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RESUMEN

En S. cerevisiae, la traduccion de los mRNA codificados por las mitocondrias depende
de proteinas de origen nuclear, conocidas como activadores traduccionales. Estos
reconocen las regiones 5' no traducidas (UTR) de sus mRNA para activar el inicio de la
traduccion. Mss51 es uno de los activadores de la traduccion del transcrito de COX1 que
codifica parala subunidad 1 del citocromo c oxidasa, altimo aceptor de electrones de la
cadena respiratoria. Cuando Mss51 se elimina, Cox1 no se traduce y por lo tanto no se
ensambla el citocromo ¢ oxidasa (CIV). Con la finalidad de comprender con mayor
profundidad las funciones de Mss51, en el laboratorio se encontré que una mutaciéon
supresora permite que Cox1 se vuelva a sintetizar a pesar de la ausencia de Mss51. La
mutacién supresora incide en elF4G1, un factor de inicio de la traduccidn citosélica que
funciona como proteina modular para unir otras proteinas de inicio de la traduccién y
permitir que el mRNA en el citosol se circularice. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo

es investigar si la proteina elF4G1 forma parte del proteoma mitocondrial.

Los resultados indican que es posible detectar elF4G1l en las preparaciones de
mitocondrias purificadas. Sin embargo, otros marcadores citoplasmaticos también
pueden ser detectados. elF4G1 se ha identificado en diferentes estudios como una
proteina auxiliar esto significa que afecta la funcién, la morfologia y la dinamica
mitocondrial porque se ha probado su papel en el correcto funcionamiento de la

mitocondria.



1. INTRODUCCION

1.1 La mitocondria

Las mitocondrias proporcionan energia a las células mediante la generacion de
moléculas de ATP mediante de la fosforilacién oxidativa en eucariotas (Saraste, 1999).
También llevan a cabo muchas otras funciones vitales, incluida la sintesis de lipidos y
esteroides, la biosintesis de grupos hierro-azufre y hemo (Atamna et al., 2002). Las
mitocondrias estan organizadas como una red de tdbulos de doble membrana
interconectados que se remodelan continuamente por fusion y fision (Chen y Chan,
2009). Las membranas externa e interna delimitan dos compartimentos acuosos: el

espacio intermembrana (EIM) y la matriz mitocondrial (MM). (Chen y Chan, 2009).

Las mitocondrias poseen su propio genoma, remanente de un genoma procaridtico
ancestral (Gray, 2017; Margulis, 1975) que se ha reducido considerablemente en
tamafo debido a una transferencia masiva de genes durante la evolucién eucariota.
Como resultado, la mayoria de las proteinas necesarias para la estructura y las
funciones mitocondriales se expresan a partir del genoma nuclear (Thorsness & Weber,

1996)



1.2 La cadena de transporte de electrones en S. cerevisiae

Los complejos respiratorios acoplan el transporte de electrones hacia al O, con el
bombeo de protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal,
para generar un gradiente electroquimico que después aprovecha la ATP sintasa para

generar ATP (Zhao et al., 2019)

La cadena de transporte de electrones eucariota tipica consiste en cuatro complejos que
poseen multiples proteinas (I-V) y dos acarreadores de electrones libres, el citocromo
¢y la ubiquinona. El sistema de S. cerevisiae es muy similar al sistema de los mamiferos
excepto que el complejo I se reemplaza por una NADH deshidrogenasa (Ndilp) en el
lado interno de la MI y dos NADH deshidrogenasas en el lado externo de la membrana
interna (Ndelp, Nde2p) que entregan electrones a la ubiquinona sin translocar

protones (Lasserre et al., 2015).

El complejo II es clave en dos rutas metabodlicas acopladas. Primero oxida el succinato
a fumarato en el ciclo del acido tricarboxilico y los electrones se utilizan para reducir
FAD a FADHz, lo que finalmente reduce la ubiquinona a ubiquinol en la cadena
respiratoria. El complejo III o complejo bci cataliza la transferencia de electrones desde

el ubiquinol al citocromo c.



Por tltimo, el citocromo c oxidasa o complejo [V acarrea electrones desde del citocromo
c al O, catalizando su reduccién a H20. Los complejos IIl y IV son los tinicos que acoplan
la trasferencia de electrones con la translocacion de protones hacia el espacio
intermembranal, y por lo tanto contribuyen a la generacién del gradiente
electroquimico (Hartley et al, 2019). En este trabajo se estudi6 al complejo IV

respiratorio, en particular a su subunidad 1 que en adelante sera referido como Cox1

NADH NAD + H- s H*

NAD + H- -
+ 1 _
{\ H* H 502+2H++26
Succinato  Fumarato H* H*
H* ADP+Pi ATP

Complejo II Complejo llI Complejo IV ATP sintasa
(bc,)

Figura 1. Cadena respiratoria de S. cerevisiae. Q= Poza de quinonas, se muestra solo una
de las dos NADH deshidrogenasas que se encuentran del lado del espacio
intermembrana. PDB: 4G-6G. Complejo II, PDB: 1Z0Y. Complejo III, PDB: 1KYO. Complejo
IV, PDB: 6HU9 modificado de (Letts & Sazanov, 2017).
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1.3 La subunidad 1 del Citocromo c Oxidasa: Cox1

El citocromo c oxidasa (o complejo IV, CIV) es la ultima enzima de la cadena de
transporte de electrones. El CIV esta embebido en la membrana interna de las
mitocondrias, cataliza la reduccién de oxigeno molecular a agua. El CIV en mamiferos
se compone de 11 subunidades mientras el de S. cerevisiae se compone de 12 (Hartley
et al.,, 2019). La mayoria de las subunidades de la enzima se codifican en el ntcleo a
excepcion de 3 que forman parte de su nucleo catalitico conservadas en todos los reinos,
codificadas en el DNA mitocondrial Cox1, Cox2 y Cox 3. El extremo C- terminal de Cox1
estd expuesto hacia la matriz mitocondrial, estd region de Cox1 es un centro de
sefalizacidn para su biogénesis, ya que es importante para la regulacion de sintesis de
la proteina y posterior ensamblaje del complejo IV (Hartley et al., 2018; Shingd-Vazquez

etal, 2010).

Cox1 es la subunidad mas grande del CIV, con 12 cruces transmembrana que
comprenden la mayor parte de la proteina. Cox1 contiene grupos hemo a y a3, mas el
cofactor de Cus para la reduccién de oxigeno, asi como los canales para la translocacion
de protones. Cox1 se sintetiza dentro de la mitocondria porque esta codificada en el
genoma mitocondrial, y su ensamblaje esta muy acoplado a su sintesis (Fontanesi et al.,

2006).



1.4 Traduccion mitocondrial

La maquinaria de traducciéon mitocondrial es distinta a la citosélica y a la bacteriana.
Los mRNA mitocondriales no poseen cap 5' ni secuencias Shine-Dalgarno (Garcia-
Guerrero et al, 2016). En algunas especies, como en S. cerevisiae, los mRNA
mitocondriales no poseen cola poli (A). Las mitocondrias utilizan cédigos genéticos
modificados, descifrados por RNA de transferencia (tRNA) codificados por las mismas
mitocondrias. En el caso de la levadura todos los tRNA que se requieren para la
traduccién mitocondrial son sintetizados por el mismo organelo (Couvillion et al;

2016).

El genoma mitocondrial de S. cerevisiae codifica ocho proteinas principales: siete son
subunidades esenciales de los complejos respiratorios: Cytb (subunidad del complejo
[II o complejo bcl), Cox1, Cox2 y Cox3 (subunidades del complejo IV o citocromo ¢
oxidasa); Atp6, Atp8 y Atp9 (subunidades de la ATP sintasa) y Var1l gen que traduce a
una proteina que forma parte de la subunidad pequeia del ribosoma (Herrmann et
al,.2013). Los transcritos que codifican proteinas tienen regiones no traducidas
conocidas como UTRs (Untranslated regions) en los extremos 5' y 3’, las cuales
desempefia funciones reguladoras importantes. El genoma mitocondrial de S.
cerevisiae también codifica genes de RNA ribosomales, y se complementan con factores
que son codificados en el genoma nuclear e importados a la mitocondria (Ott et al,,

2016).

En S. cerevisiae, 1a traduccién de los mRNA codificados por las mitocondrias depende

de proteinas conocidas como activadores traduccionales, que son proteinas unidas a la



membrana interna que reconocen los extremos 5’-UTR del mRNA mitocondrial blanco
e interactian con los ribosomas mitocondriales, (Fox, 2012). La eliminacién de
cualquier gen que codifique para un activador de la traduccién da como resultado una
pérdida completa de la fosforilacién oxidativa, lo que demuestra un papel esencial de
estas proteinas en las mitocondrias. Por ejemplo, Pet111 activa especificamente la
traduccion del mRNA codificado mitocondrialmente para Cox2 (subunidad II del
complejo IV) (Green-Willms et al, 2001), mientras Pet54, Pet122 y Pet494 son

activadores traduccionales del mRNA de COX3 (Wang et al., 2021).

1.5 Traduccion de COX1

En S. cerevisiae COX1 se produce como un transcrito policistrénico que contiene a los
genes ATP6 y ATP8 de la ATP sintasa, ademas contiene intrones (Manon & Guerin,
1989). El procesamiento del mRNA para generar el transcrito de COX1 maduro es
asistido por madurasas codificadas por ORFs ubicados dentro de algunos de los
intrones del propio COX1 (Lazowska et al., 1980). También requiere de genes nucleares
como MSS116 y PET54 (De Silva et al,, 2017, Mayorga et al., 2016). La traduccién del
mRNA de COX1 esta controlada por Pet309, Mam33, Mrx8 y Mss51 (Mick et al.,, 2011;
Séraphin et al,, 1989; Roloff & Henry, 2015., Verma et al,, 2021). Pet309 se une a la
region 5'-UTR del mRNA de COX1 y recluta a Mss116, una helicasa DEAD-box, que
desenrolla la region 5'UTR y facilita el acceso de Mss51 (Mss51 es una proteina que es
capaz de unirse a un grupo Hemo B ya que contiene dos motivos de cisteina-prolina-X
CPX hacia el extremo N que son capaces de unirse a grupos hemo (Soto et al., 2012)) al

complejo de iniciacion (De Silva et al., 2017). Mss51 no s6lo promueve la traduccion del


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=De+Silva+D&cauthor_id=28520979

mRNA de COX1 actuando sobre la region 5° del mRNA de este, sino que también
interactia con Cox1 recién sintetizado para mediar el montaje correcto del complejo
respiratorio (Perez-Martinez et al.,, 2003). Si existen errores de ensamblaje, Mss51
actuara como inhibidor de la traduccién del mRNA de COX1 evitando la acumulacién
del péptido, la regién C terminal de Cox1 juega un papel importante en la regulacion
que ejerce Mss51 sobre la sintesis de Cox1 (Figura 2) (Perez-Martinez et al., 2003,

Shingu-Vazquez et al., 2010, Garcia-Villegas et al., 2017).

