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La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

INTRODUCCION

El coenzima Q (ubiquinona o CoQ) es un lipido esencial presente en todos los
organismos el cual juega un importante papel en el transporte de electrones y
protones en el metabolismo bioenergético. La importancia de esta biomolécula
radica en su capacidad rédox. Su forma oxidada recibe los electrones del complejo
| o del complejo Il de la cadena respiratoria de la mitocondria en eucariotas o de la
membrana plasméatica en procariotas, y su forma reducida (ubiquinol o CoQH,) los
transfiere al complejo Il (Olson and Rudney 1983; Halliwell and Gutteridge 1989).

El CoQ no solo actua en la respiracion mitocondrial (Trumpower 1990) sino
también funciona como aceptor de electrones en numerosas reacciones de
oxidacion metabdlicas, como es la sintesis de uridina (Nagy, Lacroute et al. 1992),
la beta oxidacion de acidos grasos (Frerman 1988), la oxidacién de sulfuro a
tiosulfato (Hildebrandt and Grieshaber 2008) y como cofactor de las proteinas
desacoplantes de la bomba de protones mitocondrial (Echtay, Winkler et al. 2000).

El ubiquinol es un antioxidante liposoluble con un importante papel en diversas
membranas (Ernster and Dallner 1995; Navarro, Navas et al. 1998), e interviene en
sistemas rédox asociados a endomembranas, (Crane and Navas 1997) y
membrana plasmatica (Sun, Sun et al. 1992; Villalba, Navarro et al. 1995; Santos-
Ocainia, Villalba et al. 1998). EI CoQH, puede actuar directamente como sumidero
de electrones, o de manera indirecta como en el caso de la reduccién del radical

tocoferilo para regenerar la vitamina E.

La estructura del CoQ se basa en un anillo bencénico soluble hidroxilado con un
sustituyente isoprenoide en posicién 3 que le confiere el caracter hidrofébico. La
cadena de isoprenos mantiene al coenzima Q anclado a las biomembranas, y su
longitud es proporcional a la hidrofobicidad de la molécula. La longitud de la cola,
determinada por el niumero de isoprenos, varia en funcion de la especie. De este
modo, Escherichia coli produce una molécula con 8 isoprenos (CoQg),
Saccharomyces cerevisiae tan solo 6 (CoQg), Caenorhabditis elegans CoQg, y
Schizosaccharomyces pombe y Homo sapiens poseen la mayor longitud, CoQqq.
Algunos organismos sintetizan variedades de coenzima Q conjuntas, como es el
caso de roedores (CoQg y CoQqp). La adicion de coenzima Q exdgeno con

diferentes longitudes de la cola poliisoprenoide puede aumentar la respiracion, pero
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también puede inducir estrés oxidativo en la mitocondria y afectar a la longevidad al

comportarse como un agente pro-oxidante.

La adiciébn de coenzima Q exégeno puede aumentar o permitir la respiracion
(Santos-Ocana, Do et al. 2002) ya que se distribuye por todas las endomembranas
celulares (Fernandez-Ayala, Brea-Calvo et al. 2005) mediante un proceso basado
en la ruta endocitica (Padilla-Lopez, Jimenez-Hidalgo et al. 2009). Sin embargo,
también puede inducir estrés oxidativo en la mitocondria cuando se utiliza una
isoforma no natural para el organismo utilizado como por ejemplo CoQg a células
humanas (Fernandez-Ayala, Lopez-Lluch et al. 2005) y repercute tanto en la
capacidad reproductiva (Jonassen, Davis et al. 2003) como en la longevidad de los
nematodos alimentados con bacterias que producen diversas isoformas de
coenzima Q (Ishii, Senoo-Matsuda et al. 2004; Yang, Gangoiti et al. 2009).

1. Funciones del coenzima Q

El coenzima Q se caracterizo a finales de los 50 como componente de la cadena
respiratoria mitocondrial (Crane, Hatefi et al. 1957) y no es hasta los 90 cuando se

establece el CoQ como antioxidante.

A pesar de que una de sus principales funciones esta asociada a su localizacion en
la membrana interna mitocondrial, el coenzima Q se encuentra distribuido de forma
desigual en otras membranas celulares. Estudios de fraccionamiento subcelular en
hepatocitos de rata mostraron que tanto las membranas de Golgi como la lisosomal
poseen iguales o mayores cantidades de CoQ que las membranas mitocondriales,
seguida por la membrana plasmatica, y en ultima instancia el reticulo endoplasmico
(Kalen, Norling et al. 1987; Takahashi, Okamoto et al. 1993; Santos-Ocafia,
Cordoba et al. 1998).

