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Abstract

Due to their endosymbiotic origin, mitochondria are organelles whose proteome is
encoded by two independent genomes. Only a small fraction of the mitochondrial proteins are
synthesized inside mitochondria (roughly 1%). In contrast, the vast majority is encoded in the
nuclear genome and has to be synthesized by cytosolic ribosomes. Because of this, eukaryotic
organisms have developed mechanisms that ensure the correct delivery of those proteins to
the surface of the organelle. Many protein systems have been described which orchestrate
mitochondrial protein biogenesis in a coordinated manner within mitochondria. However,

little is known about the initial and cytosolic steps of mitochondrial import.

It has been suggested that the Nascent Polypeptide Associated Complex, a cytosolic
heterodimeric chaperone, assists mitocondrial protein import. However, the molecular

mechanisms that regulate the NAC-mediated cotranslational import are still not clear.

In this work we show that a particular NAC heterodimer formed by subunits a.and B'in
the yeast Saccharomyces cerevisiae is specifically involved in the process of mitochondrial
import and functionally cooperates with Sam37, an outer membrane subunit of the sorting and
assembly machinery complex. Mutants in both components display growth defects, incorrectly
accumulate precursor forms of mitochondrial proteins in the cytosol, and have an altered
mitochondrial protein content. In addition, af'-NAC and Sam37 physically interact between

them and also with Om14, another outer membrane protein previously reported to bind NAC.

Our results indicate that af'-NAC and Sam37 are relevant for mitochondrial protein
biogenesis, probably Sam37 along with Om14 and other proteins at the outer membrane
constitute a docking point for translationally active ribosomes during mitochondrial protein
import. All these proteins act in parallel with other factors and signals responsible for the

correct entrance of proteins into mitochondria



Resumen

Debido a su origen endosimbiético, las mitocondrias son organelos cuyo proteoma se
encuentra codificado en dos genomas distintos. Por un lado el genoma nuclear, que codifica la
mayor parte de las proteinas (hasta 99% en organismos como la levadura y el humano) y por el
otro el genoma mitocondrial (que codifica para aproximadamente el 1% de las proteinas
restantes). Debido a esto, los organismos eucariontes han desarrollado mecanismos que
aseguran la importacion de las proteinas mitocondriales sintetizadas en el citoplasma hacia el
interior del organelo. Se han caracterizado diversos complejos proteicos en la mitocondria que
distribuyen a las proteinas hacia su subcompartimento mitocondrial final una vez que ingresan
al organelo. Sin embargo, no se ha esclarecido qué factores promueven las etapas iniciales del
transporte, es decir, que facilitan la entrega de las proteinas a la membrana externa

mitocondrial.

Se ha sugerido que la chaperona citosélica NAC (de las siglas en inglés de Nascent
Polypeptide Associated Complex) participa en el transporte o importaciéon de proteinas a la
mitocondria. A pesar de que este proceso es esencial, la eliminacién de NAC en Saccharomyces
cerevisiae no acarrea algun fenotipo de crecimiento. Con la hipétesis de que NAC tiene una
funciéon redundante con otros genes, la busqueda de interacciones genéticas a escala
gendmica permitié identificar a SAM37 como una proteina cuyo papel funcional puede ser

redundante al de NAC.

En este trabajo verificamos dicha interaccién genética. Ademas definimos
especificamente a los genes codificantes de NAC funcionalmente relacionados con SAM37.
Nuestros resultados indican que tanto NAC como Sam37 son relevantes para la biogénesis de
las proteinas mitocondriales. Ademas, exploramos la conexién de estos dos factores con otras
sefales que participan en el proceso, en particular con sefiales en el mRNA. Nuestros datos

sugieren que NACy Sam37 forman parte del sistema de biogénesis mitocondrial.



1. Introduccion

1.1 Generalidades del transporte intracelular de proteinas

Las proteinas son biomoléculas cruciales para la homeostasis debido a que llevan a cabo
todas las funciones que un organismo vivo requiere para sobrevivir. Asi mismo, los procesos
metabdlicos en los que estan involucradas no ocurren de manera azarosa. Se sabe que a nivel
subcelular las proteinas llevan a cabo sus funciones en compartimentos especificos. Es por ello
que existen mecanismos que aseguran una correcta distribucion de las proteinas al sitio donde

son requeridas.

Uno de los trabajos pioneros en esclarecer los mecanismos por los cuales las proteinas
son transportadas a su destino fue el realizado por el Dr. George Palade, quien se dedicé al
estudié de la sintesis de proteinas en los ribosomas y su transporte a través de lo que hoy
llamamos la via de secrecion, que incluye al reticulo endoplasmico, el transporte vesicular y
finalmente la secrecién de proteinas (Palade G.E. 1955; Palade G.E. 1956; Caro & Palade G.E.
1964). Su grupo observé mediante experimentos de pulso y caza en tejidos in vitro seguidos de
microscopia electrénica y autoradiografia, que una fraccién de los ribosomas citosélicos estéd
asociada con la membrana del reticulo endopldsmico (Palade G.E. 1955). En sus experimentos
observaron que las proteinas avanzan a través de vesiculas al aparato de Golgi para ser
posteriormente secretadas (Caro & Palade G.E. 1964). Sin embargo, a pesar de que su trabajo
senté las bases para el estudio del transporte intracelular de las proteinas, no concluyé con

precision qué es lo que determina la localizaciéon de una proteina.

En anos posteriores, el trabajo del Dr. Gunter Blobel (1999) demostré que las proteinas
contienen regiones en la cadena de aminodcidos que funcionan como sefial para guiarlas hacia
su destino funcional (Figura 1). La herramienta esencial que se utiliz6 en esos experimentos fue
un sistema de transporte de proteinas in vitro al reticulo endoplasmico que incluia los

componentes minimos necesarios para realizarlo. Este sistema permitié que poco a pocoyalo



largo de las ultimas décadas se fueran describiendo los componentes que favorecen el

transporte de proteinas, tanto en el reticulo endoplasmico como en el citoplasma.

En sus experimentos pudo identificar que las proteinas que llegan al reticulo
endoplasmico se sintetizan como precursores con un peso molecular que cambia cuando
entran al organelo destino (Blobel & Dobberstein 1975). Esto ocurre porque las proteinas
pierden un segmento del extremo amino terminal que es editado por una proteasa localizada
al interior del reticulo endoplasmico (Jackson & Blébel 1977). A esta porcion N-terminal en los
sustratos se le denominé “secuencia senal” o “presecuencia”. Estudios posteriores mostraron
que la presecuencia es un determinante crucial para la entrada de proteinas al reticulo

endoplasmico; es decir, es la sefial que le indica a la célula la localizacién final de la proteina.

Figura 1. Modelo de transporte cotraduccional de proteinas al reticulo endoplasmico. Los
ribosomas del citoplasma se organizan en polisomas que sintetizan las proteinas codificadas por el
mRNA (linea continua). La primera porcién de la proteina sintetizada (lineas punteadas) actia como
secuencia sefial que la dirige al reticulo endopldsmico y que es editada por una proteasa cuando el
sustrato ingresa al limen del organelo. Tomado de Blobel, 1999.

En afos subsecuentes, el estudio del transporte de proteinas se propag6 a proteinas
residentes de otros organelos. Hasta la fecha se han descrito sistemas especificos dedicados a
transportar proteinas no sélo en los organelos de células eucariontes (nucleo, peroxisomas,
mitocondrias, via de secrecidn, lisosomas, etc.), sino también en células procariontes, en
particular para el transporte de proteinas de secrecién o de membrana (Yuh & Blobel 2001;
Neupert & Herrmann 2007; Li & Chiu 2010; Park & Rapoport 2012; Mor et al. 2014; Kim &
Hettema 2015).
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1.1.2 Mecanismos postraduccional y cotraduccional del transporte de

proteinas

Una de las interrogantes que surgi6 con los estudios antes descritos es si las proteinas
se transportan a su destino mientras los ribosomas del citoplasma las sintetizan o esto sucede
cuando su sintesis ha terminado. Los estudios del Dr. Palade indicaron que una fraccién de los
ribosomas citoplasmicos estan asociados a la membrana del reticulo endoplasmico (Palade G.E.
1955). Posteriormente se verificé que dichos ribosomas (o polisomas) sintetizan proteinas y se
unen a un poro de translocacién en la membrana del reticulo (Blobel & Dofferstein 1975). Esta
manera de transportar proteinas se denominé cotraduccional, ya que la sintesis y el transporte

suceden de manera acoplada (Blobel 1999).

Sin embargo, estudios posteriores indicaron que para proteinas de otros organelos e
incluso una fraccién de las del reticulo endoplasmico, el transporte ocurre una vez que la
proteina ha sido completamente sintetizada. Este mecanismo se denominé postraduccional.
En él se considera que las proteinas permanecen en un estado parcialmente desplegado
asociadas a chaperonas, esto les permite conservar una conformaciéon apropiada para ser
translocadas a través de poros en la membrana de su compartimento blanco (Jackson & Blobel

1977).

Actualmente se aceptan ambos modelos para describir el transporte de las proteinas,
sin embargo, la preferencia de uno u otro depende principalmente de las caracteristicas de las
proteinas que se transportan. Por ejemplo, se sabe que en el transporte hacia algunos
organelos como el peroxisoma o el nucleo, las proteinas se transportan completamente
plegadas e incluso asociadas en complejos oligoméricos (Kim & Hettema 2015). Las proteinas
del nucleo atraviesan la envoltura nuclear con ayuda de chaperonas que reconocen sefiales no
editables en la secuencia de sus substratos y son capaces de llevarlas del citoplasma al nucleo
a través del poro nuclear (Cook et al. 2007; Mor et al. 2014). En el transporte al peroxisoma
también existen acarreadores localizados en el citoplasma y que unen a sustratos

completamente plegados que luego los conducen hasta el poro de translocacion de la

11



membrana del peroxisoma, cuya caracteristica es ser dindmico y ensamblarse en el momento

en que la proteina se va a translocar (Nagotu et al. 2012).

1.2 Generalidades del transporte de proteinas mitocondriales

Las mitocondrias son organelos originados por un evento endosimbiético donde una
a-proteobacteria fue engullida por una arquea del grupo de Asgard (Sagan 1967; Zaremba-
Niedzwiedzka et al. 2017). Una de las consecuencias de este suceso, fue la modificacién del
genoma de ambos organismos. Una porcién de la a-proteobacteria (posteriormente
mitocondria) se elimin6 totalmente, otra se retuvo en el interior y una mas migré y se fusioné
al genoma del hospedero (Burger et al. 2003). La porcion que se retuvo se convirtié en el actual
genoma mitocondrial y codifica para una pequefia porcién del proteoma mitocondrial (en
particular para las subunidades mas hidrofébicas de la cadena de transporte de electrones),
ademas de ciertos tRNAs y rRNAs. Sin embargo, la mayor parte del proteoma mitocondrial esta
codificado en el genoma nuclear, es sintetizado por los ribosomas del citoplasma vy

posteriormente se lleva al interior del organelo (Neupert & Herrmann 2007).

El estudio de la importacién de proteinas a la mitocondria también implicé el uso de
experimentos con sistemas in vitro, donde se reconstituyeron los componentes necesarios para
transportar a las proteinas al organelo (Harmey et al. 1977; Maccecchini et al. 1979). En estos
trabajos se concluyé que el mecanismo podia ocurrir de modo postraduccional, dado que se
logré el ingreso de una proteina totalmente sintetizada a mitocondrias aisladas aunque no con
una eficiencia del 100% (Harmey et al. 1977). De manera paralela se reportd con el uso de
microscopia electrénica la existencia de una porciéon de ribosomas (y polisomas) que, de
manera andloga a lo que sucede en el reticulo endoplasmico, se asocian ala membrana externa
mitocondrial (Kellems 1974; Kellems et al. 1975). Esto hizo pensar que se podia acoplar la
sintesis con el ingreso de las proteinas al organelo. En anos posteriores los estudios de

importacién in vivo mostraron que el proceso ocurre en periodos muy cortos de tiempo (Ades

12



& Butow 1980). Con estos resultados se propuso que al menos un grupo de proteinas puede

entrar de modo co-traduccional a la mitocondria.

El debate acerca del modo en que suceden las fases iniciales del transporte continuo,
ganando mas aceptacion el modelo postraduccional fundamentalmente por las ventajas
experimentales que permitian los sistemas experimentales de importaciéon in vitro. Sin
embargo, en anos recientes se ha demostrado que el modelo co-traduccional es
probablemente el mas acertado para un nimero cada vez mayor de proteinas mitocondriales

(Williams et al. 2014).

1.2.1 Principales tipos de secuencias de localizacién mitocondrial

Las proteinas mitocondriales sintetizadas por los ribosomas citopldsmicos son
entregadas a la membrana externa mitocondrial donde son reconocidas por el poro de
translocacion TOM (de las siglas en inglés de Translocase of the Outer Membrane). Luego son
distribuidas con ayuda de otras maquinarias hacia su destino final dentro del organelo

(Chacinska et al. 2009).

Las proteinas mitocondriales contienen como en el caso de las del reticulo
endoplasmico antes mencionadas, secuencias sefial que le indican su destino final. Existen
diversos tipos de secuencias sefnal de localizacidn mitocondrial. A continuaciéon se

mencionaran algunos de los casos mas representativos (Figura 2):

a) Las presencuencias o MTS (de las siglas en inglés de Matrix Targeting Signal). Son senales
localizadas en el extremo amino terminal de la proteina. Presentan una estructura de a-hélice
anfipatica con una cara de aminodacidos cargados positivamente (Heijne G 1986). Esta
secuencia es editable, de tal manera que la proteina se sintetiza como un precursor. Cuando
alcanza la matriz mitocondrial, una proteasa corta el péptido sefal y produce la versién madura
de la proteina. Las MTS guian a proteinas de la matriz mitocondrial, asi como algunas de la

membrana interna.
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b) Secuencias de anclaje hidrofébico: Son segmentos hidrofébicos presentes en las proteinas
de la membrana interna. Estas proteinas pueden tener también una MTS que les ayuda a ser
translocadas a través de las membranas externa e interna, sin embargo el segmento
hidrofébico detiene el transporte y provoca que la proteina se libere lateralmente en la
membrana interna dejando al resto de aminoacidos orientados hacia el espacio

intermembranal (Adrian et al. 1986).

¢) Secuencias bipartitas: también son la combinacién de una MTS con una sefal interna
hidrofébica encontradas simultdaneamente en una misma proteina. Sin embargo, en este caso
existe un segundo sitio de edicién seguido del segmento hidrofébico. Esto provoca que la
proteina sea editada liberando el producto final en el espacio intermembranal (Glick et al.
1992), mientras que el segmento transmembranal es degradado por proteasas presentes en la

membrana mitocondrial interna.

d) Secuencias internas: son segmentos cortos (aproximadamente 10 aminoacidos) a lo largo de
la cadena de aminoacidos de la proteina. Se encuentran en las proteinas con mas de un cruce
transmembranal localizadas la membrana interna mitocondrial. A diferencia de las
presencuencias, estas sefiales no son editables. Se encuentran en proteinas que funcionan

como acarreadores de metabolitos (Pfanner et al. 1987; Pfanner & Neupert 1987).

e) Motivos de residuos de cisteina: estan presentes en un grupo de proteinas del espacio
intermembranal. Las cisteinas son reconocidas y oxidadas generando puentes disulfuro, con lo

cual se promueve el plegamiento y retencion de la proteina blanco (Chatzi & Tokatlidis 2013).

f) Sefales B: para el caso de las proteinas de la membrana externa pero que tienen una
estructura de barril-p. Estan localizadas en el extremo C-terminal de las proteinas blanco (Kutik

et al. 2008; Stroud 2014).

Es importante resaltar que a pesar de la gran variedad de secuencias sefial descritas, aun
hay casos de proteinas mitocondriales donde no se ha logrado identificar secuencia sefial de

ningun tipo.
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Figura 2. Principales tipos de secuencias senal de proteinas mitocondriales. Se muestran diversas
secuencias sefal donde cada una corresponde al inciso descrito en el texto. Las secuencias pueden ser
editables (MTS, espirales rojos) o formar parte de la cadena de aminoacidos de la proteina (secuencias
internas, cajas cafés indican regiones hidrofébicas y la caja azul seiales B). Las flechas negras indican
sitios de corte de la proteina. Las secuencias sefial pueden estar localizadas en distintos sitios a lo largo
de la proteina sustrato. N-extremo amino; C-extremo carboxilo de la proteina. Ver detalles en el texto.

1.2.2 Mecanismos de distribucion intramitocondrial de proteinas

Ya sea considerando el modelo postraduccional o el cotraduccional, la mayor parte de
las proteinas mitocondriales son entregadas al poro de translocacién TOM en la membrana
externa. Luego, de manera coordinada con otros complejos las proteinas, se distribuyen dentro

de la mitocondria (Figura 3).

Como se menciond, el punto de entrada es el complejo TOM. Este complejo se compone
de ocho subunidades. Las proteinas Tom5, Tom6 y Tom7 son subunidades pequenas
importantes para la estabilidad de TOM (Kassenbrock et al. 1993; Honlinger et al. 1996). Las
proteinas Tom20 y Tom22 actian como receptores capaces de unir proteinas con secuencia
sefal del tipo MTS (Lithgow et al. 1994); Tom70 y Tom71 son receptores que unen proteinas
con secuencias sefial internas (Hines et al. 1990). Aunque los receptores mencionados se unen
a tipos especificos de proteinas, esta reportado que pueden ser funcionalmente redundantes.

Por ultimo esta Tom40 que conforma el poro de translocacién y que adopta una estructura de
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barril-B (Rapaport & Neupert 1999). Existe un debate sobre la disposicion de los poros y la
estequiometria del complejo TOM totalmente ensamblado. Hasta ahora la informacién
estructural mas clara indica que el complejo TOM funcional se compone de tres poros (Shiota
et al. 2015). Una vez que las proteinas son reconocidas por alguno de los receptores de TOM,
se unen y translocan a través del poro Tom40. Luego son distribuidas de manera coordinada
con la ayuda de otros complejos a su subcompartimento mitocondrial final. Es importante
mencionar que algunas proteinas de la membrana externa ingresan de manera independiente

a TOM.