\ Cox1 C- term @

Figura 2. Modelo de la regulacion de la traduccion del mRNA de COX1. Mss51 ayuda
a que se inicie la sintesis de Cox1 interactuando con su mRNA. Mss51 también interactiia
fisicamente con Cox1 cuando ésta formando intermediarios de ensamblaje, por lo que
una vez sintetizado Cox1 le ayuda a insertarse en la membrana. Cuando hay un correcto
ensamblaje del complejo 1V, Mss51 puede disociarse de Cox1 e iniciar otra ronda de
sintesis. Cuando hay un error de ensamblaje Mss51 permanece unido al intermediario
de Cox1 disminuyendo la sintesis de esta subunidad, ya que no se encuentra disponible
para llevar a cabo mas rondas e traduccion (Perez-Martinez et al.,, 2003, Micke et al,
2011). El C-terminal de Cox1 contribuye a la unién de Mss51 al intermediario de

ensamblaje (Shingu-Vazquez et al., Garcia-Villegas et al., 2017).
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1.6 La funcion mitocondrial depende de la importacion de proteinas codificadas

nuclearmente

La funcién mitocondrial depende del suministro constante de proteinas codificadas en
el nucleo. Alrededor del 99% de las proteinas mitocondriales son de origen nuclear y
son conocidas como precursoras mitocondriales. El direccionamiento de las proteinas
a este organelo depende de sefales polipeptidicas (secuencias) dentro de la misma

proteina a importar (Williams et al., 2014).

Una vez sintetizadas las proteinas precursoras que se dirigen a la mitocondria por los
ribosomas citosoélicos, para que puedan ingresar a la mitocondria primero se
encuentran con el poro de importaciéon general en la membrana externa, llamado
translocasa de la membrana externa (TOM). La subunidad central del complejo TOM es
la proteina de barril § formadora de poros Tom40, que es esencial para la supervivencia
de la célula. Los dominios citosélicos de las tres subunidades de los receptores Tom20,
Tom22y Tom70 reconoceny se unen a las respectivas secuencias sefial de las proteinas

precursoras mitocondriales (Kulawiak et al., 2013).

Muchas de las proteinas importadas a las mitocondrias poseen una presecuencia N-
terminal que comprende una hélice a anfipatica con residuos hidréfobos en un lado y
residuos polares en el otro lado. La mayoria de las presecuencias tienen una longitud
de 10 a 55 aminodacidos y una carga neta entre + 3 y + 6. Después de la translocacién a
través del complejo TOM, los precursores entrantes con secuencias de
direccionamiento N-terminales son presentados a la translocasa de presecuencia de la

membrana interna (TIM23) (Vogtle et al., 2009).



La importacion de proteinas precursoras a la matriz mitocondrial requiere la accién
adicional del motor asociado a translocasas de presecuencia (PAM). El componente
central de PAM es la mtHsp70 (Ssc1), que tiene un dominio de unién para el precursor
entrante, asi como un dominio de ATPasa (Voisine et al.,, 1999). Mediante multiples
rondas de unidn al sustrato, las proteinas mtHsp70 pueden importar las proteinas
precursoras a la matriz. Esta funcién esencial de mtHsp70 esta regulada por otras

subunidades del complejo PAM (Yamano et al., 2008).

La escision de las presecuencias del extremo N-terminal por la peptidasa de
procesamiento mitocondrial (MPP) en la matriz es crucial para el posterior
plegamiento y la actividad catalitica de las proteinas precursoras importadas. La MPP
consta de dos subunidades homologas Mas1 y Mas2. La zinc-metaloproteasa Mas1 es la
subunidad activa, que escinde el precursor en una conformacién extendida durante o
poco después del transporte a través del complejo TIM23. La escisidn tiene lugar en un
sitio especifico, preferentemente con arginina en la posicion menos 2 con respecto al

extremo amino maduro (Taylor et al., 2001).



1.7 La traduccion de proteinas mitocondriales codificadas en el nucleo esta

acoplada a la mitocondria.

Se sabe que las proteinas mitocondriales se traducen en el citoplasma y se importan
postraduccionalmente. Sin embargo, estudios apoyan que para una direccion eficiente
de proteinas la traduccién se da en las inmediaciones de la membrana externa
mitocondrial (Lesnik et al., 2015). Se ha obtenido evidencia para la traduccién acoplada
a organelos ya que se ha observado que los polisomas pueden estar asociados a las
mitocondrias (Kellems et al., 1975). Ademas, por criomicroscopia electrénica se mostré
la presencia de ribosomas en la superficie de las mitocondrias, con sus tineles de salida

hacia la membrana mitocondrial (Gold et al., 2017).

(Como se dirigen los mRNA a las mitocondrias para la traduccion acoplada a

organulos?

En S. cerevisiae la sefial polipeptidica de la secuencia de direccionamiento mitocondrial
es reconocida por el receptor mitocondrial Tom20 de la membrana externa. Cuando la
secuencia de direccionamiento mitocondrial ya esta dentro de la mitocondria se
requiere de factores adicionales que estabilizan la importacién de proteinas que se
estdn al mismo tiempo traduciendo. Un factor estabilizador probable para la asociacion
mitocondrial de ribosomas es el complejo asociado a cadena naciente (NAC), una
chaperona asociada a ribosoma, que interactiia especificamente con el receptor

mitocondrial Om14 de S. cerevisiae (Lesnik et al.,, 2014, Ponce-Rojas et al., 2017).



Otro factor que reconoce el RNA, es la proteina Puf3 de S. cerevisiae, que se localiza en
la membrana externa de las mitocondrias y contiene un sitio de union al extremo 3’'UTR
de mRNA diana, Puf 3 lleva a cabo funciones importantes durante la importacién de
proteinas cotraduccionalmente. Un andlisis de su comportamiento muestra que se une
a cientos de mRNA mitocondriales diferentes, lo que indica que influye en varios
procesos celulares regulando, por ejemplo, la estabilidad y la traducciéon del mRNA

(Gerber et al., 2004).

En Drosophila melanogaster, la cinasa Pinkl de Ser/Thr reconoce mRNA especificos
que codifican proteinas de la cadena respiratoria, como las subunidades del complejo L.
Pink1 recluta la ubiquitina ligasa E3 Parkin, que elimina los represores de la traduccién
como Pumilio y Glorund / hnRNP-F, ademdas mejora la unién a elF4G iniciando asf la
traduccion. La interaccion del péptido naciente traducido con Tom20 mantiene los
mRNA en la superficie mitocondrial, lo que facilita la traduccidén local y la importacién

(Gehrke et al., 2015).

1.8 Factor de Inicio de la traduccion elF4G

TIF4631 codifica para el factor de inicio de la traduccién elF4G1 citosolico. Es la base
del complejo de inicio de la traduccién, ya que es una proteina de andamio a la que se
unen diversas proteinas como la proteina de unién a Cap 5” eIF4E (CDC33), la helicasa
miembro de la familia de proteinas DEAD-box elF4A (TIF1) y su activador elF4B (TIF3).
Asi mismo, se le une la proteina de union a la cola de Poli-A (PAB1). Esto permite la
circularizacion del mRNA y su posicionamiento en el complejo de preiniciacion 43s

(Prévét et al; 2003) (Figura 3).



Figura 3. Modelo esquematico de la circularizacién del mRNA durante la traduccién
citosolica. el[F4G1l se une al extremo 5' del mRNA a través de la interaccién al 5'

cap/elF4E y al extremo 3' a través de una interaccion Pab1/polyA (Prévot et al., 2003).

Debido ala funcién de elF4G1 en el inicio de la traduccidn las principales proteinas con
las que interacciona son aquellas que cumplen esta misma funcién, como se puede

observar en la tabla 1.

Figura 4. Representacion de los principales interactores de elF4G1 (TIF4631). Los nodos
de la red representan proteinas. Las lineas indican que las proteinas directamente unidas

forman parte del mismo complejo fisico.
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Tabla 1. Principales proteinas que interactian con elF4G1

PAB1 Proteina de unio6n a cola poli(A)

TIF1 Factor de inicio de la traduccion elF4A; una helicasa de RNA tipo DEAD/-box

NIP1 Subunidad elF3c del factor 3 de inicio de la traduccién eucariota (elF3);
involucrados en el montaje del complejo de preiniciacion

CDC33  Proteina de unién a Cap del mRNA y factor de inicio de la traduccion elF4E; el
complejo elF4E-cap es responsable de mediar la traduccién de mRNA dependiente
de cap mediante interacciones con el factor de iniciacion de la traduccion elF4G

TIF3 Factor de iniciacion de la traducciéon elF-4B; contiene un motivo de
reconocimiento de RNA y se une al RNA monocatenario

RPG1 Subunidad elF3a del factor 3 de inicio de la traduccién eucariota (elF3); subunidad
del complejo central de elF3; esencial para la traduccién

PRT1 Subunidad elF3b del factor 3 de inicio de la traducciéon eucariota (elF3);
subunidad del complejo central de elF3; esencial para la traduccién

DED1 helicasa de RNA tipo DEAD- Box dependiente de ATP; requerido para el inicio de
la traduccién de todos los mRNA de levadura.

Tabla 1. Descripcion de los principales interactores de elF4G1. https://string-
db.org/cgi/input?sessionld=b2aMR(C70377X&input_page_show_search=on

1.9 S. cerevisiae posee dos formas de elF4G

S. cerevisiae expresa dos formas de elF4G que poseen 51 % de identidad y 72 % de
similitud entre ellas, codificadas por los genes TIF4631 (elF4G1) y TIF4632 (elF4G2)
(Clarkson et al.,, 2010). Ambas isoformas comparten una arquitectura de dominio
conservado evolutivamente, con las porciones que interactiian con PABP y elF4E en el
extremo N-terminal, un dominio MIF4G (Dominio Medio de elF4G) caracteristico que
consta de 240 residuos de aminoacidos ubicados hacia la region C-terminal

superpuesta con el dominio que interactiia con elF4A, que presumiblemente adopta



una estructura a-helicoidal y puede participar en interacciones proteina-proteina y
proteina-RNA (Das, 2016). El dominio MIF4G se ha relacionado como un adaptador
multipropoésito, que potencialmente conecta los otros dos elementos del complejo
elF4F, elF4Ay elF4E (Goyer et al,, 1993). Las dos isoformas de S. cerevisiae albergan tres
motivos de reconocimiento de RNA (RRM), En la levadura, estos motivos se ubican en
las regiones N-terminal, media y C-terminal, de las cuales las dos ultimas son ricas en

arginina y serina (Prevot et al,, 2003).

RNA RNA
elF4G1 | RNA i IRS) elF4A/MIFAG (Rs}) | 952
elFac2 il 05 BTV

Figura 5. Diagrama esquematico que muestra diferentes dominios funcionales de las isoformas
de elF4G de S. cerevisiae y los dominios funcionales verificados experimentalmente. Las
longitudes de cada isoforma (en nimeros de aminoacidos) se indican en el lado derecho. Los
dominios central y C-terminal de unién a RNA (indicados por RS) son ricos en arginina y serina.
Las lineas horizontales negras dentro del dominio elF4A indican el dominio MIF4G (Clarkson et

al, 2010).

