YME1 si parece haber
presencia de mitofagia dado que hay fluorescencia roja en regiones donde no hay fluorescencia
verde, lo que podria indicar la presencia de mitofagosomas como se indican en la flecha blanca.

Medio SD

A HOG1 sin Val

A HOG1 con Val

A YME1 sin Val

A YME1L con Val

Figura 13. Deteccion de mitofagia en células de levadura mediante el sistema Rosella
empleando un microscopio de fluorescencia. La tercera columna muestra la
superposicion de las 2 columnas anteriores. Las células de levadura transformadas con
el pladsmido pVT100U-mtRosella A HOG1 y A YMEL fueron crecidas en medio SD en
presencia y ausencia de Valinomicina (1ImM) durante 2 horas. Se indica la presencia de
mitofagia con flechas blancas.
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Por ultimo, en una ultima figura 14 se comparé el WT BY4741 con el mutante A YME1 para
comparar la mitofagia de ambas cepas, aunque la calidad de la foto de BY4741 no permita
apreciar bien la mitofagia si hay presencia de pequefios puntos rojos al superponer las 2
imagenes lo que hace suponer que existe mitofagia. Sin embargo, en el mutante A YME1 parece
haber mayor presencia de mitofagia por los puntos rojos que rodean la red mitocondrial
indicado con flechas blancas.

Medio SD

BY4741 sin Val

BY4741 con Val

A YME1 sin Val

A YME1 con Val & :"

Figura 14. Deteccion de mitofagia en células de levadura mediante el sistema Rosella
empleando un microscopio de fluorescencia. Las células de levadura transformadas con
el plasmido pVT100U-mtRosella BY4741y A YME1 fueron crecidas en medio SD en
presencia y ausencia de Valinomicina (1ImM) durante 2 horas. Se indica la presencia de
mitofagia con flechas blancas.

Como ya se ha apuntado en el primer punto de resultados, YME1 es la subunidad catalitica
de un complejo de proteasas i-AAA, localizado en la membrana interna mitocondrial y
responsable de la degradacién de productos génicos mal plegados segun los estudios de Rainey
et al., 2006. Es necesaria para la supervivencia celular cuando existe dafio mitocondrial. Esto
podria indicar que la ausencia de esta proteasa aceleraria el proceso de degradacion
mitocondrial por mitofagia al no poder realizar sus funciones de reparacidn celular, aunque esto
es solo una mera hipédtesis planteada frente a las observaciones (no cuantificadas) de los
experimentos de microscopia.
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4.4. Estudio del perfil fraccionamiento en gradiente de sacarosa de las proteinas de la ECT
NDI1 y QCR2 y del receptor de mitofagia ATGS.

Con el fin de cubrir este objetivo se propuso el estudio de 4 cepas a las que se les afiadié un
epitopo TAP para la posterior inmunodeteccidn, transformadas o bien con un fragmento de PCR
gue contenia el gen YME1 o bien con un plasmido con la constriccion Rosella que ya se ha
empleado posteriormente. Las cepas utilizadas fueron NDI1-TAP y QCR2-TAP transformadas con
el fragmento amplificado por PCR de YME1l y por otra parte ATG8-TAP y ATG11- TAP
transformadas con el plasmido pVT100-ROSELLA que ya ha sido empleado en el experimento
anterior. Donde TAP funciona como un epitopo de 25 KDa que sera empleado para la posterior
inmunodeteccién. El objetivo estudiar los perfiles de fraccionamiento de los complejos
mitocondriales | y Il (utilizando las cepas NDI1-TAP y QCR2-TAP) y compararlos con el perfil de
fraccionamiento del ATG8 que como se ha indicado con anterioridad se trata de un receptor
necesario para la mitofagia. Para ello, en primer lugar, se crecieron las cepas en medio YPGal,
posteriormente recuperando el contenido celular. A continuacidn, se siguié el protocolo de
purificaciéon del mitofagosoma descrito en materiales y métodos donde se lisan las células
obteniendo el contenido proteico. Seguidamente se preparo el gradiente de sacarosa con unas
concentraciones de entre el 30% y 60% se congeld a -80°C y durante la descongelacién se generd
un gradiente continuo.

El siguiente paso fue afiadir los extractos proteicos al gradiente continuo de sacarosa y
centrifugar con una ultracentrifuga. Se continud extrayendo de cada tubo de gradiente alicuotas
de 200 pL en 200 pL desde la parte superior hasta la inferior, con precaucion de no mezclar las
fases y se distribuyeron en tubos Eppendorf para a continuacion precipitar las proteinas de cada
uno de los tubos con TCA siguiendo el protocolo indicado en materiales y métodos.