Figura 3. Rutas de transporte de las proteinas mitocondriales. Las proteinas son sintetizadas por los
ribosomas del citoplasma y luego son entregadas al complejo TOM en la membrana externa
mitocondrial. Con la ayuda de diferentes complejos proteicos, la proteina es guiada hacia el
subcompartimento mitocondrial requerido. Ver detalles en el texto. TOM: Translocasa de la membrana
externa; TIM: Translocasa de la membrana interna; PAM: Motor asociado a preproteinas; TIM22:
Translocasa de la membrana interna 22; SAM: Maquinaria de entrega y ensamblaje; OXAT1:
Ensambladora de la oxidasa 1; MIA: Ensambladora del espacio intermembranal; MPP: Proteasa de
ediciéon de MTS.

La ruta para proteinas de la matriz mitocondrial o de membrana interna (con un cruce
transmembranal) continda con la participacion de TIM23 (de las siglas en inglés de Translocase
of the Inner Membrane). TIM23 es un complejo localizado en la membrana interna y se

compone de cuatro subunidades: Tim23, que es la proteina que forma el poro de translocacién
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en la membrana interna mitocondrial; Tim50, que es el receptor de proteinas que han cruzado
el complejo TOM; Tim17, involucrada en la libracién lateral de proteinas con cruces
transmembranales y Tim21, importante para la asociacion de TIM23 con complejos

respiratorios o con TOM (Dekker et al. 1993; Kuibrich et al. 1994; Truscott et al. 2001).

TIM23 opera de dos maneras dependiendo del destino final de la proteina sustrato.
Cuando se tiene una proteina de la matriz mitocondrial, TIM23 se asocia a otro complejo
denominado PAM (de las siglas en inglés de Presequence translocase Associated Motor)
recibiendo a las proteinas que van a llegar a la matriz mitocondrial. PAM esta conformado por
diversas proteinas, entre ellas la chaperona de la matriz mitocondrial Ssc1 (o mtHsp70). La
funcion de PAM es promover la translocacion de la proteina a través de la membrana interna
hasta alcanzar la matriz mitocondrial, de manera dependiente de ATP. En general, se considera
que los sustratos de la ruta TOM-TIM/PAM presentan una presecuencia del tipo MTS que es
editada por la proteasa MPP de la matriz. Ademas de los componentes mencionados, estas
proteinas dependen del potencial de membrana mitocondrial (AY) para importarse
exitosamente, esto debido a que el AY genera un efecto electroforético sobre la proteina
sustrato y en particular sobre su MTS (cargada positivamente). Tim50 es la proteina que recibe
a los sustratos inmediatamente después de TOM en el espacio intermembranal. Luego con la
ayuda del poro Tim23 y de Tim17, la proteina es liberada en la membrana interna. Como se
menciond, Tim21 acerca los complejos respiratorios a TIM, lo que ocasiona que el AY se
favorezca en la cercania del complejo, lo cual se traduce en una translocacion mas eficiente. Se
ha propuesto que durante la importacién por esta via, TOM y TIM son capaces de asociarse

donde las membranas interna y externa entran en estrecha cercania (Sirrenberg et al. 1996).

Cuando el destino final es la membrana interna, TIM23 actua sin asociacién con PAM.
En este caso las proteinas contienen secuencias sefales bipartitas. Asi, la MTS promueve que la
proteina cruce la membrana interna y alcance la matriz. Sin embargo, la sefal hidrofébica en
su cadena de aminodcidos detiene la translocaciéon y promueve la liberacién lateral de la

cadena polipetidica en la membrana.

Si la proteina tiene mas de un cruce transmembranal su importacién ocurre via TIM22

(aunque esta funcién la puede llevar a cabo también TIM23). Este complejo contiene tres
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subunidades: Tim22, que forma el poro de translocacién, Tim54, que actia como receptor e
interacciona con las chaperonas pequefias del espacio intermembranal que guian al sustrato
hasta TIM22, y Tim18 cuya funcién es importante durante la biogénesis del complejo. Las
proteinas ingresan via TOM, se asocian a chaperonas del espacio intermembranal (Tim8, Tim9,
Tim10, Tim12 y Tim13) para luego ser entregadas a TIM22. Se plantea que Tim54 es la proteina
que recibe a los sustratos. Una vez que cruzan la membrana interna, las proteinas son liberadas
lateralmente en la membrana interna. Como se menciond, los acarreadores de metabolitos
pertenecen a este grupo de proteinas (Sirrenberg et al. 1996; Kovermann et al. 2002; Rehling et

al. 2003).

Existe otra via para insertar proteinas de la membrana interna con mds de un cruce
transmembranal. Este mecanismo opera con ayuda de la proteina Oxal, una insertasa
embebida en la membrana interna de la mitocondria. Los sustratos de esta via atraviesan la
membrana externa por TOM, la membrana interna por TIM23 hasta alcanzar la matriz y luego
son entregados a Oxal quien facilita su insercion. Ademas de insertar proteinas que llegan
desde el citoplasma, Oxal se encarga de insertar las proteinas codificadas en el genoma
mitocondrial (en su mayoria proteinas hidrofébicas de los complejos respiratorios). Oxa1 tiene
afinidad por los ribosomas de la mitocondria y se une a ellos cuando sintetizan proteinas. De
esta manera se considera que la insercion de las proteinas codificadas en el genoma

mitocondrial ocurre de modo cotraduccional.

Las proteinas solubles que llegan al espacio intermembranal, pueden seguir una de dos
rutas. La primera es a través de TOM y TIM23. Como se mencioné antes, existen proteinas con
secuencias bipartitas pero que ademds contienen un segundo sitio de edicién enseguida del
cruce transmembranal. Esto libera una proteina de peso molecular menor en el espacio
intermembranal, ya que pierde la secuencia sefnal en la matriz y por lo tanto el dominio
transmembranal que se queda embebido en la membrana interna, donde posteriormente es

degradado por proteasas localizadas en la misma membrana.

La segunda via involucra al complejo MIA, que ayuda a la entrada de proteinas con
residuos de cisteina en la cadena de aminodcidos. Esta ruta opera para proteinas de peso

molecular menor a 40 kDa, que cruzan la membrana externa por TOM y son recibidas en el
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espacio intermembranal por Mia40 mediante la formacion de enlaces disulfuro entre las
cisteinas presentes en Mia40 y las cisteinas del substrato (que se encuentran generalmente en
motivos CXs;C, CXsC u otros) (Chadzi & Tokatlidis 2013). La interaccién con Mia40 también asiste
al plegamiento de las proteinas substrato facilitando la oxidacién intramolecular de las
cisteinas o laincorporacién de iones metalicos que las estabilizan. Mia40 se reduce al momento
que el sustrato es oxidado y posteriormente los electrones son cedidos a la proteina Erv1 que
finalmente los canaliza a la cadena respiratoria, dejando tanto a Mia40 como a Erv1 listas para

una nueva ronda de reacciones redox (Chatzi & Tokatlidis 2013).

Finalmente las proteinas de la membrana externa con estructura de barril-f ingresan
inicialmente a través de TOM, posteriormente se unen a las chaperonas del espacio
intermembranal y son entregadas a otro complejo localizado en la membrana externa
denominado SAM (de las siglas en inglés de Sorting and Assembly Machinery), que las ayuda a

insertarse en la membrana externa mitocondrial (Wiedemann et. al. 2003).

1.2.3 Proteinasy factores necesarios para que un precursor proteico de

mitocondria llegue al complejo TOM

En la literatura se han descrito diversos factores importantes para llevar a cabo una
importacién de proteinas exitosa. Existen puntos a considerar como el AY. Experimentos de
importacién in vivo e in vitro han demostrado que el abatimiento del AW, evita la entrada
adecuada de precursores al organelo, principalmente de aquellos que contienen una MTS en

su secuencia (Reid & Schatz. 1982).

Por otro lado se ha encontrado que existen sefales en el mMRNA que desempefan un
papel importante para la biogénesis de las proteinas. Esto no sélo ocurre para las proteinas
mitocondriales, se sabe que en muchos casos el mMRNA tiene sefales intrinsecas que favorecen
su localizacion en zonas especificas dentro de una célula, lo cual enriquece la produccién local
de la proteina que codifica en el subcompartimento celular que le corresponde (Marc et al.

2002; Margeot et al. 2002). En afios recientes estudios masivos de microarreglos asi como de
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microscopia confocal han revelado que ciertos mRNAs codificantes de proteinas
mitocondriales tienen una tendencia a localizarse de manera cercana al organelo. Ademas se
ha podido identificar que el extremo 3'UTR (de las siglas en inglés de UnTranslated Region) es
importante para esta localizacién (Gadir et al. 2011). Mutaciones donde se altera la secuencia
del segmento o donde éste se elimina provocan que el mRNA ya no se localice adecuadamente
(Figura 4). Estudios de microscopia electrénica realizados en la década de los afios setenta
fueron el primer indicio de la asociacién de ribosomas e incluso polisomas con la membrana
externa mitocondrial, sugieriendo que la importacién ocurria de manera co-traduccional como

en el reticulo endoplasmico (Butow 1972; Kellems 1974).

ARNm mitocondrias empalme  Porcentaje de
localizacion
WT 68 %
A3'UTR 40 %

Figura 4. El extremo 3’UTR de diversos mRNAs es importante para una localizaciéon de cercana ala
mitocondria. Se observa la localizacién del mMRNA de OXA1 en verde, las mitocondrias en rojo y la co-
localizacién de las dos estructuras en presencia o ausencia del 3'UTR. La ausencia del 3'UTR reduce el
porcentaje de colocalizacdén entre ambas estructuras. Modificado de Gadir, 2011. El porcentaje de
localizacién indica cuantos de los granulos de mRNA estan situados en el area de las mitocondrias.

Por otro lado, se ha propuesto que diversas proteinas del citoplasma también asisten la
entrega de proteinas a lamitocondria. En los mamiferos, las chaperonas del tipo Hsp70 y Hsp90
(por las siglas en inglés de Heat Shock Protein 70 y 90, respectivamente) promueven la
importacién de proteinas como el transportador de fosfatos (PiC) y el transportador de
péptidos (PT), al entregarlas al receptor Tom70 del complejo TOM (Young et al. 2003). En las
levaduras las Hsp70 también parecen favorecer el proceso. Se ha reportado que las Hsp70 del

tipo Ssa y Ssb facilitan la entrada de proteinas a la mitocondria (Deshaies 1988; Gautschi et al.
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2001; Gautschi et al. 2002). En el mismo organismo, el complejo RAC (de las siglas en inglés de
Ribosome Associated Complex) formado por las proteinas Ssz1 (Hsp70) y Zuo1 (Hsp40) se une
al tunel de salida ribosomal y promueve el transporte. En particular mediante experimentos de
importacidn in vitro se ha observado que este complejo promueve la importacion de la malato

deshidrogenasa (Mdh1) (Gautschi et al. 2001; Gautschi et al. 2002).

Ademas de RAC, se ha propuesto que otro complejo de asociaciéon a ribosomas es
importante para la importacion de proteinas mitocondriales. Dicho complejo es denominado
NAC (de las siglas en inglés de Nascent Polypeptide Associated Complex) (George et al. 1998;
Flinfschilling & Rospert 1999; George et al. 2002).

1.3 El complejo NAC (Nascent Polypeptide Associated

Complex)

El complejo de asociacion a polipéptidos nacientes (NAC) es un heterodimero
conformado por una subunidad a.y una § (Wiedmann et al. 1994). Aligual que RAC, NAC puede
asociarse al ribosoma, uniéndose cerca del tunel de salida ribosomal por medio del extremo
amino terminal de su subunidad 3 (Wegrzyn et al. 2006)(Figura 5). Se ha descrito que asi puede
asociarse a polipétidos que el ribosoma esta sintetizando y actuar como chaperona citosélica

protegiéndolos de degradacion por proteasas del citoplasma (Wang et al. 1995).

Se ha resuelto la estructura tridimensional del complejo NAC de arqueas y de humano
(Spreter et al. 2005; Wang et al. 2010). En ambos casos se observé que NAC adopta una
estructura de barril-B aplanado, confirmando que ambas subunidades tienen un plegamiento
similar. Cabe aclarar que en arqueas en el complejo NAC identificado es un homodimero de la

subunidad a.
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Figura 5. NAC es una chaperona citosélica que se une a péptidos nacientes cerca del tiinel de salida
ribosomal. A través de su subunidad B, el complejo NAC se ancla al ribosoma en la proteina L23. Las
dos subunidades de NAC (rojo y naranja) pueden asociarse con la proteina naciente. Se muestra
también la asociacion del complejo Ssb-RAC (rosa y verde) con ribosomas y cadenas nacientes. Tomado
de Koplin, 2010.

En las levaduras, el modelo de estudio para este trabajo, existen tres genes que
codifican para las subunidades de NAC. El gen EGD1 codifica para la subunidad B y el gen BTT1
la subunidad B' (Hu & Ronne 1994). Por otro lado el gen EGD2 codifica para la subunidad a (Shi
etal. 1995) (Tabla I). Asi pues se ha demostrado que en levadura existen dos versiones de NAC:

el heterodimero af3 y el af’ (Reimann et al. 1999).

Tabla I. Genes que codifican para las subunidades de NAC en
levadura
Nombre Subunidad Peso ('\Iilgr)’cmar
EGD1 B 17
BTTI B 166
EGD2 oL 18.7

Sin embargo, también se ha especulado la posibilidad de que NAC forme homodimeros
(oo, BP 6 B'B')(Spreter et al. 2005; Wang et al. 2010; Alamo et al. 2011; Ott et al. 2015). Esto se
ha observado en experimentos de copurificacion in vitro; sin embargo, in vivo el complejo
siempre estd presente como heterodimero. También se sugiere que el heterodimero

predominante es el af3, ya que la subunidad 3 tiene una expresién 100 veces mayor que la p'.

22



Se considera que la subunidad o tiene un nivel de expresién similar al de § (Reimann et al.

1999).

Las subunidades de NAC tienen papeles compartidos y otros especificos. Tanto las
subunidades B como la o pueden asociarse con los péptidos nacientes. Sin embargo, la
asociacion de NAC a los ribosomas esta mediada especificamente por las subunidades 3, en un
dominio presente en el extremo amino terminal de ambas proteinas (Wegrzyn et al. 2006).
Mutantes de este segmento son incapaces de asociarse a los ribosomas. La subunidad o por su
lado, tiene un domino UBA (de las siglas en inglés de Ubiquitin Binding Domain) en su
segmento C-terminal. Aunque no se ha aclarado su funcion, se ha propuesto que este dominio
puede mediar la ubiquitinacién de NACy modular asi su vida media. También se ha especulado
en que tenga relevancia en la degradaciéon de proteinas defectuosas recién sintetizadas

(Panasenko et al. 2006; Panasenko et al. 2009).
ElI NAC tiene diversas funciones atribuidas, que a continuacién se mencionan:

i) Protege a los polipéptidos nacientes de degradacion por proteasas del citoplasma.
Esto se ha concluido a partir de experimentos in vitro, donde se incubé a proteinas nacientes
con proteasas (Wang et al. 1995). El resultado demostré que en ausencia de NAC, las proteasas

ganan mas accesibilidad al sustrato.

ii) Evita la entrada errénea de proteinas del citoplasma (u otro destino) al reticulo
endoplasmico (RE). Es decir, actia junto con SRP (que une proteinas con péptido senal de
entrada al RE y las guia hasta la superficie de este organelo) como un punto de control,
coordinando el tréfico de proteinas hacia el RE (Lauring et al. 1995). Recientemente se observé
en Caenorhabditis elegans que la ausencia de NAC puede derivar en una entrada al RE de
proteinas dirigidas a la mitocondria. Esto puede provocar la activaciéon de una respuesta de

estrés en ambos organelos (Garmendinger 2015).

iii) Promueve la biogénesis de proteinas ribosomales evitando su agregacién, por lo

tanto también promueve la biogénesis de ribosomas citoplasmicos (Koplin et al. 2010).

23



iv) Actua como factor de transcripcion controlando la expresién de genes nucleares.
Este es un papel en el que estrictamente actuan las subunidades individuales y no como
dimeros. Este rol no ha sido aclarado completamente y tampoco ha sido posible probar
totalmente que in vivo las subunidades de NAC actian de manera independiente (Moreau et

al. 1998; Yotov et al. 1998).

iv) Facilita la entrada de proteinas a la mitocondria. En la levadura se ha observado en
experimentos de importacion in vitro que NAC promueve el transporte de proteinas como la
malato deshidrogenasa (Mdh1) asi como de proteinas de fusién reporteras de importaciéon
mitocondrial. Ademas, in vivo también se ha observado que ayuda al transporte de la Mdh1, de
la fumarasa (Fum1) y del factor de mantenimiento mitocondrial 1 (Mmf1) (George et al. 1998;

Flinfschilling & Rospert 1999; George et al. 2002).

Conrespecto alafuncién de NAC en la entrada de proteinas a la mitocondria se plante6
la existencia de un receptor para este complejo en la membrana externa mitocondrial.
Recientemente se describié que el complejo a3—-NAC interacciona fisicamente con la proteina
de la membrana externa mitocondrial Om14. Esta proteina actia como un receptor de NAC en
las fases iniciales del transporte de proteinas. Se observé que mutantes de om74 muestran
defectos en la importacién in vitro de la Mdh1. La presencia de a3-NAC en las reacciones de
importacién es capaz de compensar este fendmeno. Sin embargo in vivo, dobles mutantes
carentes tanto de off NAC como de OM714 muestran un fenotipo silvestre de crecimiento,

incluso en medio respiratorio (Lesnik et al. 2014).

La relevancia funcional de NAC se ve reflejada especialmente en ratones, nematodos y
moscas, ya que la eliminacion de cualquiera de los genes que codifican para sus subunidades
provoca un fenotipo letal y todos esos organismos modelo mueren en etapas embrionarias del
desarrollo (Deng & Behringer 1995; Markesich et al. 2000; Bloss et al. 2003). Sin embargo, en S.
cerevisiae ocurre un fenémeno diferente, ya que incluso la eliminacién de los tres genes
simultdaneamente no provoca un defecto en el crecimiento y ni afecta la viabilidad de las células
(Reinmann et. al. 1999).Es otras palabras, la funcion de NAC es dispensable en esta levadura a
pesar de que ciertas funciones como el transporte de proteinas a la mitocondria es un proceso

esencial.