1.10 Diferencias funcionales de las isoformas de elF4G

La eliminacién de alguna de las dos isoformas de elF4G muestra ciertas diferencias, por
ejemplo, las cepas que carecen de elF4G1 (Atif4631) crecen mas lento que las que
carecen de elF4G2, esta ultima cepa crece de manera similar a una cepa WT (Park et al,,

2011). anteriormente se consideraban funcionalmente redundantes con cualquier
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diferencia fenotipica relacionada a la alteracion en los niveles de expresion de elF4G
(Clarkson et al., 2010), pero se ha mostrado que elF4G1 es especificamente necesario

para mediar la respuesta de traduccion al estrés oxidativo. (Cunningham et al., 2023)

1.11 elF4G desempeiia multiples funciones en el metabolismo del RNA

De manera interesante, eIF4G no sélo participa en la traduccion citosdlica, sino que se
le han descrito otras actividades no relacionadas con la traduccioén citosdlica ya que esta
proteina posee tres sitios de unién a RNA, lo que le permite desempefiar multiples
funciones en el metabolismo del RNA. Se ha visto que es un componente en la via de
degradaciéon del mRNA nuclear (Das et al, 2014). También se ha detectado que
interactia con componentes del espliceosoma in vitro y la eliminaciéon de una de las
isoformas de elF4G da como resultado la acumulacién de precursores de mRNA sin
llevar a cabo el splicing o empalme (Kafasla et al., 2009). Esto es de importancia, ya que
el papel de elF4G en la regulacion de la sintesis de Cox1 que se ha detectado en nuestro
laboratorio puede estar relacionada a alguna de estas funciones y no necesariamente a
la interaccion directa de elF4G con los factores de traduccion de Cox1 en la mitocondria,
por lo que se resumen algunas funciones que se le han atribuido a eIF4G en la expresion

de genes.



1.12 Localizacion intracelular de TIF4631 (elF4G1) y TIF4632 (elF4G2)

Al ser un componente del complejo 4F del factor de inicio de la traduccion, ambas
formas de elF4G se localizan en el citosol (Prévot et al; 2003) (Figura 6) y aunque se ha
comprobado su funcién en procesos que se llevan a cabo dentro de organelos como el
nucleo (Das et al.,, 2014) y la mitocondria, como mas adelante se muestra no se ha
podido comprobar su localizacién en otro organelo. Esta bien documentado que, en las
células eucariotas, las moléculas de una proteina pueden ubicarse en varias ubicaciones
subcelulares, un fenémeno denominado localizacién dual, un par de ejemplos de estas
proteinas en S. cerevisiae son la histidina tRNA sintetasa (HTS1) y la valil-tRNA sintetasa
(VAS1) que se localizan tanto en el citosol como en las mitocondrias. Los genes
correspondientes codifican dos transcritos: uno largo, que incluye la secuencia dirigida
a la mitocondria, que se traduce a la forma mitocondrial de la proteina, y uno corto que

se traduce a la forma citosdlica que carece de esta sefial (Yogev & Pines, 2011).

A B

Figura 6. Localizacidn intracelular de elF4G1 (A) y el[F4G2 (B). Las imégenes se obtuvieron del
repositorio YeastGFP. https://yeastgfp.yeastgenome.org/displayLoclmage.php?loc=1796 y
https://yeastgfp.yeastgenome.org/displayLoclmage.php?loc=8188
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

2.1 elF4G1 es una proteina que regula la sintesis de Cox1.

Con la finalidad de comprender con mayor detalle las funciones de Mss51 se ha
estudiado como la ausencia de este activador afecta la traduccion del gen mitocondrial
reportero ARG8™. Este gen se inserté en el DNA mitocondrial fusionado al gen que
codifica para COX1 (COX1(1-512)::ARG8™) (Pérez-Martinez et al., 2003 ) y es capaz de
complementar una eliminacién nuclear de ARGS8 (Steele et al., 1996). Estas células son
por lo tanto capaces de crecer en un medio sin arginina, pero las células que no poseen
Mss51 (Amss51) no pueden crecer en este medio ya que la traducciéon de ARGE™
depende de la traduccién de COX1, la cual no puede iniciar por la ausencia de Mss51
(Pérez-Martinez et al., 2003). En el laboratorio buscamos supresoras espontaneas de
mutantes Amss51 que pudieran crecer en un medio sin arginina. Estas supresoras
contenian la construccion COX1(1-512)::ARG8™ en el genoma mitocondrial (datos no
publicados). Estos supresores podrian contener mutaciones que permiten ahora que el
mRNA de COX1(1-512)::ARG8™ pueda traducirse nuevamente aunque Mss51 no se

encuentre presente.

En la busqueda de las supresoras se encontr6 una colonia que era capaz de crecer en
un medio sin arginina, esto quiere decir que revirtio el fenotipo -Arg ya que se tradujo
el mRNA que contenia al gen reportero ARG8™. Sin embargo, esta levadura no era capaz
de restablecer el fenotipo respiratorio, ya que Mss51 como se mencion6 anteriormente

no solo es el activador de la traduccion del mRNA de COX1, sino que también es una



chaperona de ensamblaje de Cox1 en el complejo IV (Pérez-Martinez et al., 2003; Pérez-

Martinez et al., 2009).

Al secuenciar el genoma de esta cepa supresora se encontré que esta poseia una
mutacién en la posicidon 1329 del gen TIF4631 que codifica para la proteina el[F4G1. Por
lo tanto, el coddén que codifica parala tirosina 443 (TAC) mut6 a un codén de paro (TAA)
generando una proteina incompleta (elF4G1Y#435%°P), Adicionalmente, en el laboratorio
se encontré que una eliminacién completa de elF4G1 del genoma nuclear también
podia suprimir el defecto de cepas Amss51, COX1(1-512)::ARG8™ (Vergara-Gerdénimo,

sin publicar) (Figura 7).

COX1(1-512):ARG8m

Figura 7. La eliminacion de eIF4G1 puede suprimir el fenotipo en cepas Amss51,
COX1(1-512)::ARG8™ en un medio sin arginina. Crecimiento de las cepas WT
(XPM78),Amss51 (XPM76), Amss51 supresora (XPM76 R6-1) y Amss51, AelF4G1 (YC186)
en medio completo (+ARG), sin arginina (-ARG) y respiratorio (Etanol/Glicerol). Todas
las cepas cultivadas poseen la construcciéon COX1(1-512):ARG8m. Las levaduras se

crecieron a 30°C durante 3 dias.
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Es importante resaltar que en la mutante eIlF4G1Y4435t°P se pierde una parte del
dominio de unién a 4E, todo el dominio de unién a elF4A, asi como dos sitios de unién
de mRNA (Figura 8), Para corroborar el papel del dominio faltante seria necesario
generar mutantes especificas para cada uno de los dominios que se pierden en la

mutante supresora.

e RNA
elFaGl | RNA i t eIF4A/MIFAG (®S) | 952
elF4G1¥#3to | RNA Pab1 - 203

Figura 8. Diagrama esquematico que muestra la diferencia entre elF4G1 en la cepa
supresora y la cepa WT, como se puede observar elF4G1 ha perdido parte del sitio de

union a 4E dos sitios de unién a RNA y el sitio de uni6n a e[F4A.

En el grupo del laboratorio de la Dra. Xochitl Pérez Martinez hemos demostrado que la
eliminacién de elF4G2 a pesar de desempefiar casi las misas funciones de elF4G1 no
suprime el fenotipo de la cepa Amss51, s6lo la eliminacion de elF4G1 es capaz de

suprimir el fenotipo (Figura 9).
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COX1(1-512):ARG8m

Figura 9. La eliminacion de eIF4G2 no tiene el mismo efecto que la eliminacién de
elF4G1. Crecimiento de las cepas WT (XPM78), Amss51 (XPM76), Amss51, AelF4G1
(YC185), Amss51, AelF4G2 (YC189), AelF4G (YC189) y AelF4G2 (YC190), en medio
completo (+ARG), sin arginina (-ARG) y respiratorio (etanol-glicerol). Todas las cepas
cultivadas poseen la construcciéon COX1(1-512):ARG8m. Las levaduras se crecieron a

30°C durante 3 dias.

Estos datos sugieren que directa o indirectamente, eIF4G1 reprime la sintesis de Cox1
en ausencia de Mss51 (Figura 10). En este trabajo es de interés comprender la funcion
de elF4G1 como regulador de la sintesis mitocondrial de Cox1. Nuestro grupo sugiere
que una poblacién de elF4G1 se asocia a la mitocondria, ya que se han encontrado en
andlisis proteinicos masivos de la mitocondria la presencia de eI[F4G1 (Sickmann et al.,

2003; Reinders et al., 2006).
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* No hay traduccion de
Cox1

Citosol

Mitocondria

* Traduccién de Cox1
* No hay ensamblaje

Figura 10. eIF4G1 parece ser un represor de la sintesis de Cox1 en ausencia de

Mss51. Cuando Mss51 no esta presente, pero si esta elF4G1, la traducciéon mitocondrial

del mRNA de COX1 se inhibe (izquierda), pero cuando se elimina elF4G1 (4delF4G1) la

traduccion se inicia nuevamente (derecha).

pag. 30



3. JUSTIFICACION

La proteina elF4G es central en la traduccién citosélica, aunque todavia no se ha
reportado como un posible efector mitocondrial. En el presente trabajo se planted
abordar las siguientes preguntas: ;jAcaso una poblacion de elF4G1 se localiza en la
mitocondria? Creemos que ese sera el caso, ya que en proteomas mitocondriales se ha
observado su presencia (Sickmann et al., 2003; Wiederhold et al., 2009). De ser el caso
(en qué subcompartimento del organelo se localizaria? Es posible que elF4G1 se
localizara por fuera, adosada a la membrana externa mitocondrial, del lado citosolico.
Alternativamente, una subpoblacién podria localizarse en el interior del organelo, en la
matriz mitocondrial, donde se localizan los ribosomas mitocondriales. La localizacion
de elF4G1 en la mitocondria nos dara indicios del tipo de mecanismo de accién de esta

proteina.

Se sugiere una localizacion mitocondrial de e[F4G ya que se ha demostrado un papel en
la regulacion de Cox1. Encontrar la localizacion de elF4G en la mitocondria ayudaria a

comprender el mecanismo por el que se regula la sintesis de Cox1.

Los mecanismos que regulan la traduccién mitocondrial siguen siendo en gran parte
desconocidos (Derbikova et al; 2018). Actualmente se reconoce que la sintesis de
proteinas mitocondriales depende y es regulada por la traduccion citosélica (Couvillion
et al, 2016). Sin embargo, los mecanismos no se conocen. Previamente se habia
observado que elF4G podia regular la traducciéon mitocondrial en humano y mosca

(Gehrke etal., 2015).