Una vez obtenidas las muestras proteicas se realizd una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y a continuacidn se realizé la transferencia a membranas PVDF

para realizar la posterior inmunodeteccidn siguiendo los protocolos indicados anteriormente.

A continuacion, las figuras 15, 16 y 17 muestran los resultados del Western Blot de los geles
de ATGS-TAP, NDI1-TAP y QCR2-TAP.
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Figura 15. Western Blot que muestra el perfil de fragmentacion mediante gradiente de
sacarosa de la proteina ATG8-TAP. A la izquierda se encuentra el marcador de pesos
moleculares en KDa, en la parte superior se indica el peso molecular del ATG8 y el peso
molecular de TAP. Los nuimeros del 1 al 13 indican las fracciones recogidas tras el
gradiente de sacarosa de menor densidad a mayor densidad. La banda que se observa
corresponde a la suma del ATG8 + TAP (38,6 KDa). Sefialada con una flecha la banda de
mayor intensidad.
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Figura 16. Western Blot que muestra el perfil de fragmentacion mediante gradiente de
sacarosa de la proteina NDI1-TAP. A ambos lados se encuentra el marcador de pesos
moleculares en KDa, en la parte superior se indica el peso molecular del NDI1 y el peso
molecular de TAP. Los nuimeros del 1 al 12 indican las fracciones recogidas tras el
gradiente de sacarosa de menor densidad a mayor densidad. La banda que se observa
corresponde a la suma del NDI1 + TAP (82,264 KDa). Sefialados con flechas los productos
de degradacién de NDI1.
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Figura 17. Western Blot que muestra el perfil de fragmentacion mediante gradiente de
sacarosa de la proteina QCR2-TAP. A ambos lados se encuentra el marcador de pesos
moleculares en KDa, en la parte superior se indica el peso molecular de QCR2 y el peso
molecular de TAP. Los numeros del 1 al 11 indican las fracciones recogidas tras el
gradiente de sacarosa de menor densidad a mayor densidad. La banda que se observa
corresponde a la suma del QCR2 + TAP (65,479 KDa).

Tras comparar las 3 figuras, y los patrones que muestran, se observa que el perfil de NDI1
recuerda al de ATGS sin llegar a ser completamente iguales dado que las bandas de mayor
intensidad en ambos casos se sitian en las fracciones 8, 9, 10 y 11. Sin embargo, en el caso de
QCR2, el patron es completamente distinto. Cabe destacar, que en NDI1 (figura 16), en la
fraccion 11 se observa un producto de degradacion, sefialado con flechas, que es precisamente
la fraccidon donde la banda de ATGS (figura 15) aparece con mayor intensidad, lo que hace pensar
gue posiblemente en esa fraccion se encuentre el mitofagosoma.

Se eligieron estas dos proteinas, NDI1 y QCR2, porque representan a los complejos | y Il
respectivamente y se ha visto en estudios previos (Timdn-Gomez et al., 2018) que estos 2
complejos sufren mitofagia simultdneamente. Se decidid realizar la comparacidon con ATGS,
porque se ha visto también en dichos estudios que es un receptor que juega un papel importante
en la generacién del mitofagosoma y por tanto cabria esperar cierta similitud en los perfiles de
los geles.

Estos resultados muestran un ensayo preliminar que podria abrir nuevas puertas para el
estudio de la mitofagia, pudiendo ampliar los ensayos empleando otras proteinas localizadas en
las mitocondrias como por ejemplo el transportador de piruvato que tiene localizacion
mitocondrial, como también estudiar otras fuentes de carbono o en presencia de Valinomicina
para favorecer el aumento de mitofagia.
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5. CONCLUSIONES

conclusiones generales extraidas de cada uno de los ensayos realizados para proporcionar

Para finalizar la redaccién de este trabajo, se proponen a continuacién unas

una vision general de los resultados obtenidos:

1.

En primer lugar, tras el estudio de los diferentes mutantes en presencia de
valinomicina se encontraron ciertos genes que podrian ser necesarios en el
reciclaje mitocondrial selectivo inducido por este antibidtico. Se han observado
indicios en el caso de A YME1, A APN2, A MDM10, A CYT2, A MOT3 Y A HAP2.