24



Una explicacién para esto seria que la funcién de NAC esté compartida con otros genes,
de tal forma que en su ausencia, otras proteinas puedan llevar a cabo las funciones que NAC
desempefia. Con esta hipotesis y para identificar genes cuya funcién es redundante a la de NAC,
en nuestro laboratorio realizamos previamente rastreos de interacciones genéticas a escala
gendmica (Ponce-Rojas JC 2012). Es decir, una busqueda de genes que al ser eliminados
simultdaneamente con los de NAC, provocaran un fenotipo deletéreo en la levadura. Dentro de
los resultados, se encontré que el gen SAM37 tiene una interaccidon genética negativa con los
genes EGD1y BTT1. Este resultado sugirié que la proteina Sam37 podria estar relacionada con

NAC en el transporte de proteinas a la mitocondria.

1.4 El papel de Sam37 en la insercion de barriles- a la

membrana externa mitocondrial

Como se menciond, las mitocondrias contienen proteinas con estructura de barril 3 en
la membrana externa (Pfanner et al. 2004). Para alcanzar su destino, este tipo de proteinas
ingresan a través de TOM y llegan al espacio intermembranal, ahi se asocian a chaperonas
pequenas (Tim9 y Tim10) que las entregan al complejo SAM para ser incorporadas en la

membrana externa (Figura 6).

Figura 6. Ruta de biogénesis de barriles- a la mitocondria. El complejo SAM recibe proteinas con
sefales B una vez que han ingresado a la mitocondria a través de TOM y que estan asociadas con
chaperonas pequenas del espacio intermembranal (Tim9-Tim10). Los barriles se insertan y liberan en la
membrana externa mitocondrial. Se muestran las dos versiones de SAM presentes en S. cerevisiae.
Tomado de Schmidt et al. 2010.
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El complejo SAM estd constituido por tres subunidades. La primera es Sam50,
subunidad esencial y que adopta una estructura de barril-f (Kozjak et al. 2003). Esta subunidad
tiene un origen procarionte y su ortélogo en bacterias es la proteina BamA que también esta
involucrada en la insercién de barriles-f en la membrana externa de bacterias Gram negativas
(Gentle et al. 2004; Stroud et. al. 2010). También tiene un ortélogo en cloroplastos y en este
caso es la proteina Toc75 (Li & Chiu 2010; Paila et al. 2015). Se ha propuesto que Sam50 puede
formar un poro a través del cual los barriles-B son insertados en la membrana. Sam50
participaria también asistiendo el plegamiento y posterior liberacion lateral de las proteinas
sustrato. Sin embargo, este modelo no ha sido comprobado, por lo cual el mecanismo exacto
mediante el que los barriles-3 se liberan en la membrana externa sigue sin esclarecerse (Kozjak
et al. 2003; Kutik et al. 2008; Ott et al. 2012). Sam50 tiene un dominio denominado POTRA (de
las siglas en inglés de POlypeptide TRansport Associated). Este tipo de dominios han sido
reportados como responsables del reconocimiento de sefiales en sustratos de esta via (BamA

tiene 5 dominios POTRA y Toc75 tiene 3 dominios POTRA) (Stroud et al. 2011).

En los humanos, la disminucion en la expresién de Sam50 provoca una disminucion en
los niveles de Tom40, sin embargo esto no afecta el contenido de otras proteinas
mitocondriales. Tampoco afecta la morfologia mitocondrial. Ademas, la baja de expresion de
Tom40 directamente tampoco repercute en los niveles de otras proteinas mitocondriales (Ott

etal. 2012).

La segunda subunidad de SAM es Sam35, una proteina esencial cuya funcién no hasido
aclarada completamente, sin embargo se ha propuesto que participa en el reconocimiento de
la secuencia sefal de los precursores cuando llegan al espacio intermembranal. Se sabe que
una mutante termosensible de Sam35 provoca una mayor expresion de las otras dos
subunidades de SAM, lo cual podria funcionar como un mecanismo compensatorio

(Waizenegger et al. 2004).

Finalmente esta la subunidad Sam37 que es la Unica no esencial del complejo SAM.
Sam37 es una proteina asociada a la membrana externa y se ha propuesto que ayuda a
estabilizar a SAM. Sam37 fue descrita por primera vez en una serie de experimentos que

buscaban mutantes de levadura que no pudieran crecer en medio respiratorio a altas
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temperaturas. Luego se demostré que es una proteina de la membrana externa y que tiene un
dominio soluble expuesto al citoplasma (Gratzer et al. 1995). Se observé que la mutacién
simultanea de SAM37'y de los genes TOM70 o TOM20 (receptores del complejo TOM) provoca
un fenotipo letal. Ademas, se especuld la posibilidad de que Sam37 se uniera fisicamente con
Tom70. Estos dos ultimos datos sugirieron que Sam37 podria ser un receptor adicional que
reconoce y asiste la translocacion de proteinas a la mitocondria. Mediante experimentos de
importacién in vitro, se prob6 que Sam37 es importante para la translocacion de proteinas
como el citocromo ¢; (Cyc1) y el acarreador de nucleétidos (Aac1). Ademas, se piensa que
facilita el paso de liberacién de los precursores para insertarse en la membrana externa
(Stojanovski et al. 2007). Recientemente se reportd que el proceso de insercion de barriles-f en
la membrana externa ocurre gracias a un acoplamiento transitorio entre TOM y SAM y se ha

demostrado que esta asociacion es dependiente de Sam37 (Wenz et al. 2015).

Trabajos posteriores mostraron que Sam37 estaba implicada en la biogénesis de los
barriles-3 en la membrana externa mitocondrial. Se encontré que forma un complejo con las
proteinas Sam35 y Sam50, de un peso molecular aproximado de 210 kDa. Al igual que las
mutantes termosensibles de Sam35 y Sam50, mutantes nulas de Sam37 unicamente presentan
defectos en la biogénesis de barriles-f3, algunos ejemplos son Tom40, VDAC (porina) y Mdm10

(Wiedemann et. al. 2003).

Otros efectos encontrados son que las mutantes nulas de SAM37 presentan un
crecimiento disminuido con respecto a una cepa silvestre. Como se mencion, el efecto es mas
intenso a medida que se aumenta la temperatura de crecimiento. Ademas, las cepas muestran
una morfologia mitocondrial anormal a medida que se aumenta la temperatura de
crecimiento, formandose mitocondrias aglomeradas en vez de la red caracteristica de la cepa

silvestre (Meisinger et al. 2004).

Por otro lado, se ha observado que existe una version alternativa de SAM en las
levaduras. Esta involucra las tres subunidades mencionadas junto a Mdm10, otra proteina de
la membrana externa. Esta versién de SAM es menos abundante y se ha visto Unicamente

involucrada en el transporte y ensamblaje de Tom40. Se ha establecido que la asociacién de
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Mdm10 con SAM es débil, de tal manera que su estabilidad depende de la fuerza iénica

(Meisinger et al. 2004).

28



2. Planteamiento del problema

La funcién mitocondrial desempena un papel fundamental en la homeostasis de los
organismos eucariontes, desde la produccion de energia, el metabolismo de lipidos y
aminoacidos, hasta la participacion en vias de sefializacion y en la produccién de cofactores
como los centros hierro-azufre. Aunque existen organismos que pueden prescindir de algunas
de las funciones mitocondriales, otras participan en procesos celulares necesarios para la
viabilidad celular. Esto hace que los mecanismos de biogénesis mitocondrial, en particular la

importacién de proteinas mitocondriales sea un proceso esencial.

Se ha reportado que cualquier alteracién en este proceso puede resultar en un fenotipo
letal. Por ello la descripcidén y caracterizacion de los factores que promueven el transporte toma
crucial importancia. Si bien se conocen los complejos proteicos dentro de la mitocondria que
facilitan la importacién de proteinas, no se conocen con detalle aquellos que participan en las

fases tempranas del proceso, antes de que éstas lleguen a la superficie del organelo.

NAC es una chaperona heterodimérica citosélica que promueve el transporte de
proteinas a la mitocondria, sin embargo, los detalles de su funcién no se conocen. Es notable
que a pesar de la relevancia de la importacién de proteinas a la mitocondria para la

sobrevivencia celular, NAC sea dispensable en S. cerevisiae.

En nuestro laboratorio identificamos que el gen SAM37 presenta interaccion genética
negativa con NAC, lo que nos llevé a pensar que ambos son componentes del sistema de
importacién. Esta posible relacion funcional no se ha explorado hasta ahora. Tampoco se sabe
si las subunidades de NAC son igualmente relevantes o si hay alguna mas importante para la

importacién.

Profundizar en la comprensién de la funcion de NAC y Sam37 ayudard a esclarecer los

mecanismos que rigen el transporte de proteinas a la mitocondria.
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3. Hipotesis

NAC es una chaperona del citosol que facilita la importacién co-traduccional de
proteinas a la mitocondria y lo hace de manera conjunta con Sam37 en Saccharomyces
cerevisiae. La eliminacion de ambos factores afectard la importaciéon de proteinas y su
ensamblaje en los diferentes compartimentos del organelo, lo cual se reflejara en el fenotipo

de crecimiento de las cepas mutantes de dichos genes.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar si NAC y Sam37 participan en conjunto durante el reconocimiento temprano de

proteinas mitocondriales.

4.2 Objetivos particulares

1. Establecer las interacciones genéticas entre los genes que codifican para las subunidades de

NAC con SAM37.

2. Estudiar el impacto de la funcién de NAC y SAM37 para el contenido de proteinas en la

mitocondria.
3. Estudiar el impacto de la funcion de NACy SAM37 en el ensamblaje de complejos proteicos
4. Determinar si el complejo aff’-NACy Sam37 interaccionan fisicamente.

5. Explorar el papel de af’-NACy Sam37 con otras sefiales de biogénesis mitocondrial, esto es

el segmento 3'UTR de los mRNAs codificantes de proteinas mitocondriales.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Generacion de las mutantes en S. cerevisiae por

recombinacion homaologa

5.1.1 Amplificaciéon por PCR de los médulos de resistencia a antibioticos

y auxotrofia

Para la generacion de las cepas mutantes utilizadas en este trabajo, se realizaron
reacciones de PCR para amplificar marcadores de seleccién por antibiéticos o por auxotrofia a
partir de los plasmidos de la coleccion de EUROSCARF: pAG32, pAG25, pAG60 y pFabA
(Goldstein & McCusker 1999).

Se disenaron oligonucleétidos con una longitud de 60 nt que contenian: a) 20
nucleétidos presentes en todos los plasmidos mencionados y que permiten amplificar el
modulo de resistencia deseado y b) 40 nucledtidos que son idénticos a las regiones
flanqueantes del ORF de S. cerevisiae que se quiere interrumpir o eliminar (Ponce-Rojas JC

2012).

En cada reaccién se utilizaron los siguientes componentes: 20 pmol de cada
oligonucleétido, 100 ng del DNA molde, 1.5 mM de MgCl,, 2.5 U de TagPol (Fermentas) y 200

UM de dNTPs (Fermentas), en reacciones de 50 pl como volumen final.

Las reacciones de PCR se realizaron siguiendo el siguiente programa:

5 min 950C (desnaturalizacion inicial)
1 min 95°C (desnaturalizacion)

1 min 50°C (alineamiento) 30x
2 min 72°C (elongacion)

8 min 72°C (elongacion final)

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%.
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5.1.2 Generacidon de mutantes de levadura mediante transformacion

por choque térmico

Todas las cepas utilizadas en este trabajo tienen como cepa parental a la cepa Y8205
(Tong & Boone 2007). Las cepas mutantes utilizadas fueron generadas por el método de
recombinacién homoéloga por CH;COOLi/DNA acarreador/polietilenglicol desarrollado para

levaduras (Gietz, 2002).

Brevemente, las células se crecieron en medio rico con glucosa como fuente de carbono
y se incubaron 24 h. Posteriormente se diluyeron los cultivos hasta una DOsx0=0.3 y se
incubaron hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento (DOsoo = 1). En este punto se
tomaron 1.5 mL de cultivo y se colectaron las células centrifugando a 8,609xg por 2 min. Las
pastilla celular se resuspendi6é en 1 mL de acetato de litio 0.1 M y se incubé durante 10 min a
temperatura ambiente. Las células se centrifugaron nuevamente a 8,609xg por 2 min y se

agregaron los siguientes componentes en este orden:

240 pL de polietilenglicol 3350 al 50% w/v

36 uL de acetato de litio 1M

10 pL de DNA de esperma de salmén (10 mg/ml)

DNA (5 uL cuando se utilizé plasmido o 45 uL cuando fue un casete de seleccién)

H,0 (69 pL cuando se utilizé plasmido o 29 uL cuando fue un casete de seleccion)

Las pastilla celular se resuspendié agitando por vortex y la suspension se incubo
durante 45 min a 42 °C. Posteriormente las células se centrifugaron a 8,609xg por 2 min;
finalmente se resuspendieron en 100 puL de H,O estéril y se sembraron en el medio de selecciéon

adecuado.
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5.1.3 Confirmacién por PCR de las mutantes

Una vez obtenidas las mutantes de interés, se procedié a confirmarlas mediante PCR de
colonia. Para ello se disefiaron pares de oligonucléotidos que pudieran alinearse por un lado
en laregién promotoray en la region codificante del ORF eliminado, y por otro lado un par que
se uniera en laregion promotoray en el ORF del marcador usado para realizar la transformacion
(Ponce-Rojas JC 2012). De esta manera se esperaba amplificacion Unicamente al usar

oligonucleétidos que permitieran amplificar el casete de resistencia.

Las reacciones de PCR se realizaron siguiendo el siguiente programa:

10 min 950C (desnaturalizacion inicial)

1 min 950C (desnaturalizacion)

1 min 550C (alineamiento) 30x
2:15 min 72°C (elongacion)

5 min 72°C (elongacion final)

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%.

5.2 Clonacién del gen SOD2

Con el fin de analizar el contenido de Sod2 en cada una de las cepas de estudio, se
decidié clonar el gen SOD2 en un plasmido afadiendo 3 etiquetas de hemaglutinina en su

extremo C-terminal.

En una primera reaccion de PCR se amplificé el promotor (300 nucleétidos rio arriba del
inicio del ORF) y el ORF del gen (Ver apéndice I). El oligonucleétido sentido contenia un sitio de
corte por Notl y el antisentido contenia la secuencia codificante de una etiqueta de
hemaglutinina. Una vez terminada la reaccién, el producto se purificé y se utiliz6 como molde
para realizar una segunda reaccion de PCR, donde se utilizé el mismo oligonucleétido sentido

pero con un antisentido diferente, que contenia una porcién de la secuencia de la primera HA
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y anade dos etiquetas adicionales, ademas este oligonucleétido tiene el sitio de corte por la
enzima de restriccion BamHI. De esta manera el producto final tiene los siguientes elementos:

sitio Notl-ORF-3HA-sitio BamHI.

En otra reaccion de PCR se amplificé el terminador de SOD2, utilizando un
oligonucleétido sentido que se une a la regidon inmediata al 3'UTR del ORF de SOD2y que tiene

el sitio de corte de la enzima BamHI 'y un antisentido que tiene el sitio de corte Xhol.

Todos los productos de PCR se purificaron utilizando el sistema comercial Expin Combo

GP, de GeneAll siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor.

Los productos se digirieron por 16 horas a 37 °C con las enzimas de restriccion

siguientes:

Promotor+ORF: Notly BamH|
Terminador: BamHI'y Xhol

Simultdneamente se digirié el plasmido pGEM4 en dos reacciones con las mismas
enzimas de restricciéon. EIl DNA de cada una de las tres digestiones se purificé con el sistema
mencionado y finalmente se realizaron dos reacciones de ligacién, cada una destinada a clonar
cada inserto de manera independiente en el plasmido pGEM4 utilizando la enzima T4 DNA
ligasa (New England Biolabs) durante 16 horas a 16°C. Las construcciones fueron verificadas

por digestion con las enzimas de restriccién adecuadas.

Después se realizé una digestion de los dos plasmidos generados en el paso anterior:
pGEMT4-SOD2 (promotor+ORF) y pGEM4 SOD2 (terminador) y del plasmido pRS316, que es un

plasmido de expresién en levadura.

Los productos de las digestiones fueron purificados y finalmente se realizé una reaccién
de ligacién donde se colocaron los tres componentes simultdneamente. La reaccién se incubé
a 16°C durante 16 horas. Las construcciones fueron verificadas por digestion con enzimas de
restriccion Notl/BamHIy Notl/Xhol y mediante secuenciacion en la unidad de Biologia Molecular

del Instituto de Fisiologia Celular (UNAM).
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Para la subclonacién del gen SOD2 sin el terminador del gen (extremo 3'UTR), se realiz
una digestion del plasmido anterior y del plasmido pRS316 con las enzimas de restriccién Notl
y BamHI. Finalmente se preparé una reaccion de ligacion con los productos de DNA purificados

con la enzima T4 DNA ligase de NEB, durante 16 horas a 16°C.

5.3 Purificacion de los plasmidos

Tanto los plasmidos utilizados para amplificar los casetes de resistencia, como los
plasmidos construidos en nuestro laboratorio, se purificaron a partir de cultivos liquidos de

bacterias DH5a transformadas con el plasmido de interés, en medio liquido LB con ampicilina

(100 pg/pL).

Los plasmidos se purificaron utilizando el sistema comercial Wizard Plus SV Miniprep

DNA Purification System (Promega) siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor.

5.4 Andlisis de esporas al azar (Random Spore Analysis)

Las cepas Aoy ABAB'(MATa) se crecieron en medio liquido con glucosa como fuente de
carbono. Se tomé una porcién del cultivo y se sembré en césped en cajas de medio sélido con
glucosa. El mismo procedimiento se aplicé para las cepas de la coleccion BY4741 (MATa) que

se utilizaron (Aho, Asam37, Atom70, Aubp 14, Atom?70).