Nuestro laboratorio ha identificado una funcién especifica en la que el factor elF4G1
ejerce un papel regulador: la inhibicion de la sintesis de Cox1 mitocondrial en ausencia
de Mss51. Es de interés para nuestro grupo entender cuales son los mecanismos de
dicha regulacion, y para ello serd necesario primero identificar si eIF4G1 se asocia a la
mitocondria y en qué subcompartimento del organelo se encuentra. La proteina es rica
en aminoacidos hidrofilicos por lo que se espera que sea soluble, se pueden prever tres
topologias posibles de la proteina con respecto a la mitocondria: 1) En la periferia de la
mitocondria, 2) en el espacio intermembrana y 3) en la matriz mitocondrial. También
nos preguntamos si la cantidad de Cox1 o la proteina reportera Cox1(1-512::)Arg8
cambia en ausencia de elF4G1, independientemente de que se encuentre presente
Mss51. Este resultado puede indicarnos si la funcién de elF4G1 en la sintesis de Cox1

tiene algtn tipo de funcién atin en presencia de Mss51.

4. HIPOTESIS

Se espera que una poblacion de elF4G1 se localice en la mitocondria ya que se ha
comprobado su efecto en la regulacién de la traduccién del mRNA de COX1 y su

presencia en resultados de andlisis protedmicos de mitocondrias.

5. OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar la asociacion de e[F4G1 a la mitocondria.



5.1 Objetivos particulares

e Comprobar si lo niveles de Cox1 se alteran por la eliminaciéon de elF4G1 cuando

Mss51 esta presente.

e Buscar mediante distintos programas la posible presencia en elF4G1l en la

mitocondria

e Determinar la localizacion de elF4G1 en la mitocondria

e Analizar mediante distintas bases de datos posibles interacciones fisicas de eI[F4G1

con proteinas mitocondriales.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas
Cepa Genotipo Referencia
XPM78 arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52, COX1::ARG8™, | Pérez-Martinez,
p+ D273-10B Xetal, 2003
XPM76 arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52, COX1::ARG8™, | Pérez-Martinez,
mss51::LEUZ, p + Xetal, 2003
XPM76 arg8::hisG,, leu2-3,112, lys2, ura3-52, Pérez-Martinez,
R6-1 COX1::ARG8m, mss51::LEU2, tif4631-1, p X. Sin publicar
Cav19 arg8::hisG, leu2-3,112, mss51::LEUZ, tif4631:: Vergara
KANMX4, His3::TIF4631 HA, COX1::ARG8m Geronimo, C. A.
Sin publicar
Cav 20 arg8::hisG, leu2-3,112, tif4631:: KANMX4, Vergara
His3::TIF4631 HA, COX1::ARG8™ Geronimo, C. A.
Sin publicar
YC185 arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52, COX1::ARG8m | Camacho-

, mss51::LEUZ, tif4631::KANMX p +

Villasana, Y. Sin
publicar




YC186 arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52, COX1::ARG8™, | Camacho-
tif4631::KanMX4, p+ Villasana, Y. Sin
publicar
YC189 arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52, COX1::ARG8™, | Camacho-
mss51::LEUZ, tif4632::KANMXp + Villasana, Y. Sin
publicar
YC190 arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52, COX1::ARG8m | Camacho-
, tif4632::KANMX p + Villasana, Y. Sin
publicar

6.2 Medios

Los medios se esterilizaron durante 20 minutos a 120° C, para medios liquidos no se

agregd agar.

Medio YPD: 1 % de extracto de levadura, 2% de Bacto™ peptona (BD, USA), 2% de

glucosa, 2 %de Bacto agar (BD, USA).

Medio YPGal: 1% de extracto de levadura, 2% de Bacto™ peptona (BD, USA), 2% de

galactosa, 2 %de Bacto™ agar (BD, USA)

Medio YPEG: 1 % de extracto de levadura, 2 % de Bacto™ peptona (BD, USA) 3 % de

glicerol, 3 % de etanol, 2 % de Bacto™ agar (BD, USA).
6.3 Obtencion de mitocondrias crudas

Se incubaron dos precultivos uno de 2 mL de YPGal durante una noche para la cepa
Cav20 y un precultivos de 5 mL de la cepa Cav1l9 durante 2 noches A partir de los
precultivos se tomaron 700 pL, se inoculo un cultivo de 1 L para cada cepa y se incub6

a 30° C hasta una ODsoo de 1-1.3. Se recolectaron las células en recipientes de



centrifugacion previamente pesados y se determind el peso humedo de las células. Se
centrifugo el cultivo a 3000 x g a temperatura ambiente. Para remover la pared celular,
las células fueron incubadas con el tampén DTT (0.1 M Tris-SO4, pH 9.4y 10 mM DTT)
(2 mL/g peso humedo) y se llevé a agitaciéon a 30 ° C durante 10 min, después se
centrifugaron durante 5 min a 1500 x g. Se lavaron una vez con el buffer MPZ (1.2 M
Sorbitol y 20 mM KPi, pH 7.4) sin zimoliasa, las células se centrifugaron a 1500 x g
durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se incubo el pellet con el buffer
MPZ (1.2 M Sorbitol, 20 mM KPi, pH 7.4 y zimoliasa 3mg/g de peso humedo) y se llevo
a agitacion a 30 °C durante 30-45 min. Se concentraron los esferoplastos a 4500 x g
durante 5 min. Se resuspendi6 el pellet en buffer de homogeneizacion frio (0.6 M
Sorbitol, Tris pH 7.4 10 mM, 1mM EDTA, 0.2 % p/V BSA, 50 pg) (6,5 mL / g de peso
himedo). A partir de este paso, siempre se trabajé sobre hielo entre los pasos de
centrifugacion que se realizan a 4 ° C. Se homogenizaron los esferoplastos con 10 golpes
utilizando un homogeneizador de vidrio. En este paso se tomé 1 mL que es el extracto
total. Se centrifugd el homogeneizado a 1500 x g para sedimentar los restos celulares
y los nucleos. Se recuperé el sobrenadante. Se centrifugé el sobrenadante a 1500 x g
durante 5 min. Se recuper6 el sobrenadante. Se aisl6 la fraccion mitocondrial por
centrifugacion del sobrenadante a 12 000 x g durante 10 min. Se tomé 1 mL de la
fraccion citosolica (sobrenadante). Se resuspendi6 suavemente el sedimento
mitocondrial crudo en 1mL de buffer de homogenizacidon se centrifugd a 3000 x g
durante 5 min. Se centrifugd a maxima velocidad durante a 12 min en centrifuga de

mesa y se recupero el pellet. Para evitar la congelacion y descongelacién repetidas de



muestras mitocondriales que se utilizaron en ensayos, la suspensiéon mitocondrial se

dividio en alicuotas en pequefios volimenes de 25 a 50 pl y se almacenaron a -70 °.

6.4 Purificacion de mitocondrias crudas en gradiente de Histodenz.

Se preparé 10 mL de cada una de las siguientes soluciones de Hiztodenz (a partir de
una disolucién de Nicodenz 50 % ) en amortiguador SEH 2X (HEPES 20mM, Sorbitol 1.2
M, EDTA 1 mM). 25 % de Nicodenz (5 mL de Nicodenz 50%, 5 mL de SEH 2X) 20 % de
Nicodenz (4 mL de Nicodenz 50 %, 5 mL de SEH 2X, 1 mL de H20), 15% (3 mL de
Nicodenz al 50 %, 5 mL de SEH 2X, 2mL de dH20), 10% = 2 mL de Nicodenz al 50%
(w/v) + 5 mL de SEH 2X + 3 mL de H20) y 5% (1 mL de Nicodenz al 50 %, 5 mL de SEH

2X.4 mL de dH20).

Se prepararon dos gradientes por cultivo (1 L de medio de cultivo), depositando 2 mL
de cada una de las soluciones de Nicodenz en el siguiente orden; 25, 20, 15, 10y 5 %
(Se uso punta cortada en el extremo para micropipeta). Se deposité 0.5 mL del extracto
crudo de mitocondrias sobre cada gradiente. Se centrifugo a 100,00 x g por 39min en
un rotor SW40Ti (Beckman). Al finalizar la Centrifugacion se observaron cuatro bandas.
Se removieron las bandas de mitocondrias y mitoplastos con una aguja y jeringa, se
colocaron en tubos diferentes. Se diluyeron las mitocondrias y los mitoplastos en
amortiguador SEH. Se centrifugo 10 min a 12000 x g en rotor JA-25.5 a 4°C. Para
eliminar completamente el Nicodenz se resuspendi6 el botéon en 25 mL SEH. Se
centrifugo 10min a 12,000 x g en rotor JA-25.5 a 4°.,, con la punta cortada en el extremo
para micropipeta. Se resuspendié6 con 150 pl de buffer SEH. Se cuantifico por

espectrofotometria la proteina (método de Lowry; Markwell et al., 1978) Se congelo en



nitrogeno liquido y se guardd a -70°C. Para evitar la congelacion y descongelacion
repetidas de muestras mitocondriales que se utilizaron en los ensayos, la suspension

mitocondrial se divide en alicuotas de 25 a 50 pl.

6.5 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

Las muestras para el ensayo se resuspendieron en amortiguador de carga
(Amortiguador de carga 2X, Tris 1 M pH 6.8 100 mM, glicerol 20 %, SDS 4 %, (-
mercaptoetanol 5 %, azul de bromofenol 0.02 % se calentaron durante 5 min a 65° C.
la proteina se cargd en un gel chico de SDS-PAGE al 12% (Gel apilador 4%
acrilamida/bisacrilamda 30 %/8 % 0.65 mL, Tris 2M pH 6.8 312.15 pL, SDS 20 % 25
uL, H20 395 uL, APS 10 % 50 puL, TEMED 5uL. Gel separador 12%
acrilamida/bisacrilamda 30 %/8 % 6 mL, Tris 2M pH 8.8 2.8 mL, SDS 20 % 75 pL, H20
6.08 mL, APS 10%, 75 puL TEMED 7.5 ulL. la electroforesis se inicié a 80V hasta que la
muestra entro al gel separador, después se incrementé a 100 V, utilizando el
amortiguador de corrida 1X (Amortiguador de carga 5X: Tris- HCl pH 8.3 0.125M,

glicina 1.25 M, SDS 0.5%.