El estudio de regulacidn trascripcional parece indicar que en medio YPGal existe
un aumento moderado de los niveles de ARNm relativo de todos los complejos
mitocondriales frente al medio YPD. Ademas, el complejo Il presenta unos niveles
transcripcionales ligeramente superiores al del resto de complejos.

En cuanto a la microscopia de fluorescencia para la observacion de mitofagia
selectiva, a nivel cualitativo las imagenes muestran, en el caso del mutante A
YME1, la presencia de lo que podrian ser vesiculas mitofagicas. Seria conveniente
poder estudiar a nivel cuantitativo este proceso para valorar la implicacién de esta
proteasa en el proceso de la mitofagia.

Por ultimo, los estudios de patréon de fraccionamiento indican diferentes perfiles
para los complejos mitocondriales | y Il siendo el patrdn del complejo | similar al
de ATGS. Esta metodologia podria emplearse en el futuro para el estudio de mas
proteinas mitocondriales.

Por todo ello, este trabajo es de gran utilidad como punto de partida para el estudio de
nuevos reguladores implicados en el proceso de mitofagia inducida por dafio mitocondrial
y aporta una vision general de lo complejo que es este proceso del que alin se desconocen

muchas de las rutas implicadas en el mismo.

En el futuro podrian desarrollarse nuevos experimentos estudiando los genes que parecen

tener una funcién importante en la mitofagia para aportar robustez a estos ensayos, asi como

realizar réplicas de los mismo para aumentar la N y dar mayor valor estadistico.
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7. ANEXOS

ANEXOS

En este punto se encuentra el material complementario nombrado en el texto

anteriormente.

7.1. ANEXO 1, Tabla 1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae empleadas.

Tabla 1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae empleadas. En esta tabla se describen
los mutantes de levadura utilizados para el estudio, su genotipo y su procedencia.

Cepa
BY47471

Mutantes de delecion
AHOG1
ASCH9
AYME1
AUTH1
AAIM25
APTC6
AYIL165(C)
AAPN2
AMDM10
ACYT2
AACF2
APIK1
AYAP 1
ASTB5
ARTG3
AMSN?2
AMSN4
AMOT3
AHAP2
Cepas con el epitopo TAP
ATGS8-TAP
ATG11-TAP
NDI1-TAP

QCR2-TAP

Genotipo

MATa; his3A1; Leu2A0;

Met15A0; Ura3

BY4741 HOG1::KANMX4
BY4741 SCH9::KANMX4
BY4741 YME1::KANMX4
BY4741 UTH1::KANMX4
BY4741 AIM25::KANMX4
BY4741 PTC6::KANMX4
BY4741 YIL165::KANMX4
BY4741 APN2::KANMX4
BY4741 MDM10::KANMX4
BY4741 CYT2::KANMX4
BY4741 ACF2::KANMX4
BY4741 PIK1::KANMX4
BY4741 YAP1::KANMX4
BY4741 STB5::KANMX4
BY4741 RTG3::KANMX4
BY4741 MSN2::KANMX4
BY4741 MSN4::KANMX4
BY4741 MOT3::KANMX4
BY4741 HAP2::KANMX4

BY4741 ATG8-TAP::His3MX
BY4741 ATG11-TAP::His3MX
BY4741 NDI1-TAP::His3MX

BY4741 QCR2-TAP::His3MX

Procedencia
Euroscarf

Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf

Ghaemmaghami et al., 2003
Ghaemmaghami et al., 2003
Ghaemmaghami et al., 2003

Ghaemmaghami et al., 2003
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7.2. ANEXO 2, Tabla 2. Descripcion de la funcion de los genes mutados empleados en los

diferentes experimentos.

Tabla 2. Descripcion de la funcion de los genes mutados empleados en los

diferentes

(http://www.yeastgenome.org/)

experimentos.

Informacion recuperada de SGD

Nomenclatura

estdndar
BY4741
HOG1

SCH9

YME1

UTH1

AIM25

PTC6

YIL165(C)

APN2

MDM10

CYT2

ACF2

Nomenclatura
Sistemadtica

YLR113W

YHR205W

YPRO24W

YKRO42W

YJR100C

YCRO79W

YIL165C

YBLO1SW

YALO10C

YKLO87C

YLR144C

Descripcion de la funcion del gen mutado

Cepa de laboratorio derivada de SC288C

(High Osmolarity Glycerol response). Proteina quinasa
activada por mitégeno implicada en la osmorregulacién.
Proteina quinasa de la familia AGC; implicada en la
transactivacion de genes que responden a estrés
osmético.