El césped de la cepa Aa. 0 ABAP’ se replicd en una caja nueva. A continuacién el césped
de cada cepa presa se replicoé encima. Las cajas se incubaron a 30°C durante 1 dia (cruza). Las
diploides resultantes se replicaron en medio de seleccion de dobles mutantes (cruzas con Aa-

NAC) o triples mutantes (cruzas con ABAB’-NAC) y se incubaron durante 2 dias a 30°C.

Las células diploides se replicaron en medio de esporulaciéon (con bajo contenido de
fuente de carbono y nitrégeno). Se incubaron a 22°C durante 8 dias para permitir la generacion

de esporas.
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Luego de este tiempo, se prepard una suspension de células con 1 mL de H,Odd y una
porciéon de células de las cajas de esporulacion. A continuacidon se sembraron en cajas que
permitian seleccionar el crecimiento de: i) células haploides (SC-His/Arg/lys+can+thial), ii)
células resistentes a wuna u otra mutacion de las cepas iniciales (SC-
His/Arg/lys+can-+thial+higromicina; SC-His/Arg/lys+can+thial+geneticina; SC-
His/Arg/lys/Ura+can+thial+geneticina; SC-His/Arg/lys/Ura+can-+thial+higromicina), o iii)
células dobles (para el caso  del RSA  con la cepa Ao SC-
His/Arg/lys/+can+thial+higromicina+geneticina) o triples mutantes (para el caso del RSA con

la cepa ABR": SC-His/Arg/lys/Ura+can+thial+higromicina+geneticina).

Las cajas se incubaron durante 2 dias y se evalué el fenotipo de crecimiento.

5.5 Extraccion de proteinas totales

Se prepararon cultivos en medio liquido sintético con galactosa como fuente de
carbono hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento. En este punto se tomé el volumen
adecuado para tener 2 DOgoo de cada cultivo. Las células se colectaron y lavaron con H,Od. La
pastilla se resuspendio en 250 uL de Tris 50 mM pH = 8. Luego se anadieron 50 pL de solucion
de extraccion (Rodel Mix) (0.3 N hidréxido de sodio, 176 mM 2-mercaptoetanol y 3.5 mM de
PMSF) y se incubaron en hielo durante 10 min. Las proteinas se precipitaron anadiendo acido
tricloroacético a una concentracion final de 12%. Las muestras se centrifugaron por 30 min a
18,000xg. A continuacion se lavaron con 1 mL de acetona y se repitié el paso de centrifugacion.
La pastilla se resuspendié en 100 uL de amortiguador Laemmli (Tris-HCl 60 mM pH = 6.8,
glicerol 10%, SDS 2%, 2-ME 5%, azul de bromofenol 0.02%).
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5.6 Electroforesis desnaturalizante de proteinas (SDS-PAGE)

Se cargaron 0.15 DOsoo de cada muestra de proteinas en geles desnaturalizantes a una
concentraciéon de 17.5% de acrilamida y 0.2% de bis-acrilamida. Los geles se corrieron a 30
mAmp por gel, durante 2 horas y 20 minutos, utilizando amortiguador de corrida (ver apéndice

|, seccién 9.4).

5.7 Fraccionamiento celular

Fracciones crudas de mitocondrias fueron preparadas de acuerdo al protocolo de
Hermann, 1994. Brevemente, las células fueron crecidas en medio rico con galactosa como
fuente de carbono hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento (DOgoo = 1-1.5). Las células
se colectaron por centrifugacion a 3900xg durante 5 min. Posteriormente se lavaron con H,Odd
y repiti6 el paso de centrifugacion. Las pastilla celular se resuspendié en 20 mL de
amortiguador MP1 y se incubé en agitacion a 230 rpom durante 10 min a 30°C. Las células se
centrifugaron a 3900xg durante 5 min y se resuspendieron en amortiguador MP2. Se incubaron
durante 1 hora en agitacion a 230 rpm. Los esferoplastos resultantes se centrifugaron a 3900xg
durante 5 min y luego se resuspendieron en amortiguador de homogeneizacién. Se dieron 30
ciclos con un homogeneizador de presion. El debris celular y los nucleos fueron descartados
centrifugando a 3900xg por 5 min. Se recuperé el sobrenadante y se centrifugé a 13,362xg por
10 min. La pastilla se resuspendié en amortiguador SH (para consultar los componentes de
cada amortiguador consultar el apéndice |, seccion 9.4), y se denominé mitocondrias crudas,

mientras que el sobrenadante se recuperé y se denominé citosol.
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5.8 Electroforesis nativa (BN-PAGE)

Para el analisis de complejos proteicos se utilizaron geles nativos en gradiente de

poliacrilamida (5 al 13%)(Wittig 2006).

Se determin¢ el contenido de proteina de las muestras mitocondriales por el método
de Brandford con el sistema comercial QuickStart Reagent Bradford de Sigma, siguiendo las
instrucciones del proveedor. Se tomaron 250 ng de cada muestra y se colectaron por
centrifugacioén a 13,362xg por 2 minutos. Luego se resuspendieron suavemente en 250 ulL de
amortiguador de lavado. Se centrifugaron nuevamente y se repitié el lavado. La mitocondrias
se homogeneizaron en 45 uL de amortiguador de muestra. Se agregaron 5 pL de digitonina al

10% y se incubaron en hielo por 30 minutos.

Las muestras se centrifugaron por 12 minutos a 16,168xg a 4°C. Se recuperé el
sobrenadante y se anadieron 2.5 uL de solucién de Coomassie Serva G250 al 5%. Finalmente se

cargaron 100 pug de cada muestra en los geles.

La corrida se llevé a cabo primero por 22 minutos a 15 mAmp, utilizando amortiguador
del anodo en el compartimento externo de la cdmara de corrida y amortiguador del cadtodo con

Coomassie al 0.02% en el compartimento interno (esto es aproximadamente un tercio del gel).

Posteriormente el amortiguador del catodo se cambié por amortiguador del catodo al
0.002% y se corri6 el gel a 7 mAmp hasta que el frente de corrida saliera. El gel fue transferido
a membranas de PVDF por dos horas a 380 mAmp con amortiguador de transferencia de
proteinas (para consultar los componentes de cada amortiguador consultar el apéndice |,

secciéon 9.4)

5.9 Inmunorréplica tipo western blot

Después de la electroforesis desnaturalizante o nativa, las proteinas fueron transferidas
de los geles a membranas de PVDF o nitrocelulosa, mediante electrotransferencia vertical en

buffer de transferencia. Las membranas de los geles desnaturalizantes fueron tefiidas con rojo
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de Ponceau parar verificar la presencia de proteinas y la carga de las mismas. Posteriormente
se destifieron con H,Od y se incubaron una hora o toda la noche con solucién de bloqueo
(TBS+leche 5%). Las membranas de los geles nativos fueron lavadas con metanol al 100% para
eliminar el exceso de colorante Coomassie ServaG250 antes de ser bloqueadas (para consultar

los componentes de cada amortiguador consultar el apéndice |, seccién 9.4).

Las membranas segun fuera el caso, se incubaron con el anticuerpo primario
correspondiente, durante dos horas o toda la noche. Posteriormente las membranas se

sometieron un ciclo de 3 lavados con el siguiente orden:

1. TBS+tween 20 al 0.1 % por 10 min
2.TBS por 10 min
3. TBS por 10 min

Luego las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario AntiRabbit IgG HRP, a
una dilucion 1:3000, durante 2 horas a 4°C. Se repitio el ciclo de lavados descrito arriba y se
anadio el sustrato Immobilon de Millipore para el revelado de la sefial de las proteinas de

interés por quimioluminiscencia.

En el caso del anticuerpo a-HA (utilizado contra las proteinas Sod2 y Mmf1 etiquetadas),
la incubacion se llevé a cabo durante 2 horas. Luego se lavé segun lo descrito arriba y se
procedid a revelar directamente, ya que el anticuerpo primario estad acoplado a la peroxidasa

de rabano.

5.10 Ensayo de complementacion de fragmentos proteicos

Las secuencias codificantes de los fragmentos [1,2] y [3] de la Dihidrofolato reductasa
(DHFR) fueron amplificados mediante PCR y afiadidos en el genoma (mediante recombinacién
homoéloga) justo antes del codén de paro de cada uno de los marcos de lectura abierto de los
genes de interés. El segmento [1,2] de la DHFR fue afadido a la region codificante de SAM37,

OM14 y TOM70 en cepas haploides de sexo MATa. El segmento [3] se afadié a la regién
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codificante de EGDT1, BTT1, EGD2, OM14 y SAM37 en cepas haploides de sexo MATa. A
continuacion se realizaron cruzas entre las cepas haploides para obtener diploides que tuvieran

los dos fragmentos de la DHFR (Avendaio-Monsalve M.Clara 2017).

Posteriormente, diluciones seriadas de cultivos en fase exponencial de crecimiento de
cada diploide fueron depositadas en placas de medio sélido utilizando agar noble (BioShop,
Burlington ON, Canada) suplementadas con metotrexato [200 mg/mL] (Cayman Chemical, Ann

Arbor, MI, USA). Las cepas fueron incubadas a 30°C por 3, 5 o 7 dias.

5.11 PCR cuantitativa en tiempo real

Las cepas de interés transformadas con el plasmido pGAL1-SOD2, fueron inoculadas en
medios de cultivo sintético sin uracilo y con galactosa como fuente de carbono. Cuando los
cultivos llegaron a la fase exponencial de crecimiento, se realizé la extraccion de RNA total
utilizando Trizol (Ambion, Foster City, CA, USA) siguiendo las recomendaciones del proveedor.
El método involucra el rompimiento de las células con mortero en presencia de nitrégeno

liquido.

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando a) cDNA sintetizado usando el kit
PhotoScript First Strand cDNA Synthesis (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) y SYBR Green
como fluoréforo; b) RNA como molde con las reacciones Kapa Sybr Fast One-Step qTR-PCR

(Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA).

Los datos de cuatro experimentos individuales se analizaron de acuerdo con el

protocolo AAC:. El gen ACTT fue usado como gen control de expresién constitutiva.

41



6. Resultados

6.1 NAC no es esencial en S. cerevisiae

NAC es un complejo heterodimérico del citoplasma que se compone de una subunidad
ayunaf.EnS. cerevisiae el gen que codifica para la subunidad 3 estd duplicado, por lo tanto
existen dos paralogos que codifican dos subunidades 3 diferentes: EGD1 que codifica para la
subunidad conocida como B y BTTT que codifica para la subunidad B’. Esto hace que en una
cepa silvestre existan dos complejos NAC ensamblados: el a3 y oy’ (Reimann et al. 1999;
Wiedmann et al. 1994). Con el fin de evaluar el fenotipo de crecimiento, previamente en
nuestro laboratorio generamos mutantes nulas sencillas de cada gen de NAC (Ponce-Rojas JC
2012). Observamos que la eliminacién de los genes codificantes de NAC no acarrea problemas

en la viabilidad de la levadura.

Para tener una vision detallada del impacto de cada subunidad y de cada heterodimero
sobre la viabilidad de S. cerevisiae, generamos por recombinacion homoéloga una coleccién
mayor de mutantes que abarcara todas las combinaciones posibles entre los genes
codificantes para NAC. Luego evaluamos el fenotipo de crecimiento mediante diluciones
seriadas de cultivos en fase exponencial de crecimiento en placas de medio sélido, utilizando
fuentes de carbono fermentables y respiratorias (Figura 7). En este analisis fue posible
confirmar que ninguna de las subunidades de NAC es esencial para la viabilidad de la levadura
en condiciones estandar de laboratorio ya que la eliminacién de uno, dos o los tres genes que
codifican para NAC no altera el crecimiento. Este resultado es consistente en cualquiera de las
fuentes de carbono utilizadas, asi como a las diferentes temperaturas de incubaciéon de

crecimiento a las que se realiz6 el ensayo (Figura 7).
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Figura 7.NAC no es esencial en S. cerevisiae. Se prepararon cultivos en fase exponencial de cada cepa
indicada y se realizaron diluciones seriadas (1:10) que fueron depositadas en cajas con medio sélido con
las fuentes de carbono indicadas. Las cajas fueron incubadas por 1.5 (glucosa), 2 (galactosa) o 3 dias
(glicerol y sintético glucosa).
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6.2 La eliminacién simultanea de NACy SAM37 compromete el

crecimiento en S. cerevisiae

El resultado anterior indica que NAC no es esencial en S. cerevisiae. Partiendo del hecho
de que el transporte de proteinas mitocondriales es un proceso esencial, es sorprendente que
la funcién de NAC sea dispensable para la levadura. Una explicacion para esto es que en la
levadura existen proteinas o complejos proteicos cuya funcion sostiene los procesos celulares
en los que NAC esta involucrado. Por ello, previamente en nuestro laboratorio realizamos
rastreos de interacciones genéticas a escala gendmica, esto es, rastreos sistematicos de
mutantes nulas de genes que al ser eliminados de manera simultdnea con los genes
codificantes de NAC, afecten la viabilidad del organismo (Ponce-Rojas JC 2012). Identificar
estos genes permitiria encontrar factores que cooperen con NAC en la importacion de

proteinas a la mitocondria.

Este tipo de experimentos se denominan SGA (de las siglas en inglés de Synthetic
Genetic Array) y consisten en efectuar cruza entre una mutante carnada haploide (para nuestro
caso una mutante Aa o ABAP’) y cada una de las cepas de la coleccién de mutantes presa
haploides (4700 mutantes aproximadamente) para cada uno de los genes no esenciales de la
levadura ( Tong & Boone 2007; Baryshnikova et al. 2010). De estas cruzas se obtienen células
diploides, las células son inducidas a esporular para generar nuevas células haploides. Con el
uso de los marcadores de seleccién que se utilizaron para interrumpir los genes de interés y
marcadores de seleccién de sexo, se puede seleccionar genotipos especificos y evaluar su
fenotipo de crecimiento, esto es cepas con los genes silvestres, mutantes sencillas o mutantes
dobles. Al final se compara el crecimiento de las mutantes sencillas con el de las mutantes
dobles. Los resultados que se obtienen en estos experimentos son: a) la doble mutante crece
de forma similar a las mutantes individuales, lo que indica que los genes no tienen relacién
alguna; b) la doble mutante crece mejor que las mutantes individuales, lo que se denomina
como una interaccion genética positiva (donde una de las mutaciones alivia los efectos

provocados por la otra) y c) la doble mutante crece peor que las mutantes individuales. Este
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ultimo resultado puede ser de dos tipos: parcial, es decir donde el crecimiento estd afectado en

cierta medida; o letal, donde la doble mutacién provoca la muerte del organismo.

Los resultados de dos rastreos masivos realizados indicaron interacciones genéticas
previamente reportadas por otros grupos (Costanzo, 2010). Sin embargo, detectamos
interacciones genéticas adicionales de importancia para nuestro trabajo. Dos de estas
resultados fueron con los genes TOM71y SAM37 (Ponce-Rojas JC 2012). Ambos se mencionaron
en la introducciéon y se ha reportado que codifican para receptores que facilitan la entrada de
proteinas a la mitocondria. Para ambos casos el resultado fue una interacciéon negativa. Esto
hizo pensar en la posibilidad de que NAC actuara de alguin modo en conexion con los

productos proteicos de dichos genes durante la biogénesis mitocondrial.

Los resultados de los rastreos masivos se comprobaron utilizando la técnica conocida
como andlisis de esporas al azar o RSA (de las siglas en inglés de Random Spore Analysis), que
consiste en reproducir los pasos descritos para un SGA utilizando una muestra de mayor
tamano para cada una de las cruzas, obteniendo un resultado mucho mas robusto (Figura 8y

9).

El gen SAM37 fue elegido para continuar el estudio porque su rol en el transporte de
proteinas a la mitocondria no ha sido dilucidado completamente. Tampoco se habia reportado
su relacién con NAC en el proceso de importacion de proteinas. Al realizar el RSA confirmamos
lainteraccién genética negativa tanto con EGD2 como con EGD1y BTT1 (Figura 8y 9). Se puede
apreciar que las colonias de las dobles mutantes crecen en menor medida comparadas con las

mutantes individuales.

Una de las caracteristicas de una cepa Asam37 es la presencia de defectos de
crecimiento a medida que se aumenta la temperatura de incubacién, en el caso extremo se ha
reportado que es incapaz de crecer a partir de 37°C (Wiedemann, 2003). Debido a esto, era
necesario probar que la temperatura no estuviera contribuyendo en la interaccién genética
observada. Por ello realizamos el mismo experimento pero a 25°C, una temperatura permisiva
reportada para una cepa Asam37 en ciertos fondos genéticos (Wiedemann, 2003). Se observa

que la interaccién genética se mantiene también a 25°C lo que indica que el fenotipo
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observado es independiente de la temperatura de incubacion de las cepas (Figura 8 y Figura

9.

Aa. (Aegd?)

Asam37
Atom1 Aubp14 Atom70 Asam37 ~ (25°C) Aho

SC
(haploides MATa)

SC+hyg
(Ao)

SC+G418
(Axxx)

SC+hyg+G418
(AoAxxx)

Figura 8. Confirmacion de las interacciones genéticas del gen EGD2 (a-NAC). Después de cruzar la
cepa carnada (Aa) con las diferentes cepas indicadas (Axxx), las células diploides obtenidas fueron
inducidas a esporular para generar nuevas células haploides. En las placas de medio sélido se deposité
dicha progenie en medio sin seleccion (SC), medios que permiten observar el fenotipo de crecimiento
de las cepas que portan una de las dos mutaciones (SC+hyg o SC+G418) o medio que permite el
crecimiento Unicamente de las dobles mutantes (SC+hyg+G418). Se determina si existe interaccién
genética al comparar el crecimiento de las mutantes individuales con el de la doble mutante.

Adicionalmente a SAM37, en los experimentos de RSA también buscamos confirmar el
resultado con TOM71. Sin embargo no encontramos interaccién genética en cualquiera de las
dos cepas mutantes de NAC utilizadas (resultado no mostrado). Esto indica que el resultado fue

un falso positivo o la interaccién genética es de baja intensidad.