6.6 Western blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de PVDF (marca
Millipore) a 1.5 mA por cm? a 10 V durante 120 min mediante el método semi-seco
usando la camara de electrotransferencia FisherBiotech con amortiguador de
transferencia (Tris HCl pH 8.3 100 mM, glicina 100 mM, SDS 4%, metanol 20%). Las

membranas obtenidas se lavaron con metanol por 10 segundos, se dejé secar durante



10 min. Se incubd la membrana en amortiguador de lavado (Tris-HCl 10 mM pH 7.6,
NaCl 100 mM, EDTA 0.1 mM, 0.1 % Tween 20) hasta que se humedeci6é completamente.
la membrana se bloque6 con solucién de bloqueo (Tris 1M pH 7.6 50 mM, NaCl 150 mM,
y leche en polvo descremada Svelty® al 10 %) toda la noche a 4°C. Se incubd la
membrana con la solucién de anticuerpo (Tris-HCl 10 mM pH 7.6, NaCl 100 mM, EDTA
1 mM, 0.1% Tween 20, leche en polvo descremada Svelty® al 1 %), la cual contuvo al
anticuerpo primario (acoplado o no acoplado a peroxidasa, revisar el titulo de cada
anticuerpo). Se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavé la membrana en
solucién de lavado por 10 min, se repitid el lavado 2 veces mas. Se incubd durante 1
hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa. Se
lav6 la membrana en solucién de lavado por 10 min, y se repitié el lavado 2 veces mas.
Se revel6 la sefial usando los kits de Pierce™ (Thermo Scientific™) o Inmobilon
(Milipore™). Se tomé una autoradiografia exponiendo el tiempo necesario segiin fuera
el caso para cada anticuerpo. Se eliminé el anticuerpo unido a las proteinas de la
membrana (para usar otro anticuerpo en la misma membrana) al incubar con la
solucion de eliminacion de anticuerpo (3-mercaptoetanol 0.7%, Tris pH 6.8 63 mM, SDS
2%) por 30 min a 50°C. Se lav6 3 veces con amortiguador de lavado hasta quitar olor a
B-mercaptoetanol. Si era necesario, se bloquedé nuevamente durante 1 hora a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. Se repitieron los pasos de incubacién de

los anticuerpos para revelar la presencia de una proteina distinta.



Anticuerpo Especie Dilucién Referencia

Anti-Cox1 Conejo 1:50000 Rodolfo Garcia
Villegas (Sin
publicar)

Anti-Arg8 Conejo 1.20000 Donado por Thomas
D. Fox (Steele et al,,
1996)

Anti-CS Conejo 1:1000 Donado por Thomas
D. Fox

Anti-HA (acoplado a | Rata 1:2000 Roche®, Anti-HA-

peroxidasa) Peroxidase, High
Affinity (3F10)

Anti-Hogl Conejo 1:2000 Santa cruz
Biotechnology y-215

Anti-G6PDH Conejo 1/10000 Sigma® A9521

Anti-conejo IgG Ratén 1/10000 Santa cruz
Biotechnology

Lista de anticuerpos utilizados

6.7 Diluciones seriadas de cepas de levadura

1. Seinoculo un precultivo de 2 mL por cepa en medio YPD durante una noche a 30° C

2. Se tom6 1 mL por cepa de precultivo y se colocaron en microtubos previamente

pesados, se centrifugaron a maxima velocidad durante un minuto en la centrifuga

de mesa y se eliminé el sobrenadante




Se lavd con 1 mL de agua estéril cada pellet y se centrifugo durante un minuto a
maxima velocidad. Se elimind el sobrenadante y se calculé el peso hiumedo del pellet
Se agrego el agua necesaria para que en cada tubo tuviera una concentracion de
células de 0.02 g/mL

Las diluciones seriadas se realizaron en una caja de 96 pozos, para cada cepa
correspondia una fila de 6 pozos, el primer pozo de cada fila correspondia a la mayor
concentracion, se cargaron 150 pL de los tubos que tenian la concentracién
previamente ajustada, asi que se formara una columna dependiendo del nimero de
cepas a comparar, por ejemplo; si se utilizaron 3 cepas, la columna seria de tres
pozos.

Una vez se cargd la primera columna, las columnas de la dos a la seis se cargaron
con 135 pL de agua estéril con una pipeta multicanal.

Se tomaron 15 pL del primer pozo y se pasaron hacia el segundo pozo, se diluyo bien
y se tomé 15 pL del segundo pozo hacia el tercero mezclando bien, se realizé el
mismo procedimiento hasta llegar al sexto pozo en cada cepa.

Se tomo el replicador y se esterilizo sumergiendo los dientes en etanol y pasandolo
porlallama, se esper6 a que se enfriase y se sumergio en los pozos con las diluciones
asegurandonos de que los dientes del replicador llevasen las gotitas de las
diluciones

Se sello las gotitas del replicador sobre los medios en los que analizaron las cepas,

se espero0 a que se secaran las gotas sobre los medios sélidos y se llevaron a 30°. Se



fotodocument6 el crecimiento durante seis dias, pero en este trabajo se muestran

los resultados al tercer dia.

6.8 Purificacion de DNA total de levadura

1. Las cepas se cultivaron toda la noche a 30°C en 2 mL de medio YPD. Se
Centrifugaron los cultivos a maxima velocidad en centrifuga de mesa durante 1
minuto, y se elimind el sobrenadante. El botdn celular obtenido se suspendio6 en
500 pL de agua desionizada estéril para lavar las células, que se centrifugaron
nuevamente. El boton celular se resuspendi6 en 500 pL de amortiguador de lisis
(Tris-HC1 100 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8, NaCl 100 mM, 1% SDS, 2% Tritén X-
100).

2. Se agregaron 500 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). La
mezcla se agit6 en vortex a maxima velocidad durante 5 min

3. Se centrifugd a maxima velocidad durante 5 min a temperatura ambiente. De los
tubos obtenidos, se recuperaron 300 pL de la fase acuosa superior se agregaron
30 pL de acetato de sodio (3 M, pH 5.3) y 600 pL de etanol al 100% a -20°C. La
mezcla se incub6 20 min a -20 °C para precipitar el DNA.

4. Se centrifugé la mezcla a maxima velocidad durante 10 min y a 4°C, y el botén
obtenido se suspendi6 en 500 uL de etanol al 70%. La mezcla obtenida se
centrifugo en las mismas condiciones y se elimind el sobrenadante

5. El botdén que contiene el DNA total se dej6 secar durante 5 minutos al aire y se
resuspendio en 50 pL de agua destilada estéril. El DNA se almacen6 a -20EC

hasta su uso.



6.9 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

1. Las secuencias de DNA se amplificaron por medio de PCR usando la Tag DNA
polimerasa “GoTaq® DNA Polymerase” de Promega™. Para cada reaccion de 50uL
se agregaron de 10pL de “5X Green or Colorless GoTag® Reaction Buffer” 1X
(1.5mM MgCl2)2 1uL de mezcla de dNTPs (0.2mM por cada dNTP), upstream primer
1pl (0.1-1.0uM), downstream primer 1pl (0.1-1.0uM), GoTaqg® DNA Polymerase
0.25ul (5u/ul), 1 uL. de ADN templado y se llevo a 50uL con agua libre de nucleasas.

2. Sesiguieron las especificaciones del fabricante. Las mezclas de reaccién se cargaron
con amortiguador de carga en un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio.

3. Se realizé la electroforesis a 100V durante 45 minutos en una camara de

electroforesis horizontal chica.

6.10 Transformacion integrativa de levadura

1. Seinocul6 un precultivo de 2 mL en YPD y se incubo a 30° C durante toda la noche

2. Se tom6 1 mL del precultivo, se inocul6 10 mL de YPD y se dejé crecer
aproximadamente 2 horas hasta llegar a una densidad éptica de 600 menor 1.

3. Setomaron 750 uLy 1000 uL para tener dos condiciones, se centrifugaron a maxima
velocidad durante 1 minuto. Se lavaron con 500 pl de agua estéril y se elimind el
sobrenadante.

4. Se les afiadio6 a las células 52.5uL la solucién de transformacion (40pL de PEG al
50%, 5 pL de DTT 1M, 5 pL de LiAc 2M y 2.5 pL de esperma de salmén 10mg/mL
previamente hervido durante 10 minutos y enfriado en hielo). para cada condicidn,

se afiadi6 el ADN (6uL)



. Seincubo durante 30 minutos a 30°C, se llevo al vortex cada 10 min.

. Seincubo a 42° C durante 15 min, se llevé al vortex cada 10 min.

. Se centrifugo y se aspiré el sobrenadante
. Seresuspendié el pellet en 1 mL de YPD y se incub6 durante 2 hrs a 30° C

. Se centrifugd y el pellet resultante se plaque6 en el medio de seleccion



7. RESULTADOS
7.1 Los niveles de Cox1 se mantienen estables en la mutante AelF4G1

Se desconoce el mecanismo por el cual la ausencia de el[F4G1 permite la sintesis de
Cox1, aunque no esté presente Mss51. Una forma de empezar a descifrar el enigma es
comparando los niveles de Cox1 en una cepa WT contra una cepa que carece de elF4G1,
ya que esto nos diria si los niveles de Cox1 se ven afectados por la eliminacién de
elF4G1, aun cuando Mss51 esta presente. Esto nos indicaria si el[F4G1 es un regulador
habitual en la biogénesis de Cox1, esté o no Mss51. Para responder esto se purificaron
mitocondrias de las cepas WT y AelF4G1 se compararon los niveles de Cox1 por
Western blot. Se emplearon cepas con el gen reportero COX1(1-512)::ARG8™ en el
genoma mitocondrial, lo cual nos permitié6 monitorear también a Arg8. Los niveles de
Cox1 y de Arg8 no cambiaron entre las dos cepas asi que el efecto supresor de elF4G1

no se debe a un cambio en los niveles de Cox1 (Figura 11).

. Cox1-Arg8

Arg8

50— - - | CS

Figura 11. Los niveles de Cox1 se mantienen estables en la mutante AelF4G1.
Western blot (50pg) de proteina mitocondrial. Se usaron los anticuerpos a-Cox1, a-
Citrato sintasa (CS) y a- Arg8 en mitocondrias crudas de las cepas WT y Aelf4G1. Cox1-Arg8
representa el producto precursor del gen reportero COX1(1-512)::ARG8™.
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7.2 Analisis bioinformaticos sugieren que eIF4G1 podria localizarse en el espacio

intermembrana.

Como se menciondé con anterioridad muchas proteinas mitocondriales estan
codificadas en el genoma nuclear y son importadas por complejos translocadores de las
membranas mitocondriales. Estas proteinas mitocondriales se pueden clasificar en dos
grupos segun el tipo de sefal de direcciéon que contienen: una sefial de direccion
escindible N-terminal (presecuencia); o una sefial de localizacién interna no escindible.
Los resultados de un analisis proteémico de levadura mostraron que aproximadamente
el 70% de las proteinas mitocondriales poseen una presecuencia (Fukasawa et al,,

2015).

Las presecuencias se encuentran entre los primeros 10 a 90 residuos de la regiéon N-
terminal, exhiben una alta composicién de arginina y muy pocos residuos cargados
negativamente, Las proteinas que contienen tales presecuencias son translocadas por
los complejos de proteinas TOM y TIM en las membranas externa e interna,

respectivamente (Neupert et al., 2007).

A continuacién, nos preguntamos si en la secuencia de elF4G1 hay residuos en el
extremo amino terminal que pudieran actuar como presecuencia y que se puedan
escindir por los complejos de importacion. Se utilizé como herramienta de prediccion

el software MitoFates http://mitf.cbrc.jp/MitoFates/ (Fukasawa et al., 2015). Como se

puede observar en la tabla 2 las proteinas de interés elF4G1/2 no presentan
probabilidad de presecuencia. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que esto no es

sinébnimo de que no sea posible suimportacién mitocondrial ya que hay ejemplos como


http://mitf.cbrc.jp/MitoFates/

el de la proteina mitocondrial Pet54 que no presenta una presecuencia y se ha
identificado como una proteina de la membrana interna y de la matriz de la mitocondria

(McMullin & Fox, 1993).