(Yeast Mitochondrial Scape) Subunidad catalitica del
complejo de proteasa i-AAA; complejo se encuentra en
la membrana interna mitocondrial; responsable de la
degradacion de productos genéticos mitocondriales
desplegados o mal plegados.

Proteina de la membrana interna mitocondrial, su papel
en la mitofagia es controvertido.

(Altered Inheritance of Mitochondria) Proteina
mitocondrial de funcién desconocida; involucrado en el
mantenimiento de la integridad de Ila red
mitocondrial; regulador negativo del flujo de mitofagia.
Fosfatasa mitocondrial del tipo 2C (PP2C), involucrada
en mitofagia.

Proteina putativa de funciéon desconocida. El mutante
muestra defectos de mitofagia.

(APurinic/apyrimidinic eNdonuclease) Endonucleasa
abasica (AP) de clase Il implicada en la reparacion del
dafio del ADN.

(Mitochondrial Distribution and
Morphology) Componente del complejo ERMES que
actua como un enlace molecular entre las mitocondrias
y el RE, necesario para el intercambio eficaz de
fosfolipidos entre los organulos y la mitofagia.
Citocromo C1 hemoliasa involucrado en la maduraciéon
del citocromo C1 que se encuentra en la mitocondria.
(Assembly Complementing Factor) Beta-1,3-
endonucleasa intracelular. Se asocia con un papel en el
ensamblaje del citoesqueleto de actina cortical. La
abundancia de esta proteina aumenta en respuesta al
estrés de replicacion de DNA
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PIK1

YAP 1

STB5

RTG1

RTG3

MSN2

MSN4

MOT3

HAP2

ATGS

ATG11

NDI1

YNL267W

YMLOO7W

YHR178W

YOL067C

YBL103C

YMRO037C

YKLO62W

YMRO70W

YGL237C

YBLO78C

YPR0O49C

YML120C

Fosfatidil Inositol 4-quinasa; puede controlar Ia
autofagia y mitofagia no selectiva a través del trafico de
Atg9p

(Yeast AP-1) Factor de transcripcion basico de cremallera
de leucina (bZIP); requerido para la tolerancia al estrés
oxidativo; activado por H,0;

(Sin Three Binding protein) Factor de
transcripcion; involucrado en la regulacion de la
resistencia a multiples farmacos y la respuesta al estrés
oxidativo

(ReTroGrade regulation) Factor de transcripcién (bHLH)
involucrado en la comunicacién
interorganular; contribuye a la comunicacion entre las
mitocondrias, los peroxisomas y el nucleo, Objetivo de
Hoglp

(ReTroGrade regulation) Factor de transcripcion
bHLH/Zip para vias retrégradas (RTG) y TOR; forma un
complejo con otra proteina bHLH/Zip, Rtglp, para
activar las vias; objetivo de Hoglp

(Multicopy suppressor of SNF1 mutation) Activador
transcripcional sensible al estrés.

(Multicopy suppressor of SNF1 mutation) Activador
transcripcional sensible al estrés.

(Modifier of Transcription) Represor transcripcional,
activador; papel en el ajuste celular al estrés osmotico
(Heme Activator Protein) Subunidad del complejo de
unién a CCAAT Hap2p/3p/4p/5p; el complejo es un
activador transcripcional y regulador global de Ila
expresion génica respiratoria.

(AuTophaGy related) Componente de
autofagosoma; proteina Unica tipo ubiquitina cuyo
objetivo de conjugacion es la fosfatidiletanolamina
lipidica (PE); Atg8p-PE estd anclado a las membranas,
esta involucrado en la expansidn de fagéforo y puede
mediar la fusidn de la membrana durante la formacién
del autofagosoma.

(AuTophaGy related) Proteina adaptadora para la
pexofagia y la via de seleccion de Cvt; carga la carga
unida al receptor al sitio de ensamblaje de fagéforo
(PAS) para el empaquetamiento en vesiculas.

NADH ubiquinona oxidorreductasa; transfiere
electrones de NADH a ubiquinona en la cadena
respiratoria, pero no bombea protones.
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QCR2

YPR191W

Subunidad 2 de ubiquinol citocromo-c reductasa
(Complejo lll); componente de la cadena de transporte
de electrones de la membrana interna mitocondrial.
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