Previamente habia sido reportada la interaccion letal de TOM70 (el pardlogo de TOM71)
con el gen EGD2 (Costanzo et al. 2010). Nosotros no pudimos obtener el resultado en los andlisis

de SGA debido a que no disponiamos de la cepa Atom70 en la colecciéon de mutantes. Por ello
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generamos la cepa Atom70 y la ahadimos a nuestros experimentos de RSA. El resultado
confirmé la interaccién genética letal con EGD2 (Figura 8). Este efecto es especifico ya que
realizar el experimento con la mutante ABAB’ no genera problemas en el fenotipo de
crecimiento (Figura 9). Como controles positivos, evaluamos la interaccion genética negativa
de los genes NAC con TOMT1 y UBP14, reportadas previamente (Costanzo et al. 2010). El
resultado se reprodujo como se esperaba. Finalmente en ambos experimentos utilizamos
como control negativo una cepa mutante Aho, que no tiene relacion alguna con NAC. La

mutante nula de dicho gen no presenta interaccion genética con NAC (Figuras 8y 9).

ABAB (Aegd1Abtt1)

Asam37
Atom1 Aubpl1 Atom70 Asam37 (25°C) Aho

SC
(haploides MATa)

SC-ura+hyg
(AB1AB>)

SC+G418
(Axxx)

SC-ura+hyg+G418
(AB1AB2AXXX)

Figura 9. Confirmacion de las interacciones genéticas de los genes EGD1(3-NAC) y BTT1 (B’-NAC).
Después de cruzar la cepa carnada (ABAP’) con las diferentes cepas indicadas (Axxx), las células diploides
obtenidas fueron inducidas a esporular para generar nuevas células haploides. En las placas de medio
sélido se depositd la progenie en medio sin selecciéon (SC), medios que seleccionan el crecimiento de
las cepas con la mutacién en sam37 (SC+G418) o en BB-NAC (SC-ura+hyg) o que permiten evaluar el
crecimiento Unicamente de las triples mutantes (SC-ura+hyg+G418). Se determina si existe interaccién
genética al comparar el crecimiento de las mutantes en sam37 o BB'-NAC con el de las triples mutantes.
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6.3 La eliminacidon de afy’-NAC y SAM37 afecta el fenotipo de

crecimiento

Hasta este punto, confirmamos la interaccion genética entre los genes de NACy SAM37.
Sin embargo la limitante al utilizar una cepa doble mutante ABAB’ en uno de los RSA, es la
incapacidad de definir si la interaccion genética ocurre con EGD1 (), con BTT1 (B') o con ambos
genes. También quedaba pendiente definir si el fenotipo de crecimiento es el mismo cuando
se utilizan mutantes dobles de NAC que eliminen los dos complejos ensamblados con SAM37.
Por ello generamos una segunda coleccion de mutantes de NACy SAM37 que involucren todas
las combinaciones posibles. Se analizé el fenotipo de crecimiento de las cepas generadas
mediante el andlisis de diluciones seriadas de cultivos en fase exponencial de crecimiento en

cajas de medio soélido (Figura 10).

Glucosa Galactosa Glicerol
WT
Asam37
AaAsam37
ABAsam37
AB'Asam37
AaBAsam37

Ao’ Asam37
ABB'Asam37
WT
Asam37
AaAsam37
ABAsam37 30°C
AB’'Asam37
AafAsam37
AoB'Asam37
ABB'Asam37

25°C

Figura 10. La eliminacién simultanea de a-NAC, B’-NAC o ambas y SAM37 afecta el crecimiento en
S. cerevisiae. Diferentes mutantes de los genes codificantes para NAC y SAM37 fueron generadas por
recombinacién homologa. Diluciones seriadas de cultivos en fase logaritmica de cada cepa fueron
depositadas en placas de medio sélido. Se analizé el fenotipo de crecimiento en medio fermentable
(glucosa, galactosa) y respiratorio (glicerol) y a 25y 30°C.
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Nuevamente observamos un crecimiento disminuido en la mutante Asam37. Esto
ocurre en todas las condiciones probadas; es decir, en medio fermentable o respiratorio y en
las dos temperaturas de crecimiento: 25y 30°C. El resultado confirma lo que se habia observado
por otros grupos previamente en otros fondos genéticos de levadura (Wiedemann 2003;
Dukanovic et al. 2009); esto es, aun con la disminucién en la temperatura de incubacién a 25°C,

la mutante Asam37 crece en menor medida que la cepa silvestre.

Se aprecia que el fenotipo de crecimiento de la mutante Asam37 empeora con la
eliminacion simultanea de a-, - o af’-NAC. Dado que el crecimiento de la cepa ABAsam37 es
similar al de la mutante Asam37 sencilla, concluimos que la interacciéon genética solo ocurre
entre SAM37 con EGD2 y SAM37 con BTT1. Nuevamente, el resultado es independiente de la
fuente de carbono utilizada y de la temperatura de crecimiento a la que se realice el

experimento (Figura 10).

Glucosa Galactosa Glicerol
WT
Anac
Asam37 30°C
AnacAsam37
Aof'Asam37
WT
Anac
Asam37 25°C
AnacAsam37

Aap'Asam37

Figura 11. La cepa mutante AnacAsam37 presenta el mismo crecimiento que una cepa
AaP’Asam37. Se prepararon cultivos en fase exponencial de cada cepa indicada y prepararon diluciones
seriales 1:10 que fueron depositadas en cajas de medio sélido con las fuentes de carbono indicadas. Las
cajas fueron incubadas por 1.5 (glucosa), 2 (galactosa) o 3 dias (glicerol) y a 25 y 30°C.
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Adicionalmente se gener6 y analiz6 el crecimiento de una mutante cuadruple
AnacAsam37. El fundamento detras es que en la mutante Aap'Asam37, puede existir aun la
subunidad B libre en el citosol, que podria ser causante de los efectos que estamos observando.
El resultado (Figura 11) indica que la cuddruple mutante AnacAsam37 presenta un crecimiento
similar al de la cepa AaAB’'Asam37. Es decir, los efectos observados son debidos a la ausencia

especifica de aff’-NACy SAM37.

Para mostrar que la relacién genética observada se debe exclusivamente a la
eliminacion de los genes de interés, realizamos un experimento control en el que
complementamos a las cepas con un plasmido que permite expresar ectépicamente a SAM37
(Figura 12). La sobreexpresion de SAM37 restablece casi por completo el fenotipo de

crecimiento de las cepas Asam37y AB’Asam37.

Figura 12. SAM37 recupera el crecimiento de las cepas mutantes Asam37 y AB’Asam37.
Diluciones seriadas de cultivos en fase exponencial de crecimiento de las cepas mencionadas en la
figura, fueron depositadas en cajas de medio sélido con glucosa como fuente de carbono. Las cajas
fueron incubadas durante 3 dias a 30°C. e.v.: plasmido vacio.
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6.4 La eliminacién de af’-NAC y Sam37 compromete la

biogénesis de proteinas mitocondriales

Hasta ahora los resultados presentados indican que existe una relacién genética entre
aff’-NACy SAM37. Dado que nuestra hipotesis propone que la importacion de las proteinas a
la mitocondria es el proceso celular en el que ambos factores participan, decidimos evaluar los
niveles basales de las proteinas mitocondriales presentes en extractos celulares totales. En total
analizamos ocho proteinas localizadas en diferentes subcompartimentos mitocondriales en las
mutantes de NAC y SAM37. Como proteinas de la membrana externa se analizaron a Tom20y
Tom40. Utilizamos a Oxal y Mdm38 como proteinas integrales de la membrana interna.
Finalmente se probaron cuatro proteinas de la matriz mitocondrial: Atp1, Nfs1, Sod2 y la
mtHsp70. Como control de carga se utilizé a la proteina citosélica Hog1. El experimento fue

realizado tanto a 25 (Figura 13) como a 30°C (Figura 14).

Ao 2
A A5 RN
W L oA S
L Y 2R R TR
SRR FLEIRIR PR
Tom?20 Membrana
Tom40 Externa
Oxal Membrana
Mdm38 Interna
Atp1
Nfs1 .
J Matriz
Sod2
mtHsp70
Hog1 Citosol

Figura 13. NAC 'y Sam37 son dispensables para la biogénesis de proteinas mitocondriales a 25°C.

Se prepararon cultivos liquidos de cada cepa indicada a 25°C. Cuando las cepas alcanzaron una DOgoo
=1, se realiz6 un extracto de proteinas totales. Se cargaron 0.2 DOsoo de proteina total en geles
desnaturalizantes, cada proteina se analizé por inmunodeteccion con anticuerpos especificos.
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Los niveles basales de todas las proteinas analizadas provenientes de cultivos a 25°C
son similares a los de la cepa silvestre (Figura 13). Sin embargo, al realizar el experimento a 30°C
observamos una disminucién en algunas proteinas mitocondriales: Tom40, Oxa1, Atp1, Nfs1y
Sod2 (Figura 14). En Tom40 se aprecia que existe una disminucién en la cantidad de proteina
en la mutante Asam37 tal y como se habia reportado previamente (Wiedemann, 2003;
Dukanovic et al. 2009). Sin embargo, la disminucién de Tom40 es mayor si ademas de SAM37

también se eliminan o, B’-NAC o ambas. Este efecto también sucede para Oxal, Atp1y Nfs1.

El efecto es especifico para las mutantes que involucran la eliminacién de las
subunidades de afy’-NAC, ya que en la mutante ABAsam37 no existen alteraciones en el nivel
basal de las proteinas con respecto a la cepa Asam37 sencilla (Figura 14). Se observa esto mismo

en la mutante AaABAsam37.
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Figura 14. NACy Sam37 son importantes para la biogénesis de ciertas proteinas mitocondriales a
30°C. Se prepararon cultivos liquidos de cada cepa indicada a 30°C. Cuando las cepas alcanzaron una

DOsgo0 = 1, se realizd un extracto de proteinas totales. Se cargaron 0.2 DOeoo de proteina total en geles
desnaturalizantes, cada proteina se analizé por inmunodeteccién con anticuerpos especificos.
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Estos resultados concuerdan con el fenotipo observado en el crecimiento de las
mutantes, siendo las de crecimiento mas lento aquellas cuyo contenido basal de estas

proteinas estd comprometido (Figura 10).

De manera paralela analizamos el nivel basal de algunas proteinas mitocondriales en la
cuadruple mutante AnacAsam37, nuevamente para descartar efectos indirectos debido a la

presencia de B-NAC libre en nuestras cepas de interés (Figura 15).

Tom40 '_-_ Tom40
OXa| e g — — Oxal

mtHsp70 | A (70

HOQl i i di du— Hog1

Figura 15. La mutante cuadruple AnacAsam37 presenta un contenido mitocondrial alterado. Se
prepararon cultivos liquidos de cada cepa indicada a a) 25 y b) 30°C. Cuando las cepas alcanzaron una

DOsgo0 = 1, se realizd un extracto de proteinas totales. Se cargaron 0.2 DOeoo de proteina total en geles
desnaturalizantes, cada proteina se analizé por inmunodeteccion con anticuerpos especificos.

Observamos que la tendencia es la misma. El contenido de proteinas no cambia cuando
el experimento se realiza a 25°C (Figura 15a), sin embargo, si se afecta cuando las cepas son
incubadas a 30°C (Figura 15a). El resultado sugiere nuevamente que la presencia de la

subunidad B-NAC en ausencia de o8’ no influye en los resultados obtenidos.

Es importante sefalar que en el caso particular de Sod2, no solo observamos un
contenido disminuido de la proteina; adicionalmente observamos la aparicion de una proteina
de alto peso molecular que correlaciona con el peso esperado para la proteina precursora, es
decir, la proteina que aun conserva su MTS (secuencia sefnal). Es probable que en este caso la
proteina no esté logrando ingresar al organelo y se quede en el citoplasma conservando su

presecuencia. Otra opcion seria que la peptidasa de la matriz mitocondrial que se encarga de
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procesar las MTSs se encuentre afectada, pero esta segunda posibilidad parece poco probable,
debido a que el resto de las proteinas con presecuencia como Oxal y Mdm38, si se encuentran

correctamente procesadas.

Nuestros resultados en conjunto resaltan el papel funcional de af’-NACy Sam37 en la
importacién de proteinas a la mitocondria. Estos resultados permiten explicar el fenotipo de
crecimiento observado, relacionandolo con un posible defecto en el transporte de proteinas

mitocondriales.

6.5 El precursor de Sod2 se acumula en el citosol con la

eliminacion de af’-NACy Sam37

Se menciond que la biogénesis de Sod2 estd afectada en nuestras mutantes al grado de
acumular la forma precursora de la proteina (pSod2). Dado que la importacién de Sod2 a la
mitocondria sucede estrictamente de modo cotraduccional, una posibilidad es que pSod2 se
quede en el citosol y no logre entrar a la mitocondria. Se ha probado antes que el precursor de
Sod2 se acumula en el citosol bajo ciertas condiciones experimentales (Luk et. al. 2005). Por
ello, para probar si este era el caso se realizé un fraccionamiento celular separando las

mitocondrias del citosol (Figura 16).

Observamos que la versidon madura de la proteina (mSod2) esta presente Unicamente
en la fraccién mitocondrial. Por otro lado, pSod2 sélo estd presente en el sobrenadante
posmitocondrial (citosol) lo que confirma la hipotesis de que Sod2 no logra entrar a la
mitocondriay se queda fuera del organelo (Figura 16). Es importante enfatizar que las mutantes
en las que se acumula pSod2 corresponden a las mutantes que presentan los defectos de

crecimiento mds notorios y los niveles basales de proteinas alterados.
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Figura 16.En ausenciade ay B’ NAC la versién precursora de Sod2 (pSod2) se acumula en el citosol.
Se prepararon cultivos de cada cepa indicada a 30°C. Cuando las cepas alcanzaron una DOeoo = 1, se

realizé un fraccionamiento celular por centrifugacion diferencial. Se cargaron 0.2 DOeoo de cada
muestra en geles desnaturalizantes, siendo M la fraccion mitocondrial y PMS: el sobrenadante
posmitocondrial. La membrana de PVDF obtenida fue decorada con anticuerpos especificos contra HA
(Sod2), mtHsp70: control de fraccidon mitocondrial y Hog1: control de fraccién citosolica.

6.6 La acumulacion de precursores mitocondriales ocurre
desde etapas tempranas de su sintesis

La acumulacién de pSod2 en el citoplasma en ausencia de aff'-NACy SAM37 indica que
estos componentes estan involucrados en la regulacion de la entrada de proteinas a la
mitocondria. Esto podria deberse a que exista un problema en la eficiencia de entrega de
pSod2 a la mitocondria o, alternativamente, a que al expresar SOD2 desde un plasmido, a pesar
de estar regulado por su propio promotor, se produzca un exceso de precursor que esté
saturando las maquinarias de importaciéon, como el complejo TOM en la membrana externa.
Para distinguir entre estas dos posibilidades, decidimos evaluar la importacion de Sod2
mediante una cinética de sintesis de la proteina. Para ello subclonamos el ORF del gen junto a
su extremo 3'UTR en un plasmido regulado por el promotor GALT (inducible con galactosa). El
plasmido construido se utilizé para transformar las cepas mutantes analizadas en este trabajo
y el nivel basal de proteina fue analizado a diferentes tiempos después de inducir la expresion

de Sod2 (Figura 17).
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Figura 17. En ausencia de B’-NAC y SAM37 a acumulacién de pSod2 ocurre simultaneamente con
la sintesis de la proteina. Se prepararon cultivos de cada cepa indicada a 25 y 30°C transformadas con
un pladsmido que permite expresar de manera regulada la proteina Sod2-2HA. Cuando las cepas

alcanzaron una DOego=1, se realizé la induccién del inductor de la expresién de Sod2-2HA (galactosa) y
se incubaron las cepas durante los tiempos indicados en la figura. En cada tiempo se realizé extraccién
de proteinas totales. Se cargaron 0.2 DOeoo de proteina total en geles desnaturalizantes. Cada proteina
se analizé por inmunodeteccién con anticuerpos especificos.

Como en los casos anteriores, el experimento se llevé a cabo tanto a 25 como a 30°C. El
resultado indica que la acumulacién de pSod2 solamente ocurre a 30°C y que empieza desde
momentos tempranos de su sintesis (Figura 17, t=1.5 y 3 h). Esto sucede Unicamente para la
mutante AB’Asam37, la cual fue una de las cepas que acumulé pSod2 cuando se evaluaron los
niveles basales de proteinas (Figura 12). A 25°C se observa que no hay acumulacién de pSod2

incluso en la mutante AR’Asam37.

A continuacién decidimos evaluar si los efectos que estamos observando son
especificos para Sod2. Por ello se realizé un experimento similar pero ahora con otra proteina
reportada como sustrato de NAC: la proteina mitocondrial Mmf1 (George, 2002). Como en el
caso anterior, el gen se cloné en un plasmido de expresion regulada y se realizé la cinética de

sintesis de la proteina en las cepas de levadura (Figura 18).
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Figura 18. La acumulacion de pMmf1 ocurre desde fases tempranas de la sintesis de la proteina. El
experimento se realizé como se describe en la figura 17 con las siguientes modificaciones: a) se indujo
la expresién de Mmf1-3HA, b) los tiempos de induccion se redujeron a los indicados en la figura. En cada

tiempo se preparé un extracto de proteinas totales, de los cuales se cargaron 0.2 DOgoo en geles
desnaturalizantes seguido de electrotransferencia e inmunodeteccién con anticuerpos especificos.
pMmf1: Mmf1 version precursora; mMmf1: version madura.

Observamos que Mmf1 también se acumula en su forma precursora desde las fases
tempranas de su sintesis. Nuevamente esto sélo ocurre cuando la temperatura de crecimiento
es de 30°C. Esto indica que los defectos observados antes no son especificos de Sod2, sino que

es un defecto presente en proteinas sustrato del complejo NAC.

También analizamos la localizacién de las dos versiones de Mmf1. El resultado indica
que pMmf1 estd localizada en el sobrenadante posmitocondrial (citosol) tal y como ocurre con
Sod2, mientras que mMmf1 permanece en la mitocondria (Figura 19). Con esto concluimos que
la ausencia de a3’-NAC y Sam37 provoca una acumulacién de precursores mitocondriales en

el citosol.
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Figura 19. En ausencia de 3’-NAC y SAM37 la version precursora de Mmf1 (pMmf1) se acumula en
el citosol. Se prepararon cultivos de cada cepa indicada a 30°C. Cuando las cepas llegaron a una

DOg00=1, se realizé un fraccionamiento celular por centrifugacién diferencial. Se cargaron 0.2 DOgoo de

cada muestra en geles desnaturalizantes, siendo M la fraccién mitocondrial y PMS: el sobrenadante
posmitocondrial. La membrana de PVDF fue decorada con anticuerpos especificos contra HA (Mmf1),
mtHsp70: control de fraccién mitocondrial y Hog1: control de fraccién citosélica.