Una fraccion significativa de las proteinas mitocondriales (alrededor del 30%) carece
de presecuencias N-terminales tipicas. En particular, todas las proteinas de la
membrana externa mitocondrial y algunas proteinas del espacio intermembrana y la
membrana interna estan desprovistas de dichas sefiales. Para un pequefio nimero de
estas preproteinas se han identificado diversas sefiales de orientacion mitocondrial que
pueden estar localizadas en el extremo C-terminal o N-terminal de las proteinas a
importar (Diekert et al, 1999). Para identificar si existe alguna probabilidad de que

elF4G1 se encuentre en la mitocondria se utilizé un software llamado Deep mito.

Deepmito estd basado en una red neuronal convolucional (CNN) este tipo de
herramientas puede ser utilizado para detectar patrones en secuencias proteicas, Los
CNNs consisten en 2 capas diferentes; las convolucionales (Convolutional layers) y las
de agrupacién (Pooling layers), las capas convolucionales extraen las caracteristicas
destacadas de una entrada dada (en este caso la proteina a analizar) mediante filtros o
detectores de motivos, estos parametros se entrenan y aprenden para ser utilizados en
él escaneo de una entrada, mientras que las capas de agrupacion reducen la
dimensionalidad de la entrada seleccionando las caracteristicas mas relevantes
extraidas por las capas convolucionales de acuerdo a una funciéon determinada (el

promedio, valor maximo o valor minimo).



Posteriormente los datos obtenidos de las capas anteriores se incorporan a una red de
salida totalmente conectada que comprende una determinada cantidad de unidades
ocultas (Hidden Layer), cuya funcién principal es transformar las entradas en algo que
la capa de salida pueda utilizar. las cuatro unidades de salida corresponden a los cuatro
compartimentos mitocondriales. La funcién de activacion softmax se aplica en la salida
de la capa (obteniendo una salida de probabilidad para cada clase) y el compartimento
predicho es el que tiene la mayor probabilidad. DeepMito fue entrenado y probado en
validacion cruzada en un conjunto de datos que comprende 424 proteinas no
redundantes extraidas de UniProtKB/SwissProt (lanzado en febrero de 2018) y
dotadas de sustento experimental de la localizacibon = mitocondrial

(http://busca.biocomp.unibo.it/deepmito/ (Savojardo etal., 2020).

En resumen, Deepmito es una herramienta para predecir la localizacién
submitocondrial de proteinas. El uso de Deepmito no encontré probabilidad de que sea
una proteina mitocondrial, predice que posiblemente que la proteina de interés puede
localizarse en el espacio intermembrana. Como control encontramos que mejora la
probabilidad de localizaciéon mitocondrial de proteinas sin presecuencia que sabemos,
con un gran sustento experimental, de su localizacién mitocondrial. Tal fue el caso de
Pet54, Tom70 y de forma notable Odc2. Como control negativo se tom6 a Hog1, proteina
citosdlica, obteniendo una probabilidad de importacion muy baja. Por lo que la
herramienta Deepmito nos ofrece un sustento tedrico de una posible localizacion

mitocondrial de elF4G1. (tabla 2).


http://busca.biocomp.unibo.it/deepmito/

Proteina Probabilidad de Probabilidad de

presecuencia localizacion
MITOFATES mitocondrial DeepMIto

elF4G1 (S. cerevisiae) 0.000 0.4 (EIM)

elF4G1 (H. Sapiens) 0.000 0.12 (MIM)

elF4G2 (S. cerevisiae) 0.004 0.3 (EIM)

elF4A (S. cerevisiae) 0.000 0.2 (EIM)

Mss51 (S. cerevisiae) 0.996 0.3 (MIM)

Mss116 (S. cerevisiae) 0.996 0.91 (MM)

Pet54 (S. cerevisiae) 0.036 0.103 (MIM)

Tom70 (S. cerevisiae) 0.012 0.38(MEM)

Odc2 (S.cerevisiae) 0.000 0.87 (MIM)

Hog1 (S.cerevisiae) 0.008 0.09

7.3 Busqueda de eIF4G1 mitocondrial

Como ya se ha demostrado, la ausencia de el[F4G1 produce alteraciones en la sintesis
de Cox1. Para comprender este mecanismo es importante conocer si elF4G1 es una
proteina mitocondrial. Para ello se aislaron mitocondrias, las cuales se purificaron por
ultracentrifugacion en un gradiente de Histodenz. Durante el aislamiento se recuperé
el extracto total (ET) y la fraccidn citosdlica, y finalmente se realizé un ensayo de
Western blot utilizando diferentes anticuerpos: a-HA que detecta a eI[F4G1-HA, a citrato
sintasa (CS) como control mitocondrial y Hogl como control citosdlico. Se realizé un
experimento independiente empleando a la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH)
como control de proteina citosdlica. Esto se realizé en dos cepas, Cav19 cuyo genotipo
es: Amss51, elF4G1-HA y tiene Cox1 fusionado con ARG8™ (COX1(1-512::ARG8™); Cav
20 que presenta a el[F4G1-HA y COX1(1-512::ARG8™). Estas dos cepas se eligieron para

asegurar que la importaciéon de eI[F4G1 no depende de la presencia o ausencia de Mss51.
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Mediante Western blot detectamos a elF4G1-HA (peso molecular es de 107 KDa
aproximadamente en ambas cepas. Creemos que las bandas que estan mas abajo son el
producto de la degradacién de la proteina (Figura 12). Para poder observar a elF4G1
en la mitocondria se carg6 el gel de SDS-PAGE con distintas concentraciones de proteina

y solo fue observable a partir de 300ug de proteina (Figura 12).

En cuanto a los controles citosélicos Hogl y G6PDH, es posible ver un poco de sefial en
la fracciéon mitocondrial, lo cual no asegura la genuina localizacién de elF4G1 en la

mitocondria, ya que dicho resultado puede ser efecto de contaminantes citosoélicos.
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Figura 12. La localizacién mitocondrial de eIF4G1 no es concluyente. Western blot.
Se usaron 50 microgramos de proteina para el extracto total y citosol mientras para poder
observar a el[F4G1-HA en la mitocondria se utilizaron 300 pg. Se utilizaron los anticuerpos
a-HA (elF4G1 a 107 KDa), a-Citrato sintasa (CS), a-Hog1 y a-G6PDH en extractos totales
(ET), Citosol (Cito) y mitocondrias (Mito) de las cepas WT y Amss51. Panel A; Western blot
con G6PDH como control citosélico. Panel B Western blot con Hogl como control

citosolico.

7.4 En elF4G1l se han detectado mas interacciones fisicas con proteinas

mitocondriales que en su paralogo elF4G2

Para poder hacer un vinculo entre elF4G1 con las funciones mitocondriales se hizo una
busqueda bioinformatica de proteinas que interactuaran fisicamente con ambas
isoformas, elF4G1 y elF4G2, y para los que se conozca su funciéon mitocondrial. Para
buscar estos interactores se emplearon las bases de datos SGD

(https://www.yeastgenome.org) e Intact (https://www.ebi.ac.uk) (Orchard et al,

2014). Como se puede apreciar el nuimero de interacciones con proteinas
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mitocondriales de elF4G1 es de 25 (tabla 3), mostrando una gran diferencia con
respecto a el[F4G2 que solo cuenta con 2 interactores; Puf3 y Psp2. Esto respalda en

parte que las funciones de elF4G no son idénticas entre los dos paralogos.

Tabla 3. Interactores mitocondriales de elF4G1

Interactor Descripcion Localizaciéon en Referencia/
la mitocondrial Ensayo

(GEN)
Jain S, et al
Aldehido deshidrogenasa (2016)
ALD5 mitocondrial involucrada en la MM
biosintesis de acetato (Saint-Prix et Affinity Capture-MS
al,, 2004)
Jain S, et al
El gen ATP1 codifica para la MM (2016)
ATP1 subunidad alfa del sector alfa de la
F1-ATPasa (Takeda et al., 1986) Affinity Capture-MS
Jain S, et al
El gen COQ6 codifica una (2016)
CoQé6 monooxigenasa mitocondrial MIM
dependiente de la flavina necesaria Affinity Capture-MS
para la biosintesis de la ubiquinona
(Gin et al., 2003)
Jain S, et al
Subunidad central del complejo
COR1 ubiquinol-citocromo ¢ reductasa (2016)

(Conte et al,, 2015) MIM

Affinity Capture-MS

Jain S, et al
El glutation reductasa es una
GLR1 flavoenzima que cataliza la EIM (2016)
reduccion de GSSG a GSH utilizando
el poder reductor de NADPH. En la
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HEM1

IDH2

ILV6

LSC1

MAS1

levadura Glr1 se localiza tanto en el
citosol como en la mitocondria.
(Grant, et al., 1996)

La 5-aminolevulinato sintasa es la
primera enzima limitante de la
biosintesis del hemo, Cataliza la
sintesis de acido 5-aminolevulinico,
el primer precursor comun de todos
los tetrapirroles, a partir de glicina y
succinil-coenzima A de forma
dependiente de piridoxal 5'-fosfato
(Astner et al., 2005).

El isocitrato deshidrogenasa cataliza
la descarboxilaciéon oxidativa del
isocitrato (Taylor et al., 2008)

Subunidad  reguladora de la
acetolactato sintasa; la acetolactato
sintasa cataliza el primer paso de la
biosintesis de aminoacidos de
cadena ramificada (Richie et al,
2013).

Subunidad alfa de succinil-CoA
ligasa; la succinil-CoA ligasa es una
enzima mitocondrial del ciclo TCA
que cataliza la conversion
dependiente de nucledtidos de
succinil-CoA a succinato (Przybyla-
Zawislak et al., 1998)

Subunidad catalitica de la proteasa
de procesamiento mitocondrial
esencial (MPP), que escinde la
secuencia mitocondrial de las
proteinas precursoras recién
importadas (leva et al,, 2013)

MM

MM

MM

MM

MM

Affinity Capture-MS

Jain S, et al

(2016)

Affinity Capture-MS

Jain S, et al

(2016)
Affinity Capture-MS
(Jain etal., 2016)

Affinity Capture-MS

Jain etal. (2016)

Affinity Capture-MS

Jain S, et al

(2016)

Affinity Capture-MS



MDH1

MIC12

MRP1

MRP7

MRPL11

MRPS5

Malato deshidrogenasa
mitocondrial; cataliza la
interconversién de malato 'y
oxaloacetato; involucrado en el ciclo
del Aacido tricarboxilico (TCA)
(Minard & McAlister-Henn, 1991)

Subunidad del complejo
mitocondrial MICOS, se requiere
para la formaciéon de crestas y se
localiza en la uni6on de la cresta
mitocondrial. (Zerbes et al., 2016)

Proteina ribosOmica mitocondrial de
la subunidad pequefia (Graack &
Wittmann-Liebold,1998).