6.7 Los defectos en la biogénesis de las proteinas mitocondriales en las
mutantes de af’-NACy SAM37 no se deben a defectos del ensamblaje
del complejo TOM

Se ha reportado que en una cepa Asam37 la biogénesis de barriles-3 esta alterada. Uno
de los sustratos de esta via es Tom40, el poro central para la translocacién de proteinas a la
mitocondria del complejo TOM. Era importante determinar que en nuestras mutantes habia

complejo TOM ensamblado que llevara a cabo la importacién de proteinas mitocondriales.

De esta manera analizamos el nivel basal de complejo TOM mediante la purificaciéon de
las mitocondrias y la solubilizaciéon de sus membranas con digitonina, sequido de separacién
de los complejos proteicos mediante electroforesis nativa, electrotransferencia e
inmunodeteccion. Como en los casos anteriores, el experimento se realizé tanto a 25 como a

30°C (Figura 20).
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25°C 30°C

Figura 20. La eliminacién simultanea de af’-NAC y SAM37 compromete la biogénesis de TOM. Se
prepararon cultivos de cada cepa indicada tanto a 25 como a 30°C. Cuando las cepas alcanzaron una

DOeoo = 1, se realizé purificacion de las mitocondrias. Cantidades equivalentes de mitocondrias
solubilizadas con digitonina (al 10 %) fueron cargadas en geles azules nativos. Los complejos proteicos
fueron electrotransferidos a membranas de PVDF y posteriormente las membranas se decoraron con
un anticuerpo especifico contra la proteina Tom40. Las gréficas representan la cuantificacién de las
sefiales obtenidas en tres experimentos independientes, se muestra la desviacién estandar en cada
caso. Las sefales de cada experimento se normalizaron con la sefal observada en la cepa silvestre
(negro).

Lo primero que se observa es que la cantidad de complejo TOM no se afecta con la
eliminacion de NAC (barras rojas). Como se esperaba, en el caso de la mutante sencilla Asam37
el nivel de complejo TOM disminuye moderadamente, tal como se habia reportado
previamente y en ambas temperaturas (barras naranjas). Este efecto se agrava con la
eliminacion simultanea de los genes que codifican para el complejo a’-NAC (barras verdes)
independientemente de la temperatura. Esto indica que la baja cantidad de TOM no es la razén
por la que se generan los problemas antes observados en los niveles basales de proteinas
mitocondriales. En otras palabras, si la disminucién de TOM fuera la causa de los efectos en las
mutantes carentes de aff’-NAC y SAM37, entonces a 25°C también deberiamos encontrar una
disminucion en la cantidad de proteinas mitocondriales. Dado que esto no ocurre, pensamos
que existe una funcion directa de Sam37 y aff’-NAC en el transporte de proteinas a la

mitocondria. Este resultado junto al presentado en la cinética de procesamiento de Sod2 y
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Mmf1 sugieren que la cantidad de TOM existente en nuestras mutantes es suficiente para

sostener la importacion.

Finalmente, la eliminacion de B-NAC junto con SAM37 no provoca una gran alteracién

en el nivel de TOM. Esto indica nuevamente que la relacién de Sam37 es especifica con of3'-

NAC.

6.8 La sobreexpresion de TOM6 en las mutantes de estudio suprime los

defectos de Tom40 mas no los de Oxal

Otra estrategia para determinar si la disminucién del complejo TOM observado en las
mutantes carentes de afy’-NAC y SAM37 estd relacionado con los fenotipos observados, fue
realizar un experimento de sobreexpresion de TOM6. Se ha reportado que TOM6 es un supresor
parcial (en alto niumero de copia) de la eliminacion de SAM37 (Dukanovic, 2007). Por ello,
transformamos nuestras cepas con un plasmido que permite expresar a TOM6 bajo el control

de un promotor fuerte y en alto nimero de copias (Figura 21).

+e.v.

+pTOM6

Figura 21. La sobre-expresion ectéopica de TOM6 suprime el fenotipo de crecimiento de las
mutantes nulas de sam37. Las cepas indicadas fueron transformadas con el plasmido pR$426-TOM6
(Dukanovic, 2007). Posteriormente, diluciones seriadas de cultivos en fase logaritmica de crecimiento
fueron depositados en cajas de medio sélido con glucosa como fuente de carbono. Las cepas fueron
incubadas por 2 dias a 30°C. +e.v.: vector vacio.
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De manera inicial, evaluamos el crecimiento de las cepas mediante diluciones seriadas
en medio sélido. Observamos que la sobreexpresion de TOM6 rescata parcialmente el

crecimiento en las dos cepas transformadas, la mutante Asam37y la AR’Asam37 (Figura 21).

Posteriormente se analizé el contenido basal de proteinas mitocondriales en extractos
totales de proteinas. Tal como se habia descrito (Dukanovic, 2007), la mutante Asam37
recupera la cantidad de la proteina Tom40 (Figura 22). Observamos que esta recuperacion
ocurre también para la mutante AB’Asam37. De modo contrastante, el nivel basal de Oxal en

la mutante AB’Asam37 permanece reducido a pesar de la sobreexpresion de TOM6 (Figura 22).

+e.v. +pTOM6

Figura 22. La expresion ectopica de TOM6 restablece el contenido basal de Tom40 pero no el de
Oxa1l. Se prepararon cultivos en fase exponencial de crecimiento de cada cepa indicada. Luego se
realiz6 la precipitacién de las proteinas totales. 0.2 DOsoo de proteina se cargaron en geles
desnaturalizantes, seguido de electrotransferencia e inmunodeteccién con anticuerpos especificos.

Ademas de los dos aspectos mencionados antes, decidimos evaluar también el
contenido de complejo TOM. Por ello purificamos mitocondrias, solubilizamos sus membranas
y realizamos electroforesis nativa de sus proteinas seguida de inmunodeteccién (Figura 23). El
resultado indica que el contenido de complejo TOM se recupera en ambas mutantes tras la

sobreexpresion de TOM6, siendo de modo mads sutil en la cepa AP’Asam37. Esto indica
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nuevamente que TOM no es directamente el responsable de los fenotipos observados antes.
Es decir, a pesar de que recuperamos la cantidad de TOM con la sobreexpresion de TOMS6, la
cantidad de Oxal permanece reducida, apuntando a la participacion directa de aff’-NAC y

Sam37 en la biogénesis de la proteina Oxal.

+e.v. +pTOM6

o-TOM

Figura 23. La sobreexpresion de TOM6 reestablece parcialmente los niveles estacionarios del
complejo TOM. Se prepararon cultivos de cada cepa indicada a 25°C y a 30°C. Cuando las cepas

alcanzaron una DOgpo = 1, se purificaron mitocondrias y se solubilizaron sus membranas con digitonina.

Se cargaron 100 ng de proteina en geles nativos, seguido de electrotransferencia e inmunodeteccién
con anticuerpos especificos.

6.9 Existe una red de interacciones fisicas entre diversos componentes

de la maquinaria de importacién de proteinas mitocondriales

Hasta ahora nuestros resultados indican que NAC y Sam37 actian de manera
coordinada para mediar el transporte de proteinas a la mitocondria, una incégnita era si estos
dos componentes interaccionan fisicamente. Para ello se realiz6 un experimento de
complementacién de fragmentos proteicos o PCA (de las siglas en inglés de Protein fragment
Complementation Assay). El experimento aprovecha la posibilidad de dividir a la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR) en dos fragmentos y posteriormente reconstituirla a su forma
activa en el interior de las células. La secuencia del gen que codifica para cada segmento de la
DHFR es fusionada a los extremos 3’ de los genes blanco (que codifican para las proteinas cuyas
interacciones se quieren probar), justo antes del codén de paro del marco de lectura abierto.

Esto se hace por separado en dos cepas de sexo opuesto de levadura. Luego, estas cepas se
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cruzan con el objetivo de tener cepas diploides que son crecidas en medio sintético que
contiene metotrexato. Si las proteinas en estudio interaccionan fisicamente, la DHFR es
reconstituida y el metotrexato se metaboliza permitiendo a la cepa crecer en el medio de
seleccion. Estos experimentos fueron realizados con Maria Clara Avendafio Monsalve, como

parte de su trabajo de tesis de maestria en el posgrado en Ciencias Bioquimicas.

En un primer experimento, analizamos la interaccion fisica de cada subunidad de NAC
con Sam37 (Figura 24). Se aprecia que Sam37 interacciona especificamente con las
subunidades a- y B-NAC y no con la subunidad B-NAC. El resultado indica que existen
contactos entre el complejo aff’-NAC y Sam37, que facilitan y sostienen el transporte de

proteinas a la mitocondria.

Como control positivo del experimento utilizamos al par B-NAC/Om14. Se ha reportado
que Om14 es el receptor del complejo ap-NAC en la membrana externa mitocondrial (Lesnik,

2014). Como control negativo evaluamos el par Egd1/Tom70, en cuyo caso no encontramos

crecimiento.

Figura 24. Sam37 interacciona especificamente con a y B’-NAC. Cepas diploides que expresan los
pares de proteinas indicados fusionados con dominios de DHFR fueron crecidas hasta alcanza | fase
exponencial de crecimiento. 1 0 2 DOeoo de cultivo se depositaron en placas de medio sintético sélido
con glucosa como fuente de carbono y metotrexato. Las cajas se incubaron a 30°C durante 5 dias.
Om14: proteina de la membrana externa 14.
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El hecho de que tanto a- como B-NAC interaccionan con Om14 (Lesnik et. al. 2014) hizo
pensar en la posibilidad de que B’-NAC también lo hiciera. En la descripcion original de Om14
como receptor de af-NAC no se consideré a la subunidad B'-NAC, por lo que el sequndo PCA
realizado tuvo como objetivo probar esta idea. Apreciamos que B’-NAC también interacciona
fisicamente con Om14 (Figura 25). Es decir, es probable que ambos complejos NAC tengan

contacto fisico con Om14, siendo el ultimo un punto de anclaje comun en la mitocondria.

Figura 25. Om14 interacciona con todas las subunidades de NAC. Cepas diploides que expresan los
pares de proteinas indicados, fueron crecidas hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento. 1T DOsoo
de cultivo se depositd en placas de medio sintético sélido con glucosa como fuente de carbono y
metotrexato. Las cajas se incubaron a 30°C durante 3 dias. Control negativo: Egd1/Tom70.

Dado que Om14 reside en la membrana externa mitocondrial donde también se
encuentra Sam37, una posibilidad era que Sam37y Om14 se unieran e interaccionaran con o3’-
NAC. Ademas, el receptor Tom70 que presenta interaccién genética letal con EGD2 (a-NACQ)
también se localiza en la misma membrana. Por ello el tercer PCA realizado tuvo como objetivo
analizar las interacciones fisicas entre estos tres componentes. El resultado indica que tanto

Sam37 como Tom70 interaccionan fisicamente con Om14, pero no entre ellas (Figura 26).

En conjunto todos estos resultados indican la existencia de una red de factores que de

manera conjunta estan implicados en el transporte de proteinas a la mitocondria.

64



Figura 26. Existen interacciones especificas entre diferentes proteinas de la membrana externa
mitocondrial. Cepas diploides que expresan los pares de proteinas indicados, fueron crecidas hasta
alcanzar la fase exponencial de crecimiento. 1 o 2 DOsoo de cultivo se depositaron en placas de medio
sélido con glucosa como fuente de carbono y metotrexato. Las cajas se incubaron a 30°C durante 3
dias. Control negatio: Egd1/Tom70.

6.10 SAM37 esta relacionada con otras senales de biogénesis

mitocondrial en el transporte de proteinas a la mitocondria

Se menciond que la MTS es la secuencia de las proteinas que guia su transporte a la
mitocondria. Sin embargo, se ha observado que el segmento 3'UTR de los mRNAs codificantes
de proteinas mitocondriales también es importante para el proceso. Esto es debido a que el
3'UTR ayuda a localizar los mRNAs de manera cercana a la mitocondria, con el fin de que la
sintesis de las proteinas ocurra lo mas cerca posible del organelo (Corral-Debrinski et al. 2000;

Marc et al. 2002; Kaltimbacher et al. 2006; Gadir et al. 2011).

Nuestros datos hasta ahora indican que tanto a3’-NAC como Sam37 son componentes
del sistema de transporte de proteinas mitocondriales. Eso significa que podrian estar
participando paralelamente con otros componentes del sistema, como el 3'UTR de los mRNAs.
Para analizar si existe alguna relacién entre estos dos factores, generamos una variante del gen
de SOD2, donde se eliminé la regién 3'UTR. El gen modificado se cloné en un plasmido de

expresion regulada por su promotor endégeno.
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A continuacion tanto el plasmido con la versién completa del gen (3’'UTR) como el
plasmido con la versién trunca (A3'UTR) se usaron para transformar por separado en algunas
de las cepas de estudio. Luego se analizé el nivel de proteina basal de Sod2 tanto a 25 como a

30°C (Figura 27).

a) 250C 300C

Sod2

Sod2
(exposicion mavor)

Hog1

b)

Expresion relativa
SOD2/ACTT (u.a.)

Figura 27.La eliminacion simultanea de SAM37y el 3’UTR del mRNA de SOD2 afectan la biogénesis
de Sod2. Cepas que expresan la versién completa o sin el 3'UTR del gen de SOD2, se crecieron hasta
fase exponencial de crecimiento. a) Se prepararon extractos totales de proteina y se cargaron en geles
desnaturalizantes. Después de realizar la electrotransferencia de las proteinas, se realizd
inmunodeteccién contra la etiqueta HA. Hog1 se utilizé como control de carga. b) cuantificaciéon de
mRNA de SOD2 con respecto al gen constitutivo ACT7, mediante PCR cuantitativa en tiempo real. La
cuantificacion corresponde Unicamente al experimento realizado a 30°C.

Se observa que la eliminaciéon del 3'UTR afecta por si sola la cantidad de Sod2 en
mitocondria. Esto ocurre a las dos temperaturas a las que se realizé el experimento. La

eliminacion adicional de SAM37 provoca una mayor disminuciéon de la cantidad de Sod2,
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aunque el efecto ocurre solo a 30°C. La eliminacién adicional de B'-NAC no causa una
disminucion mayor en la cantidad de Sod2, sin embargo si provoca la acumulacion de pSod2
como se habia visto antes, aun cuando la cantidad de proteina en este caso es muy baja. Dado
que eliminar el 3'UTR de los mRNAs puede afectar su estabilidad, se realizé la cuantificacion del
mMRNA de SOD2 (Figura 27 b). Observamos que el nivel de mRNA no es diferente en la cepa
silvestre que expresa el gen completo o el gen sin el 3'UTR. Las mutantes de SAM37 si presentan
una menor cantidad de mRNA. El resultado apunta hacia una funcion paralela entre el 3'UTR

del mRNA de SOD2y Sam37 como factores importantes para la biogénesis de SOD2.
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7. Discusion

7.1 ap'-NAC y SAM37 son importantes para la viabilidad celular en S.

cerevisiae

Una de las caracteristicas mas importantes de las células eucariontes es la presencia de
los organelos (de Duve 2007). En el caso particular de las mitocondrias, como consecuencia de
su origen endosimbidtico, las proteinas que utilizan para llevar a cabo sus funciones se
encuentran codificadas tanto en el genoma nuclear como en el mitocondrial. Esto hizo
necesario el desarrollo de maquinarias que ayuden a transportar a las proteinas sintetizadas
en el citosol a su subcompartimento mitocondrial final (Chacinska et al. 2009; Schmidt et al.
2010). Se reporté en la literatura que la chaperona citosélica NAC asiste las fases iniciales del
transporte de las proteinas que vienen desde fuera del organelo (Wiedmann et al. 1994; George

et al. 1998; Flinfschilling & Rospert 1999; Lesnik et al. 2014).

Dado que las funciones mitocondriales son procesos celulares esenciales, la
importacion de proteinas a la mitocondria es también un proceso esencial e implica que
cualquier anomalia este proceso repercute en la viabilidad de los organismos.
Por tanto, la idea de que NAC es relevante durante la importaciéon a la mitocondria es
congruente con el fenotipo letal observado con la eliminacién de al menos uno de los genes
que codifican para sus subunidades en Caenorhabditis elegans, Mus musculus y Drosophila
melanogaster (Deng & Behringer 1995; Markesich et al. 2000; Bloss et al. 2003). Sin embargo, en
S. cerevisiae la eliminacion de incluso los tres genes que codifican para las subunidades de NAC,
no genera un fenotipo de crecimiento observable, lo que indica que NAC per se no es esencial

en levadura (Reimann et al. 1999).

Dos explicaciones posibles para este hecho son: a) La funcién que NAC desempefa en
S. cerevisiae no es esencial para la viabilidad del organismo, o b) existen proteinas con una

funcién redundante o suplente de NAC.
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Considerando la segunda opcion, previamente en nuestro laboratorio realizamos
rastreos de interacciones genéticas con mutantes de los genes de NAC (Ponce-Rojas JC 2012).
Estos experimentos nos indicaron diversos candidatos que podian ser explorados por tener

relevancia para la biogénesis mitocondrial.

El primer objetivo del presente trabajo fue corroborar los resultados obtenidos en los
experimentos de SGA. El método utilizado fue el de analisis de esporas al azar (Tong & Boone
2007). Este experimento es mas confiable que el experimento inicial SGA dado que la muestra
utilizada es de mayor tamano (en el SGA se analiza el crecimiento de una colonia de levadura;
en el RSA se analiza el crecimiento de cientos de colonias de levadura), en otras palabras, evita

diversos errores experimentales acarreados en el SGA.

De los resultados obtenidos destacé el gen SAM37. Este gen en particular cumple con

diversos requisitos para ser considerado importante para nuestro trabajo:

a) Codifica para una proteina asociada a la membrana externa mitocondrial y tiene un dominio
soluble grande expuesto al citoplasma. Cuando Sam37 fue descubierta, se propuso como un
receptor adicional en la membrana, dado que es importante para la importacion in vitro de

ciertas proteinas mitocondriales (Gratzer et al. 1995).

b) Comigra en gradientes de sacarosa con el receptor Tom70. Este resultado fue reportado en
el mismo trabajo del punto anterior. Se especuld en la posibilidad de que las dos proteinas
podrian estar en contacto directo. Dicha unién podria favorecer el reconocimiento temprano
de precursores mitocondriales alterando el espectro de proteinas a las que tanto Sam37 como

Tom70 se pueden unir (Gratzer et al. 1995).

¢) Sam37 participa junto al complejo SAM en la insercién de barriles-$ en la membrana externa
mitocondrial (Wiedemann, 2003; Kutik et al. 2008). Especificamente se ha mencionado que
Sam37 es relevante para la liberacion de los precursores de SAM en los pasos finales de la
insercién de los barriles-f. Recientemente se ha concluido que también es responsable de la
interaccion fisica transitoria que ocurre entre TOM y SAM en esta ruta de transporte (Qiu et al.

2013; Wenz et al. 2015).
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e) Nuestro RSA corroboré inicialmente la interaccion genética entre SAM37y EGD2, ademas de
los genes EGD1 o BTTI1. Posteriormente con la generacion de todas las combinaciones de
mutantes de NACy Sam37, seguida de los experimentos de crecimiento por diluciones seriadas

pudimos definir que la interaccién genética es especifica de EGD2 y BTT1 con SAM37.

7.2 aff'-NACy SAM37 favorecen la biogénesis de proteinas mitocondriales

La hipétesis que planteamos propone que tanto NAC como Sam37 operan durante la
importacién de proteinas a la mitocondria. Por ello decidimos analizar el contenido basal de
diversas proteinas mitocondriales. Por sus caracteristicas algunas de ellas nos pueden dar
mayor informacién sobre la funcién de NAC y Sam37 en la importacién, por ejemplo la
Superéxido Dismutasa 2 (Sod2). Esta eleccion se basé en el hecho de que la Sod2 es una
proteina mitocondrial cuya importacién ocurre Unicamente de modo co-traduccional (es decir
su entrada al organelo ocurre estrictamente de manera paralela con la sintesis de la proteina).
Esto se ha verificado mediante experimentos de importacién in vivo (Luk et al. 2005). Dada la
naturaleza de NAC por unirse a proteinas nacientes y al ribosoma simultdneamente, pensamos
que Sod2 era una candidata a ser afectada en nuestras mutantes (Wiedmann et al. 1994;
Lauring et al. 1995). Dicho de otro modo, NAC y Sam37 participan en conjunto durante la
importacién co-traduccional acoplando la sintesis de las proteinas con su entrada a la

mitocondria.

Por otro lado, las demas proteinas que se estudiaron son transportadas a la mitocondria
a través de diferentes rutas después de haber ingresado a través de TOM. Estas diferencias
permitieron dilucidar si NAC y Sam37 participan en una ruta especifica de transporte o si las
proteinas transportadas deben tener caracteristicas especiales que las hagan sustratos
especificos de af'-NAC y Sam37. Por ejemplo, algunas proteinas son solubles y otras de
membrana. Este criterio permitié definir si NAC y Sam37 tienen preferencia por unién a

sustratos con una u otra caracteristica fisicoquimica.

Las proteinas evaluadas fueron: Tom20 y Tom40 (de membrana externa); Oxal y

Mdm38 (de membrana interna); Atp1, Sod2, mtHsp70 y Nsf1 (de la matriz mitocondrial). El

70



experimento revel que en ciertas mutantes la biogénesis de algunas proteinas mitocondriales
esta comprometida, especificamente en las mutaciones de los genes codificantes de a3'-NAC y
Sam37 (Figura 14). Dicho efecto se detecté para Tom40, Oxal, Sod2 y Nfs1. En contraste,
Tom20, mtHsp70 y Mdm38 mantienen niveles basales equivalentes al de la cepa silvestre. Estos

resultados indican varias cosas:

i) af'-NACy Sam37 son importantes para la biogénesis de un grupo de proteinas
mitocondriales. Es importante recalcar que la relevancia del complejo a3'-NAC es mayor que
of-NAC en el proceso, algo no descrito hasta ahora en la literatura. Esta idea toma fuerza por
un reporte en el que se analizé qué complejos NAC se unen a ribosomas cargados con
diferentes mRNA. Se aprecié que el heterodimero a3'-NAC y el homodimero B'B'-NAC se unen
preferencialmente a ribosomas cargados con mRNAs que codifican para proteinas
mitocondriales (del Alamo, 2011); mientras que el complejo af-NAC se une a ribosomas que

sintetizan proteinas del citosol.

ii) la eliminacién de af-NACy Sam37 no afecta todas las rutas de transporte de
proteinas a la mitocondria. Por ejemplo Atp1, Sod2 y mtHsp70 son proteinas que siguen la via
de importacion de proteinas con presecuencia (todas tienen MTS), esto implica que llegan a la
matriz mitocondrial siguiendo la via TOM-TIM23/PAM (Neupert & Herrmann 2007). Sin
embargo, Unicamente Atp1 y Sod2 estan afectadas. En el caso de las dos proteinas de
membrana interna, Oxal y Mdm38, se sabe que ambas utilizan la via de TOM-TIM23/PAM o
TOM/TIM23 respectivamente; pero sélo Oxal estd afectada. Después de su paso por TIM, Oxal
se lleva a la matriz mitocondrial donde es entregada a la Oxal preexistente que ayuda a
insertarla. En el caso de Mdm38 se sabe que se libera lateralmente por TIM23 dado que tiene
un cruce transmembranal. Todo esto sugiere que los problemas en la importacién de una u

otra proteina no dependen de una ruta de transporte especifica.

iii) Debido a la funcién de Sam37 se esperaba observar una disminucién en el contenido
basal de Tom40, congruente con lo reportado previamente para otros fondos genéticos

(Wiedemann 2003; Dukanovic et al. 2009). Este efecto se exacerbé con la eliminacién de of3'-
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NAC. Esto nos indica que NAC esta involucrado junto con Sam37 en la ruta de insercion de los

barriles-f.

iv) En el caso de Tom20 se sabe que su insercién en la membrana externa es
independiente de TOM. Nuestros resultados indican que la insercién de Tom20 tampoco

depende de la presencia de Sam37 y a3'-NAC (Stojanovski et al. 2007; Becker et al. 2011).

Es importante resaltar que las cepas que muestran defectos en la biogénesis de
proteinas mitocondriales son aquellas que presentan el fenotipo de crecimiento mas afectado.
Ademads, observamos que la funcién de ambos factores es de mayor importancia cuando las
cepas son incubadas en una temperatura de 30°C, ya que si se realiza el experimento a 25°C el
contenido de proteinas es similar al de la cepa silvestre. Esto puede deberse a que las proteinas
tienen mayor estabilidad y su importacién se ve favorecida con la disminuciéon de la
temperatura a tal grado que el papel de NAC y Sam37 se vuelve dispensable. Esto dependera

probablemente de las caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas que se estén evaluando.

Dado que el fenotipo de crecimiento de las cepas mutantes de af'-NACy Sam37 no se
restablece a 25°C aunque el contenido de proteinas mitocondriales es normal, es posible que
otras proteinas mitocondriales estén afectadas; proteinas cuyas funciones sean cruciales y que
su importacion siga siendo inadecuada incluso con el descenso en la temperatura (condicion

gue no evaluamos en este trabajo).

Un ejemplo de esto podria ser el complejo TOM, cuya biogénesis depende
directamente del complejo SAM. Al afectar el principal complejo de translocaciéon de la
membrana externa, la biogénesis de otras proteinas mitocondriales podria ser resultado de las
alteraciones del complejo TOM. Tal y como se habia reportado para las mutantes carentes de
SAM37 (Wiedemann et al. 2003; Meisinger et al. 2004), la eliminacién simultanea de a3'-NACy
Sam37 produce una disminucién en la cantidad de complejo TOM, tanto a 25 como a 30°C. Sin
embargo, a 25°C el contenido basal de las proteinas analizadas es normal. Es decir, es muy
probable que la cantidad de complejo TOM sea suficiente para llevar a cabo la importacién de
proteinas de manera adecuada en todas las condiciones descritas en este trabajo. Ademas, la

sobreexpresion de TOM6 restaura parcialmente los defectos en el ensamblaje de TOM causados
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directamente por la eliminaciéon de SAM37 y aun en estas condiciones la cantidad de Oxa1 se
encuentra reducida en ausencia de aff'-NAC. Todo esto apunta a que los defectos en la
importacién de proteinas mitocondriales especificas se deben a un efecto directo debido de la
funcion de a3'-NACy Sam37, probablemente en la entrega de proteinas entrantes al complejo
TOM. Dos puntos adicionales a considerar son: a) la baja de TOM haria disminuir todas las
proteinas mitocondriales, sin embargo no todas las proteinas mitocondriales fueron afectadas
con las mutaciones; y b) observamos que la sobreexpresién de SOD2 y la acumulacion de su
precursor no se debe a la baja de TOM, sino a las mutaciones de NAC y Sam37. Es decir, el
contenido de TOM en las mutantes es suficiente paraimportar los sustratos que deben ingresar
al organelo. Finalmente, resultados publicados han mostrado que al inhibir al complejo SAM
mediante la inactivacion de Sam35 y/o Sam50, sélo se afecta el ensamblaje del complejo TOM
pero no el contenido basal de otras proteinas mitocondriales (Stojanovski et al. 2007; Kutik et

al. 2008).

Gracias a la informacién reportadas hasta ahora en la literatura, se puede especular el
papel especifico que desempefa tanto Sam37 como af3'-NAC durante la insercién de barriles-
B.Se sabe que af'-NAC se une a los ribosomas y podria estar reconociendo al sustrato antes de
llegar a la mitocondria. Por otro lado Sam37 es importante una vez que el sustrato pasé por
TOMy es reconocido por SAM. Es decir, Sam37 pareciera participar en el momento exacto de
lainsercion del barril ala membrana externa mitocondrial. Esto separa la ruta en dos porciones:
la entrega del sustrato y su insercién en la membrana externa. Los fenotipos observados
podrian indicar que a 25°C sélo el paso de insercién estd comprometido, dado que observamos
un nivel basal de Tom40 adecuado. Esto implica la funcién de Sam37 Unicamente en el
contexto de su papel con el complejo SAM. Sin embargo, a 30°C estd comprometida tanto la
insercion como la entrega del sustrato, dado que en esta condicién tanto el nivel de Tom40
como del complejo TOM estan disminuidos. Es decir, podemos considerar que of3'-NACy
Sam37 actuan de manera secuencial en el proceso y son relevantes a 30°C. El hecho de que
hayamos encontrado interaccion fisica entre ambos, asi como que Sam37 media la interaccion
fisica del TOM con SAM (Qiu et al. 2013; Wenz et al. 2015), nos hace pensar en un modelo co-

traduccional que asegura la entrega inmediata del barril- luego de empezar a ser sintetizado
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por el ribosoma a la membrana externa con TOM, siendo entregado enseguida a SAM con

ayuda de las chaperonas pequefias del espacio intermembranal.

Finalmente se puede considerar un papel de Sam37 pre-unido al complejo TOM y SAM
simultdaneamente, o de manera independiente que facilita en dltima instancia la llegada de un

sustrato a la mitocondria.

7.3 En ausencia de af'-NACy SAM37 se acumulan precursores

mitocondriales en el citosol

Cuando se analizé el nivel basal de Sod2 se observé una banda de peso molecular
mayor que el peso estimado de la proteina madura; y que se considera la version precursora de
Sod2 (pSod2). Se ha descrito que los desacoplantes del potencial de membrana mitocondrial
(AY), provocan que pSod2 se acumule en el citosol. Cuando después de unos minutos se
agrega un agente que restablece el AY, la poza de pSod2 es incapaz de ingresar a la
mitocondria. Estos experimentos han demostrado que la importacion de la proteina es
estrictamente co-traduccional. Cuando no logra entrar a la mitocondria, Sod2 se queda fuera

del organeloy por lo tanto no se edita la MTS (Luk et al. 2005).

Para confirmar que la acumulacién de pSod2 en las mutantes de este trabajo se debia a
una acumulacién similar, realizamos un fraccionamiento celular separando las mitocondrias
del citosol. El resultado demostré que efectivamente, pSod2 se acumula afuera de la
mitocondria (PMS) y que no es degradada por proteasas del citoplasma. En otras palabras, el
resultado fortalece la hipétesis de que af'-NACy Sam37 son relevantes para la importacion co-

traduccional de proteinas a la mitocondria.

Los efectos observados podrian explicarse si se asume que en nuestras mutantes la
capacidad de importar proteinas es menor, es decir que el sistema no es capaz de transportar
adecuadamente la cantidad de proteina que se esta produciendo. Para verificar si este es el
caso, se subclond a SOD2 en un plasmido de expresidon regulada para analizar el transporte de

la proteina desde momentos tempranos de su sintesis. Se prepararon cultivos de nuestras

74



mutantes transformadas con el plasmido y se indujo la produccién de Sod2. Luego se
colectaron muestras a diferentes tiempos. El resultado muestra que pSod2 se acumula desde
momentos tempranos de su sintesis, lo cual indica que aun cuando existe una baja cantidad de
proteina producida, pSod2 se acumula de manera anormal en el citoplasma. Es decir, la
eliminacion de off'-NAC y Sam37 afecta pasos iniciales del proceso de importacion,

probablemente a nivel del reconocimiento de la proteina para su entrega al complejo TOM.

Para probar sila acumulacion de proteinas de importacion a la mitocondria depende de
af'-NACy Sam37, realizamos otra cinética de importacion in vivo con otra proteina conocida
por ser sustrato de NAC: el factor de mantenimiento mitocondrial 1 (Mmf1) (George et al. 2002).
Para ello clonamos el gen MMF1 (etiquetado con hemaglutinina para seguir a la proteina
mediante inmunorréplica tipo western blot) en un plasmido de expresion regulada bajo el
control de un promotor inducible por galactosa y transformamos nuestras mutantes. A
continuacion realizamos el mismo experimento que para Sod2 pero analizando tiempos mas
cortos de induccién con galactosa. El resultado muestra que para Mmf1 también ocurre
acumulacion de su forma precursora (pMmf1) desde tiempos tempranos de la sintesis de la
proteina. Es importante mencionar que la mutante APAsam37 no presenta este
comportamiento, lo que nuevamente refuerza la idea de que la relacion funcional ocurre entre

of'-NACy Sam37.

7.4 NACy Sam37 forman parte del sistema de biogénesis de proteinas

a la mitocondria

Desde la década de los afos setenta se sabe que una fraccién de ribosomas citosélicos
esta asociada a la membrana externa mitocondrial (Kellems 1974; Kellems et al. 1975). Ademas,
diversos grupos han propuesto la idea de que proteinas del citosol cooperan con proteinas
mitocondriales durante el proceso de importacién a la mitocondria. Por ejemplo, se han
establecido relaciones funcionales entre chaperonas citoplasmicos del tipo Hsp70s y los

receptores de TOM (Young et al. 2003; Fan et al. 2006). Sin embargo, los fenotipos observados
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con la eliminacién de esos factores no provoca un fenotipo tan severo como el reportado en

este trabajo.

Nuestros experimentos de interacciones fisicas nos proporcionan informacién valiosa
sobre los contactos especificos que se generan entre diversos componentes del sistema.
Sabemos que af3'-NAC y Sam37 entran en contacto fisicamente in vivo; también sabemos que
of'-NAC al igual que ap-NAC interaccionan con Om14; y que a su vez Om14 interacciona con
Sam37y con Tom70, pero Sam37 no interacciona directamente con Tom70. Esto podria indicar
que el ribosoma que transporta una proteina mitocondrial y al cual estd unido aff'-NAC, se
localiza muy cerca de Sam37 y por lo tanto al complejo SAM. Se ha reportado que las
interacciones directas entre TOM y SAM facilitan el paso de substratos de tipo barril-f desde el
complejo TOM hacia el complejo SAM, nuestros resultados podrian indicar que la unién de
estos dos complejos es importante también desde el lado citosdélico para la entrega de
proteinas entrantes al complejo TOM. La proteina Om14 podria establecer un puente entre
SAMy TOM, explicando la comigracion en gradientes de sacarosa reportada previamente para
Tom70 y Sam37 (Gratzer et al. 1995) aunque Tom70 y Sam37 no interaccionen de manera
directa. Otro escenario seria que Om14, Sam37 y Tom70 se encuentran formando un complejo
receptor independiente de los complejos TOM y SAM pero que funcionaria para entregar
proteinas nacientes al complejo TOM. Finalmente, podria ocurrir que Om14 se unaa Tom70 o
a Sam37, y que esto sea un primer paso de reconocimiento y diferenciacién de la ruta de

importacién que debe seguir la proteina en proceso de sintesis.

Una de las preguntas entorno a la funciéon de NAC, es si la subunidades que lo
componen o los diferentes heterodimeros ensamblados tienen papeles especificos en la célula.
El hecho de que observemos esta relacion funcional entre Sam37 y af3'-NAC sugiere que las
funciones de los heterodimeros son especificas. Como se mencioné en la introduccion, el
complejo af-NAC se ha visto implicado principalmente como una chaperona del transporte de
proteinas al RE, funcionando como un regulador que evita que proteinas citosélicas o de otros
compartimentos ingresen erréneamente al RE (Wiedmann et al. 1994; Lauring et al. 1995;

Moller et al. 1998; Gamerdinger 2015). En C. elegans se sabe que la eliminacién de NAC provoca
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una localizacion errénea de proteinas mitocondriales al RE y esto desencadena una respuesta

de estrés en ambos compartimentos celulares (Gamerdinger 2015).