Proteina ribosémica mitocondrial de
la subunidad grande; involucrado
junto con Mrpl35p en el ensamblaje
del citocromo c oxidasa (Graack &
Wittmann-Liebold, 1998).

Proteina ribosémica mitocondrial de
la subunidad grande; se localiza en
vacuola en respuesta a H202 (Graack
& Wittmann-Liebold,1998).

Proteina ribosémica mitocondrial de
la subunidad pequefia (Saveanu et
al,, 2001)

MM

MIM

MM

MM

MM

MM

Jain S, et al

(2016)

Affinity Capture-MS

Jain S, et al

(2016)
Affinity Capture-MS
Jain S, et al

(2016)

Affinity Capture-MS

Gavin AC, et al.

(2002)

Affinity Capture-MS

Jain S, et al

(2016)
Affinity Capture-MS
Gavin AC, et al.
(2002)

Affinity Capture-MS



MTF2

NAM9

NDE1

oDC2

RIP1

RSM23

SSC1

Proteina mitocondrial que
interactia con la RNA polimerasa
mitocondrial.

Componente de la subunidad
pequeiia del ribosoma mitocondrial
(Graack & Wittmann-Liebold,1998).

NADH  deshidrogenasa externa
mitocondrial, cataliza la oxidacion
del NADH citosoélico. (Overkamp et
al,, 200)

Transportador de la membrana
interna mitocondrial; transportador
de 2-oxodicarboxilato, exporta 2-
oxoadipato y 2-oxoglutarato desde la
matriz mitocondrial al citosol para
su uso en la biosintesis de lisina y
glutamato y en el catabolismo de la
lisina; (Tibbetts et al., 2002)

Proteina de hierro-azufre de Rieske
del complejo mitocondrial citocromo
bci (Conte et al.,, 2015)

Subunidad pequefia ribosomal de la
mitocondria

ATPasa de la familia Hsp70;
constituyente de la maquinaria de
importacion de la translocasa de la
membrana interna mitocondrial
(complejo TIM23 (Kang et al., 1990)

MM

MM

MIM

MIM

MIM
MM

MM

MM

Jain S, et al
(2016)
Affinity Capture-MS
Jain S, et al
(2016)
Affinity Capture-MS
Jain S, et al
(2016)

Affinity Capture-MS

Jain S, et al

(2016)

Affinity Capture-MS

Jain S, et al
(2016)

Affinity Capture-MS
Jain S, et al
(2016)

Affinity Capture-MS
Archer SK, et al.

(2015)



Affinity  Capture-

RNA
TOM40 MEM Jain S, et al
Tom40 es el componente principal
de la preproteina translocasa de la (2016)
membrana externa de las
mitocondrias  (complejo = TOM) Affinity Capture-MS
(Gabriel et al, 2003)
VAS1 Valil-tRNA sintetasa mitocondrial y MM Jain S, et al
citoplasmatica (Chatton et al., 1988)
(2016)

MIM: Membrana interna mitocondrial, MM: Matriz mitocondrial, MEM: Membrana
externa mitocondrial

7.5 La mayoria de los interactores mitocondriales de elF4G1 encontrados son

subunidades del ribosoma mitocondrial

Como se aprecia en el grafico de abajo la mayor parte de las proteinas reportadas como
interactores de elF4G1 son subunidades del mitorribosoma (Mrpl, Mrp7, Mrpl1l1,
Mrps5 Nam9 y Rsm23), seguido por subunidades de los complejos respiratorios (Atp1,
Corl, Ndel, y Rip1) el metabolismo, asi como del transporte e importacion de proteinas
a la mitocondria. El que haya varias subunidades del mitoribosoma es interesante
porque en el trabajo de Gavin et al,, (2002) en el que se analizan y caracterizan a gran
escalala composicion de diferentes complejos multiproteicos, se detect6 a eIF4G1 junto
con varias proteinas del mitorribosoma como Mrps5, Mrp1, Mrp7 y Nam9 formando un

complejo. Lo anterior relaciona a elF4G1 con una posible funcién en la sintesis de



proteinas en la mitocondria. Sin embargo, estas interacciones deben verificarse
experimentalmente ya que para establecer la reproducibilidad del enfoque se obtuvo
que la probabilidad de detectar la misma interaccién es de alrededor del 70 %. Por lo
tanto, en promedio, el 30% de todas las asociaciones detectadas y presentadas en ese

estudio deben tratarse con precaucion.

Subunidad Ribosomica

Subunidades de complejos respiratorios
Factor de transcripcion mitocondrial
Metabolismo

Biosintesis

Transporte e importacién de proteinas
Respuesta al estrés oxidativo
Arquitectura mitocondrial

Valil-tRNA sintetasa

Figura 13. Funcion general de los interactores mitocondriales de elF4G1
encontrados en las diferentes bases de datos.
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7.6 Interactores mitocondriales de elF4G2

Para la isoforma elF4G2 solo se encontraron dos interactores uno de ellos es Puf3 que

se ha relacionado con la traduccién acoplada a la insercidn de proteinas mitocondriales

al interactuar con los mRNA anclandolos a la mitocondria (Lesnik et al.,, 2015) (Tabla4).

Tabla 4. Interactores mitocondriales de eIF4G2

Interactor

(GEN)

PUF3

PSP2

Descripcion

Proteina de Ila superficie
externa mitocondrial; une el
complejo Arp2/3 con las
mitocondrias  durante el
movimiento mitocondrial
anterdgrado; también se une y
promueve la degradacion de
mRNA para proteinas
mitocondriales codificadas en
el nucleo seleccionadas;
reprime traduccionalmente
los genes ligados al estrés
oxidativo; regula la biosintesis
de CoQ (Kershaw et al., 2015)

Proteina citoplasmatica rica
en Asn que contiene motivos
RGG, tiene un posible papel en
el empalme del mRNA
mitocondrial. (Formosa et
al,1988)

Localizacion en Referencia

la mitocondrial

MEM

Citosol

Freeberg MA, et
al. (2013)
Kershaw CJ, et al.
(2015)

PMID:26493364

Krogan N]J, et al.
(2006)
Yin Z, et al
(2019)

PMID:31666677

MIM: Membrana interna mitocondrial, MM: Matriz mitocondrial, MEM:
Membrana externa mitocondrial



8 DISCUSION

8.1 Los niveles de Cox1 no cambian en la mutante AelF4G1

La delecion del gen elF4G1 restablece la traduccion del mRNA de COX1(1-512: ARGE™)
en una cepa Amss51. El fenotipo de esta cepa supresora es la capacidad de crecer en un
medio sin arginina. Sin embargo, la supresora no recupera la facultad de respirar,
debido a que Mss51 tiene dos funciones en el metabolismo de Cox1; la primera funcion
es crucial para el inicio de la traduccién del mRNA de COXI y la segunda esta
involucrada en la regulacion del ensamblaje correcto de Cox1 postraduccionalmente
(Perez-Martinez et al., 2009). Por lo que la primera pregunta que nos elaboramos fue
¢Los niveles de Cox1 se ven afectados por la delecion de elF4G1 aun cuando Mss51 esta
presente? Lo que se esperaba encontrar era un aumento en los niveles de Cox1 y Arg8
por que dicha mutacién promueve la traduccién aun sin Mss51, de modo que pudiera
actuar como un factor habitual en el control de la traduccién de Cox1 que no se habia
estudiado antes. Como podemos observar en la figura 9 los niveles de Cox1 y Arg8 se
mantienen estables en la cepa 4elF4G1 con respecto a los niveles de proteina en la cepa
WT. Este resultado sugiere que elF4G1 sélo participa cuando Mss51 no esta. Es decir,
que normalmente reprimiria la sintesis de Cox1 si no esta Mss51, pero si Mss51 se
encuentra funcional, entonces no se requiere de la funciéon de elF4G1. Sin embargo, un
Western Blot solo nos brinda una seccién del panorama ya que con este ensayo no es
posible saber qué procesos influyen en el mantenimiento de los niveles de Cox1. Como
alguna alteracion en la traduccion del transcrito de COX1 que puede compensarse con

el tiempo.



8.2 La localizacion mitocondrial de elF4G1 no es concluyente

En este trabajo se sugiere una localizacién mitocondrial del factor de inicio de la
traduccion elF4G1, ya que en el laboratorio se ha encontrado que dicho factor esta
involucrado en el proceso de sintesis de Cox1. Por lo que se recurrié a diferentes
predictoras in silico para tratar de predecir una posible localizaciéon de elF4G1 en la
mitocondria. Se encontré que carece de la presecuencia en el extremo amino terminal
caracteristico de las proteinas de la matriz mitocondrial. Sin embargo, hay varias
proteinas de mitocondria, incluyendo de matriz mitocondrial que no poseen
presecuencia (Diekert et al, 1999), por lo que no se descarta la posibilidad de que
pudiera tener una localizacién mitocondrial. Para comprobar experimentalmente la
ubicaciéon de elF4G1 se utiliz6 el método clasico para detectar la localizacién de una
proteina especifica que implica el fraccionamiento subcelular seguido del sondeo con
anticuerpos control de cada fracciéon para determinar la presencia de la proteina de
estudio que en este caso posee una etiqueta de hematoglutinina. Nuestros
experimentos muestran una pequefia porciéon de elF4G1-HA presente en la
mitocondria, mientras que la mayoria se localiza en el citosol, como es de esperarse. Sin
embargo, este método esta sujeto a artefactos resultantes de las ligeras impurezas en la
preparacion de las fracciones. Por lo tanto, no es posible confirmar de manera
concluyente que elF4G1l sea parte del proteoma mitocondrial ya que para poder
observar este factor en la mitocondria se requiere de cargar una gran cantidad de
proteina (300ug), ademas de que es posible observar la proteina utilizada como control

citosdlico (Hogl y G6PDH) en la fraccién mitocondrial (figura 10).



Resolver los proteomas mitocondriales es un desafio debido a la dificultad de obtener
mitocondrias 100% puras y porque muchas proteinas se encuentran en otras partes de
las células como es el caso de eI[F4G1 que es parte del citosol. Se sabe que hasta un 10-
20 % del mitoproteoma de la levadura esta compuesto por proteinas con otra ubicacién
en las células (Ben-Menachem and Pines, 2017; Morgenstern et al.,, 2017). Es posible
que la localizacion mitocondrial de e[F4G1 en los proteomas mitocondriales fuera un
artefacto (Reinders et al., 2006; Reinders et al, 2006; Flores-Mireles et al., no
publicado). Sin embargo, no deja de llamar la atencién que en todos estos proteomas
mitocondriales aparezca elF4G1 y no aparezca elF4G2. Esta dltima hasta el momento

no ha demostrado tener un efecto en la mitocondria.