La idea que nos planteamos es que dada la duplicaciéon del gen que codifica para la
subunidad B-NAC en S. cerevisiae, es probable que la funcion de aff’ esté especializada en el
transporte de proteinas a la mitocondria. Es decir, los complejos NAC en la levadura tienen roles
especificos. Recientemente se reporté que el complejo ap-NAC es el encargado de promover
la biogénesis de proteinas ribosomales, una funcién explorada en trabajos anteriores (Koplin
et al. 2010; Ott et al. 2015). Sin embargo esto no excluye por completo que af}-NAC sea
importante para el transporte de proteinas a la mitocondria. Sabemos que el repertorio de
proteinas mitocondriales es de aproximadamente 1000 en la levadura. Es posible que aj-NAC
sea importante para algunas proteinas o tenga un papel secundario en el proceso de su
importacién. Recientemente se reportdé que Om14 (localizada en la membrana externa
mitocondrial) interacciona fisicamente con las subunidades o y B de NAC (Lesnik et al. 2014).
Sin embargo, laimportancia de esta relacion fisica para la importaciéon no es tan clara como los

efectos que nosotros encontramos en nuestro trabajo.

Nosotros proponemos que af3'-NAC es el complejo prioritario para el transporte de
proteinas a la mitocondria. El hecho de que su eliminacién junto a Sam37 no provoque un
fenotipo letal en levadura, asi como el que la importacién no se afecte completamente indica
que el sistema es robusto y cuenta con diversos factores capaces de sostener el proceso. Incluso
en una condicion como ésta (en una mutante AaAB'Asam37), la participaciéon de 3-NAC en el
proceso sigue siendo cuestionable, debido a que en la mutante cuddruple AnacAsam37

presenta las mismas caracteristicas que una mutante AaAB'Asam37.

Con nuestros datos podemos enumerar diversos factores que actian en el proceso y
que lo hacen tan robusto: los receptores de TOM (Tom22, Tom20, Tom70y Tom71), chaperonas
citosélicas (Ssa, Ssb, Zuo1, Ssz1, (Gautschiy cols., 2001; Gautschiy cols., 2002; Young et al. 2003;
Fan et al. 2006), NAC (Egd1, Edg2 y Btt1)(George et. al. 1998; Flinfschilling & Rospert 1999;
George et. al. 2002), Sam37 (Gratzer et. al. 1995; Wiedemann et. al. 2003; Wenz et. al. 2015) y
proteinas de unién a mRNA (Gadir et. al. 2011).

77



7.5Sam37 y el 3’'UTR de los mRNAs son relevantes para importacion de

Sod2

En secciones previas se mencioné que sefales en el mMRNA modulan también el proceso
de importacion de proteinas a la mitocondria, especificamente sus regidones 3’'UTR. El modelo
propuesto hasta ahora es que los mMRNAs se asocian a la membrana externa mitocondrial,
ayudando a acoplar la sintesis de la proteina con su entrada al organelo. En algunos casos se
ha probado experimentalmente que la eliminacion del 3’'UTR compromete la biogénesis de las
proteinas al deslocalizar el mMRNA. También se ha propuesto la existencia de proteinas de unién
a mRNA que puedan participar en el proceso, sin embargo éstas no se han identificado con

certidumbre (Saint-Georges et al. 2008; Gadir et al. 2011).

El mRNA de SOD2 se encuentra localizado en la cercania de la mitocondria y como se
menciond anteriormente, el transporte de la proteina ocurre de modo Unicamente
cotraduccional. Con esto en mente planteamos la posibilidad de que a'-NACy Sam37 tuvieran

alguna relacién con la regién 3'UTR durante la importacion.

Para probar esta idea, subclonamos el gen de SOD2 pero sin su extremo 3'UTR. A
continuacion se transformé en nuestras cepas de estudio y analizamos el nivel basal de
proteina. Observamos que la eliminacién del 3'UTR compromete la biogénesis de Sod2
considerablemente en todas las cepas utilizadas, incluso a las dos temperaturas diferentes. La
eliminacion simultdnea de Sam37 agrava el efecto un poco més aunque Unicamente a 30°C. La
eliminacion adicional de B'-NAC no afecté el nivel de proteina, sin embargo si provocé una
acumulacion de pSod2 en el citoplasma aun con las cantidades tan bajas de proteina presente.
Dado que existe un efecto aditivo en los efectos observados con la eliminacion de SAM37 y el
3’UTR del mRNA, es probable que éstos tengan una funcién cuya ausencia afecta de manera

similar la biogénesis de Sod2.
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Comentarios Finales

Con todos los resultados antes analizados proponemos que tanto aff'-NAC como
Sam37 promueven el transporte de proteinas mitocondriales (Figura 28). Después de que el
mMRNA se asocia con la mitocondria, empieza la sintesis de proteinas por el ribosoma. NAC es
una de las primeras chaperonas que une las cadenas nacientes (Wiedmann et al. 1994). Asi, es
capaz de proteger de su degradacion y de mantenerla en un estado competente para ser
importada y de asegurar su entrada al organelo (Wang et al. 1995; Yogev et al. 2007). Tanto of3-
como aff'-NAC unen las cadenas nacientes y las llevan al complejo TOM con ayuda de Om14
(en el caso de aff) y de Om14/Sam37 (en el caso de af}'). La idea de que estos factores tengan
interaccion fisica durante la importacién es algo que queda por demostrar. También existe la
posibilidad de que alguno de ellos sea capaz de unirse al 3'UTR de los mRNAs. Con todos estos
componentes del sistema, el complejo ribosoma-cadena naciente es llevado hasta los
receptores del complejo TOM que reciben al sustrato para cederlo a Tom40, el poro de
translocaciéon. Esto supone que las proteinas ingresan a la mitocondria de modo co-
traduccional (Jan et al. 2014). Esto promueve que el sistema sea mas eficiente y libre de fallas
que pudieran exponer al sustrato en el citosol o que llegue a otro sitio que no sea su localizacién

final.

Figura 28. Modelo de importacion de proteinas mediado por NAC y Sam37. El complejo af’-NAC
(amarillo y morado) y Sam37 (azul) facilitan la entrega de proteinas al complejo TOM a través de su
union al péptido naciente y a otros elementos como el mRNA. A su vez Sam37 junto a otras proteinas
como Om14 (receptor de NAC en la membrana externa mitocondrial, café) y Tom70 (receptor del
complejo TOM, beige) forman un sitio de anclaje para el ribosoma citosélico que entrega la proteina
naciente a TOM.
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8. Conclusiones

i) Los genes EGD2 y BTT1 que codifican para el complejo ap’-NAC, presentan interaccion

genética negativa con SAM37.

ii) El complejo af'-NAC y la proteina de la membrana externa Sam37 participan en la ruta de

biogénesis de diversas proteinas mitocondriales.

i) aff'-NAC y Sam37 tienen un papel relevante durante la biogénesis del complejo TOM en S.

cerevisiae.

iv) Sam37 y el 3'UTR del mRNA de SOD2 participan de manera simultanea y posiblemente a

distintos niveles en la biogénesis de Sod2.
v) aff'-NACy Sam37 interaccionan fisicamente.

vi) af'-NAC y Sam37 interaccionan fisicamente con la proteina de la membrana externa

mitocondrial Om14.

vii) Om14 presenta interaccion fisica tanto con Sam37 como con Tom70 en la membrana

externa mitocondrial.

viii) Existen diversas proteinas que de forma coordinada actian durante el reconocimiento y
entrega de proteinas a la mitocondria. Dichos factores estdn localizados tanto en el citosol

como en la mitocondria.
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9. Apéndice |

9.1 Cepas de levadura utilizadas

Nombre Fondo genético | Genotipo Referencia

WT Y8205 can1A:STE2pr-Sp_his5 Tong et al. 2007
lyp 1A:STE3pr-LEU2 his3-1A
leu2A ura3A

Aa Y8205 egd2A414:hph Este trabajo

AB Y8205 egd1A0::hph Este trabajo

AP’ Y8205 btt1A0::hph Este trabajo

Asam37 BY4741 sam37A0::kanMX4 Winzeler et al. 1999

AaAB Y8205 egd1A0::hphAsam37A0::kanMX4 | Este trabajo

AaAR' Y8205 btt1A0::hph sam37A0::kanMX4 | Este trabajo

ABAB' Y8205 egd1A0::hph egd2A414::kanMX4 | Este trabajo

Anac Y8205 egd1A0::hph egd2A414:nat1 Este trabajo
btt1A0::kanMX4

AaAsam37 Y8205 egd2A414:hph Este trabajo
sam37A0::kanMX4

ABAsam37 Y8205 egd1A0::hph sam37A0:kanMX4 | Este trabajo

AB'Asam37 Y8205 btt1A0::hph sam37A0::kanMX4 | Este trabajo

AoPAsam37 Y8205 egd1A0::hph Aegd2:nati Este trabajo
sam37A0::kanMX4

Aaf'Asam37 Y8205 btt1A0::nat1 Aegd2::hph Este trabajo
sam37A0::kanMX4

ABB'Asam37 Y8205 egd1A0::hph Abtt1:natl Este trabajo
sam37A0::kanMX4

Coleccién de Euroscarf

La coleccion de mutantes sencillas utilizada fue construida por Winzeler vy

colaboradores (1999). El fondo genético es BY4741.
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9.2 Cepas de bacteria utilizadas

Escherichia coliDH5a. (Promega)

F— ®80laczZAM15 A(lacZzYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44
A— thi-1 gyrA96 relAl

9.3 Medios de cultivo

YPD: Extracto de levadura 1%, glucosa 2%, peptona 2%. Para medios sélidos, anadir agar 2%.

YPGal: Extracto de levadura 1%, Bactopeptona 2%, Galactosa 2%.
YPG: Extracto de levadura 1%, Bactopeptona 2%, Glicerol 2%.

YPD+G418+higromicina: Extracto de levadura 1%, glucosa 2%, peptona 2%, G418 (100
mg/ML) 1 mL, higromicina B (50 mg/mL) 4 mL. Para medios sélidos, anadir agar 2%.

LB: NaCl 1%; bactotriptona 1%; extracto de Levadura 0.5%. Para medios sélidos, anadir agar

2%.

SD-ura+G418/higromicina (para 1 L): 1.7 g base nitrogenada sin aminoacidos y sulfato de
amonio, 1 g de acido glutdmico monosddico, 2 g suplemento de aminoacidos (DropOut-Ura),

agar 20 g, glucosa (40%) 50 mL, G418 (100 mg/mL) 1 mL, higromicina B (50 mg/mL) 4 mL.

Esporulacion (para 1 L): 10 g acetato de potasio, 1 g extracto de levadura, 0.5 g glucosa, 0.1 g

de suplemento de aminoacidos para esporulacion, agar 20 g.

SC-His/Arg/Lys+can/tial (para 1 L): 1.7 g base nitrogenada sin aminoacidos y sulfato de
amonio, 5 g sulfato de amonio, 2 g suplemento de aminodcidos (DropOut-His/Arg/Lys), agar 20
g, glucosa (40%) 50 mL, 500 uL sulfato de canavanina (100 mg/mL), 500 L tialisina (100
mg/mL).
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SC-His/Arg/Lys+can/tial+G418 (para 1 L): 1.7 g base nitrogenada sin aminodcidos y sulfato
de amonio, 1 g de acido glutdmico monosddico, 2 g suplemento de aminodcidos (DropOut-
His/Arg/Lys), agar 20 g, glucosa (40%) 50 mL, 500 yL sulfato de canavanina (100 mg/mL), 500 L
tialisina (100 mg/mL), G418 (100 mg/mL) 1 mL.

SC-His/Arg/Lys+can/tial+higromicina (para 1 L): 1.7 g base nitrogenada sin aminoacidos y
sulfato de amonio, 1 g de acido glutdmico monosddico, 2 g suplemento de aminoacidos
(DropOut-His/Arg/Lys), agar 20 g, glucosa (40%) 50 mL, 500 uL sulfato de canavanina (100 mg/L),
500 pL tialisina (100 mg/l), G418 (100 mg/mL), 1 mL, higromicina B (50 mg/mL) 4 mL.

SD-His/Arg/Lys+can/tial/G418/higromicina (para 1 L): 1.7 g base nitrogenada sin
aminoacidos y sulfato de amonio, 1 g de acido glutdmico monosdédico, 2 g suplemento de
aminodcidos (DropOut-His/Arg/Lys), agar 20 g, glucosa (40%) 50 mL, 500 pL sulfato de
canavanina (100 mg/L), 500 pL tialisina (100 mg/L), G418 (100 mg/mL) 1 mL, higromicina B (50
mg/mL) 4 mL.

SD-His/Arg/Lys/Ura+can/tial/G418/higromicina (para 1 L): 1.7 g base nitrogenada sin
aminoacidos y sulfato de amonio, 1 g de 4cido glutdmico monosdédico, 2 g suplemento de
aminodcidos (DropOut-His/Arg/Lys/Ura), agar 20 g, glucosa (40%) 50 mL, 500 pL sulfato de
canavanina (100 mg/mL), 500 pL tialisina (100 mg/mL), G418 (100 mg/mL) 1 mL, higromicina
(50 mg/mL) 4 mL.

Suplemento para esporulacion: 2 g L-histidina, 10 g L-leucina, 2 g L-lisina, 2 g uracilo.

Suplemento para medio sintético (DropOut): 3 g L-adenina, 2 g uracilo, 2 g inositol, 0.2 g
acido p-aminobenzoico, 2 g L-alanina, 2 g L-arginina, 2 g L-asparagina, 2 g L-acido aspartico, 2
g L-cisteina, 2 g L-acido glutamico, 2 g L-glutamina, 2 g L-glicina, 2 g L-histidina, 2 g L-
isoleucina, 10 g L-leucina, 2 g L-lisina, 2 g L-metionina, 2 g L-fenilalanina, 2 g L-prolina, 2 g L-
serina, 2 g L-treonina, 2 g L-triptéfano, 2 g L-tirosina y 2 g valina. En los medios indicados, cada
DropOut es una combinacidn de estos componentes menos los particulares para cada medio,

por ejemplo: —His/Arg/Lys.
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9.4 Soluciones y amortiguadores

Soluciones para fraccionamiento celular
Amortiguador MP1: Tris 100 mM, dithiotreitol 10 mM, pH 11.
Amortiguador MP2: Sorbitol 1.2 M, KH,PO, 20 mM, Zymoliasa 3mg/g de peso humedo.

Amortiguador de homogeneizacion: Sorbitol 0.6 M, Tris 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, albumina

de suero bovino libre de acidos grasos 0.2%, PMSF 1 mM.

Amortiguador SH: Sorbitol 0.6 M, Hepes 20 mM, pH=7.4.

Soluciones para geles nativos

Amortiguador de Gel 3x: Acido aminocaproéico 1.5 M, Bis-Tris 150 mM, pH=7 con HCl.
Amortiguador de Lavado: Sorbitol 250 mM, Bis-Tris 50 mM, pH=7 con HCI.

Amortiguador de Muestra: Acido aminocaproico 750 mM, Bis Tris 50 mM, pH=7 con HCI.
Amortiguador del catodo 0.02%: Tricina 50 mM, Bis-Tris 15 mM, CoomassieServaG 0.02%.
Amortiguador del catodo 0.002%: Tricina 50 mM, Bis-Tris 15 mM, CoomassieServaG 0.002%
Amortiguador del anodo: Bis-Tris 50 mM pH=7 con HCI

CoomassieServaG: Azul de CoomassieServaG 250 5%, disuelto en buffer de muestra.
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Para la realizacion de los geles se prepararon tres tubos con los siguientes

componentes:
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
(acrilamida 5%) (acrilamida 13% (acrilamida 4%)

Acrilamida 35%/ 0.706 mL 1.85 mL 0.173 mL
Bis-acrilamida (1.08%)
Buffer de Gel 3x 1.69 mL 1.69 mL 0.5 mL
Glicerol 80% 0.32mL 1.28 mL -
Agua 2.304 mL 0.209 mL 0.812mL
Persulfato de amonio 13.5uL 13.5uL 8 uL
10%
TEMED 4.9 pL 4.9 pL 2.25 L

La solucién de los tubos 1y 2 se vertié en vidrios separados por 1.5 mm de espesor, con
ayuda de un gradientero de la marca Hoeffer, con capacidad para 50 mL. Se dejé polimerizar el
gel durante 1 hora. A continuacion se anadié el AMPS y TEMED a la solucién del tubo 3 y se
vertio sobre el gel anterior. Se coloc6 un peine para 10 pozos y se dejé polimerizar por 30

minutos.

Soluciones para geles desnaturalizantes

Solucion de extraccion (Rodel Mix): NaOH 10 N, PMSF 20 mM, 3-ME 7.4%.

Laemmli 1x: Tris-HCl 60 mM pH 6.8, glicerol 10%, SDS 2%.

Amortiguador de corrida de proteinas: Glicina 385 mM, Tris-HCl 50 mM pH 8.4, SDS 0.1%.
Solucion de bloqueo: TBS, leche en polvo sin grasa Nestlé Svelty 5%.

Solucién de Ponceau: Acido Acético 1%, rojo de Ponceau 1%.

TBS: NaCl 150 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7.5.

TBS+Tween 20 al 0.1%: NaCl 150 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7.5, Tween 20 0.1%.
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Soluciones para geles de dcidos nucleicos

TAE 50X: Tris 242 g/L, acido acético glacial 57.1 ml/L, EDTA 0.5 M pH=8 100mL/L.

Amortiguador de carga 6X: 0.25% azul de bromofenol, 0.25% xileno cianol, 30% glicerol.

9.5 Oligonucledtidos utilizados para la clonacién del gen SOD2

Nombre Secuencia (5" a 3) Tm
Sod2Fw-Notl GGGGCGGCCGCTGCACGTGTAGTATTCTACTTG 52
Sod2Rv-HA AGCATAATCTGGAACATCATATGGATA 55
GATCTTGCCAGCATCGAATC
HA-2X-BamHI GCGGGATCCTCGCTTTAAGCATAATCTGGAACATCATATGGATA | 51
AGCATAATCTGGAACATCATATGGATAAGCATAATCTGGAAC
Sod2TerF-BamHI | GCGGGATCCAGATTCGATGCTGGCAAG 53
Sod2TerR-Xhol GCGCTCGAGCAAGAACAATTGGTTCTCTGC 51
Sod ORFf- Xbal GAGTCTATACTAAAAACGTACCAGGATG 55
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