Una alternativa para ubicar proteinas en la mitocondria es la fusiéon de la proteina
fluorescente (GFP) con la proteina de interés ya que pueden visualizarse en células
vivas (Westermann et al., 2000). Sin embargo, en el caso de elF4G1, hay un problema
importante que podria dificultar su deteccidon en mitocondrias, ya que se encuentra en
una gran cantidad en el citosol lo que podria eclipsar una segunda poblaciéon en la
mitocondria. Para resolver este problema se puede utilizar el sistema “Split GFP”, donde
las 11 hebras B que forman el flor6foro GFP en forma de barril se separan en un
fragmento grande que contiene las 10 hebras 3 N-terminales (GFP1-10) y un fragmento
pequefio (16 aminoacidos) que contiene la hebra 3 del C-terminal. Los fragmentos solos
no son fluorescentes, pero la GFP1-11 reconstituida es fluorescente. La reconstitucion
es espontanea, ocurre in vivo e in vitro y no requiere ningun factor adicional (Foglieni

etal,, 2017).



En el sistema Split-GFP para detectar proteinas mitocondriales, los primeros 10
segmentos de barril beta GFP (GFPf1-10) se expresan a partir del genoma mitocondrial
y se traducen dentro del organelo sin interferir con la funcién mitocondrial. El barril
beta restante (GFP11ch), se etiqueta con la proteina de interés y se expresa a partir de
los ribosomas citosoélicos. Como resultado, cualquier fluorescencia detectada de GFP se
origina obligatoriamente en la mitocondria, lo que demuestra una localizacion

mitocondrial para las proteinas analizadas (Bader et al., 2020).

Otro método que podria ser util para la identificacidon de proteinas en las mitocondrias
basado en la complementaciéon es el que consiste en la fragmentacion de la -
galactosidasa en un fragmento a de 77 aminoacidos y uno w de 993 aminoacidos. En
este enfoque, el fragmento a se une al extremo C de la proteina de interés y se coexpresa
dentro de las células de levadura con un fragmento w expresado en la mitocondria, si
los dos fragmentos se localizan en el mismo compartimento subcelular, la actividad
enzimatica debe detectarse mediante la produccion de colonias azules en las placas que

contienen X-gal (Ben-Menachem et al.,, 2017)

8.3 La localizacion de la mayoria de los interactores de elF4G1 son de la matriz

mitocondrial

La localizacion de la mayoria de las interactores reportados para elF4G1
mitocondriales que en condiciones normales estan en la matriz mitocondrial por lo que
se genera la siguiente pregunta ;en qué circunstancias ocurren estas interacciones?
Responder esta pregunta nos puede dar una idea de la posible localizacion dentro del

mismo organelo de nuestra proteina de interés en el caso de elF4G1.



8.4 ;Estan relacionados los mecanismos de proteccion a estrés en la funcion de

elF4G1 en la traduccion de Cox1?

Es interesante resaltar que la mayoria de las interacciones fisicas reportadas en la base
de datos de SGD son de un unico trabajo (Jain et al. 2016) (tabla 3). Donde realizaron
un anadlisis proteémico de los nucleos de granulos de estrés (GE). Los GE son
condensados biomoleculares, no rodeados por membranas, que consisten en mRNA y
proteinas que se forman en condiciones en donde se detiene la traduccién (Aryanpur
et al., 2022). Los GE contienen varios componentes de proteinas o acidos nucleicos,
algunas proteinas encontradas en los granulos de estrés en S. cerevisiae son las
siguientes: Pub1, Pab1, elF4G1, elF4G2, elF4E, Pbp1, Ngrl, Eap1, Hrp1, Ygr250c, Gbp2
y Nrp1 (Buchan et al., 2008). El ensamblaje de los GE se considera un mecanismo de
proteccion adaptativo de las células en respuesta a ciertos estimulos externos. Cuando
se somete a las células a estrés ambiental, el proceso de traducciéon de proteinas se
suspende temporalmente, los mRNA se liberan de los ribosomas y se trasladan hacia a
los GE para protegerse bajo la escolta de proteinas de union a RNA especificas. (Morano
et al., 2012). Cuando se libera el estrés, los mRNA pueden abandonar la estructura de

los GE para ser degradados o volver a ser traducidos (Decker et al, 2012).

La evidencia acumulada indica que los GE estan asociados al estrés mitocondrial por
ejemplo el tratamiento de células de levadura con malonato, un tipo de inhibidor de la
cadena respiratoria mitocondrial puede inducir el ensamblaje de los GE y estrés
mitocondrial (Fu et al, 2016). Ademas, se ha observado que, durante el estrés por

inanicion, los GE interactian con las mitocondrias y regulan la remodelacion



metabolica, ya que la formacion de GE conduce a una regulacion negativa de la 8-
oxidacion de acidos grasos (FAO) a través de la modulacion de los canales de aniones
dependientes del voltaje mitocondrial, que importan acidos grasos a las mitocondrias.

(Amen & Kaganovich, 2021).

El ensamblaje de los granulos de estrés se puede ver disminuido por la delecién de las
proteinas Pbp1 (El ortélogo de mamiferos Ataxin-2) y Pub1 (homdlogo de la proteina
humana TIA-1), curiosamente se ha observado que las cepas con niveles reducidos de
elF4G1 mostraron disminuciones en la cantidad de granulos de estrés (Buchan et al,,

2008).

Planteado lo anterior se propone un mecanismo no directo en la funcién de elF4G1
como regulador de la sintesis de Cox1, este mecanismo sugiere que la eliminacién de
Mss51 provoca estrés oxidativo y la formacion de los granulos de estrés, proceso que
se ve alterado por la eliminacion de elF4G1. y por lo tanto se desencadene un cambio
en la traduccion o la reubicacién de ciertas proteinas contenidas en los GE que,
modifiquen la funcién de la mitocondria y por consiguiente se inicie la sintesis de Cox1
sin su activador traduccional Mss51. Por lo que, se decidi6 eliminar a Pbp1 porque al
igual que elF4G1 es una proteina de union a RNA, ademas de cumplir funcién en los
granulos de estrés, para probar la hipotesis de que la formacion de los granulos de
estrés estd asociado al traduccién de Cox1, se gener6 una cepa sin Pbpl con la
construccion COX1(1-512::ARG8m) y sin Mss51, se espera que esta cepa sea capaz de

crecer en un medio sin arginina.



Se realizaron diluciones seriadas en tres diferentes medios: glucosa, etanol/glicerol y
-ARG. Contrario a lo esperado, el fenotipo —~ARG no se suprime al eliminar el gen PBP1
(Figura 15), Sin embargo, esta observacion no excluye del todo a los granulos de estrés
o la funcion de la célula bajo estrés como parte del mecanismo de accion de elF4G1, ya
que no se ha comprobado la formacién de granulos de estrés en la ausencia de Mss51.
Ademas, en el estudio hecho por Cunningham et al. (2023) se ha encontrado que elF4G1
se requiere especificamente para mediar la respuesta traduccional al estrés oxidativo.
Este mecanismo indica que elF4G1 se une al cap de los mRNA y permanece asociado a
los ribosomas manteniendo la traduccidn activa en condiciones de estrés oxidativo
promoviendo cambios en el proteoma de las células, Ademas se encontr6 que esta
respuesta traduccional esta mediada por la unién de elF4G1 a la proteina SIf1. Todo lo
anterior no ocurre con la isoforma elF4G2, Mostrando funciones especificas de las
isoformas. Por lo que es importante tomar en cuenta estos mecanismos de proteccion

a estrés como posibles explicaciones a la funcién de elF4G1 en la sintesis de Cox1-



Glucosa Etanol/Glicerol -ARG
Amss51 ) (o) :Q k %e
Amss51 Supresora ® O @ = S

Amss51, AelF4G .

Amss51, Apbp1 . ° ’ ' 4 =

COX1(1-512):ARG8m

Figura 14. La eliminacion del gen PBP1 no suprime el fenotipo -ARG Diluciones
seriadas en tres medios diferente; glucosa, etanol/ glicerol y ~ARG en cepas que tiene la
construcciéon COX1::ARG8 y no tienen a Mss51 a 30° C

8.5 elF4G1 se relaciona con la funcion mitocondrial

La coleccion IMP (Integrated Mitochondrial Protein Index) identifica a el[F4G1 como
una proteina auxiliar en la funcién mitocondrial en diversos casos. El fenotipo de
enfermedad reportado desde la OMIM (base de datos de fenotipos y genes
mendelianos) relaciona a eI[F4G1 con la enfermedad de Parkinson, como en el caso de
una familia con multiples incidentes con Parkinson autosémico dominante. La
enfermedad se explican por una mutacidn sin sentido c¢.3614G>A (p. Arg1205His) en el
factor de inicio de la traduccion elF4G1l, Ademas se han encontrado diversas
mutaciones en este gen en personas que padecen Parkinson que afectan directamente
la formacién del complejo de inicio de la traduccién, la pérdida de potencial de
membrana mitocondrial y viabilidad en células sometidas a estrés oxidativo (Chartier-

harlin et al., 2011).
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Otro ejemplo encontrado en la literatura es el caso de un paciente con astenozoopermia
severa (una reducciéon en la movilidad de los espermatozoides que produce
infertilidad). En el trabajo de Sha et al. (2019) se encontraron mutaciones bialélicas en
elF4G1 que afectaban el dominio de unién a elF4A. El analisis morfolégico mostré
abundantes defectos en la vaina mitocondrial y flagelo de los espermatozoides del
paciente. Ademas, descubrieron que los niveles de las proteinas mitocondriales CoxIV
y Atp6 también disminuyeron. Esta evidencia sugiere que elF4G1 no solo tiene efectos

sobre la mitocondria en S. cerevisiae sino también en otros organismos.



9. CONCLUSIONES

La eliminaciéon de elF4G1 no afecta los niveles de Cox1 bajo condiciones
“normales”.

Por andlisis bioinformaticos no se predijo la presencia de presecuencias que
favorezcan su importacion a la mitocondria en ninguna de las dos isoformas de
elF4G1. Sin embargo, mediante herramientas como Deepmito y la coleccién
IMP se predijo una posible localizacion de elF4G1 en la mitocondria a pesar de
no contar con una presecuencia de direccionamiento.

Si bien se detectaron pequefias cantidades de eI[F4G1 en mitocondrias aisladas,
no se pudo comprobar contundentemente su localizacion en la mitocondria.
Bioinformdaticamente se encontraron al menos 25 interactores para elF4G1
relacionados con funciones mitocondriales. La mayoria son subunidades del
ribosoma mitocondrial lo que sugiere que actda durante la traduccién
mitocondrial. Ademas, interactiia con subunidades de la cadena de transporte
de electrones reforzando la hipdtesis de una interaccion mas directa en el
fenotipo supresor -Arg8. En contraste, para elF4G2 solamente encontramos

dos interactores.



10. PERSPECTIVAS

e Tratar las mitocondrias purificadas con proteinasa K para conocer si eI[F4G1-HA
se ubica dentro de la mitocondria o en el exterior.

e Generar cepas con el sistema “Split-GFP” para poder determinar de forma
precisa si el[F4G1 se localiza dentro de la mitocondria.

e C(Clonar la mutante que no contenga el dominio de unién a elF4E y una mutante
que no posea el dominio de unién a 4A en elF4G1, para reconocer si el efecto

supresor es especifico a una region de elF4G1.
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