1.1. El coenzima Q es necesario para la obtencién de energia.

La estructura del CoQ permite su difusion a través de la bicapa lipidica
manteniendo la cabeza polar accesible en la interfase membrana-fase acuosa
(Braun 1987). Dentro de la cadena respiratoria mitocondrial, el CoQ actia como
transportador moévil de electrones, recibiendo los electrones de la NADH-CoQ
reductasa (complejo I) y de la succinato-CoQ reductasa (complejo Il), provenientes

de la oxidacién de NADH y succinato respectivamente, y donandolos al complejo Il
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(CoQ-citocromo creductasa). EI complejo Il transfiere los electrones al citocromo ¢
que, al igual que el coenzima Q, es un elemento movil de la cadena. El complejo IV
(citocromo c¢ oxidasa) transfiere los electrones del citocromo c¢ al O,. Durante este
proceso se transfieren protones de la matriz mitocondrial al espacio
intermembrana, generando un gradiente de protones necesario para la sintesis de
ATP.

Citosol
ME
+ + *
Espacio H H H
intermembrana T * *
|
; i e .
M Complejo | Complejo V

Complejo 1l

Matriz m /—\ Complejo 11l Complejo IV 2
’
|
+ +
NADH NAD*  papH  FAD Om

H20 ADP +P; l ATP
A

Glucosa
«——— Acetil-CoA <=—— Amino acidos

Acidos grasos

Figura 1. Cadena transportadora de electrones mitocondrial. La sintesis mitocondrial de ATP
esta acoplada a la oxidacion en el ciclo del acido tricarboxilico (TCA). El acetil Co-A derivado
de la glucosa, amino acidos y acidos grasos, se oxida en el ciclo TCA para producir poder
reductor en forma de NADH y FADH,. EI NADH es oxidado en el complejo |, mientras que el
complejo Il oxida succinato para reducir FADH a FADH,. Los electrones viajan del complejo |
y Il hasta un mismo transportador movil, el coenzima Q, el cual transfiere los electrones al
complejo Ill. Un segundo transportador de electrones movil, el citocromo ¢, transfiere los
electrones al complejo IV. Durante el transito de electrones a lo largo de la cadena se
produce un transporte de electrones a través de la membrana interna mitocondrial, desde la
matriz al espacio intermembrana. El gradiente de protones resultante es utilizado por el
complejo V, la ATP sintasa, para realizar la fosforilacion de ADP a ATP.

La membrana interna mitocondrial es impermeable a los protones. Los protones se
movilizan de la matriz al espacio intermembrana con la energia generada del
transporte de electrones en los complejos |, Il y IV, y tan s6lo pueden volver a la

matriz a través de un canal especifico de protones (subunidad F, de la ATP

sintetasa). La fuerza motriz generada por la entrada de protones es utilizada por la
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subunidad F, de la ATP sintetasa para sintetizar ATP a partir de ADP. Al proceso
completo de oxidaciones-reducciones y fosforilacion final de adenosin difosfato se
conoce como fosforilacién oxidativa. Ademas de la funcion del coenzima Q en el
transporte de electrones dentro de la cadena respiratoria, también se le ha
asociado una funcién estructural en el complejo Ill. La CoQ-citocromo ¢ reductasa
posee dos sitios de union a coenzima Q, Q0 y Q;, con el fin de estabilizar el radical
semiquinona producido en el transito de los dos electrones del CoQ al citocromo ¢,
capaz tan soélo de aceptar uno. Se ha descrito la presencia de dos moléculas de
CoQ en el sitio Qp y de una molécula en el sitio Q; (Bartoschek, Johansson et al.
2001). Estudios de nuestro grupo han mostrado la inestabilidad del complejo Il en
levaduras incapaces de sintetizar CoQg (Santos-Ocana, Do et al. 2002). La
existencia de los tres sitios de anclaje a CoQ junto a la necesidad de la presencia
de esta molécula para la estabilizacion de las proteinas que componen el complejo

[Il sugieren una funcién estructural esencial del coenzima Q en la fosforilacion

oxidativa.
H+
Qo
QH»> ]
eeleeeelee RIS G eeeee
gy ggggl O T L0
Y " o Qi h S~ P —~
QOQOOQVON - o ;- IOQVOVVVQ
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2['1/4%2
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Figura 2. Complejo 1l de la cadena respiratoria mitocondrial.

El coenzima Q también realiza la funcién de transporte de electrones y protones
mediante ciclos de reduccion y oxidacion en otros sistemas aparte de en la cadena
transportadora de electrones. En la membrana plasmatica, el CoQ esta involucrado
en la activacién del intercambio de Na’/H* a través de la membrana, via
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cotransportador antiporte de Na’/H'. La energia requerida para este proceso
proviene de un gradiente de sodio, el cual es intercambiado por protones hacia el
exterior de la célula. El sodio es expulsado al exterior de nuevo a través de la
Na‘'/K* ATPasa, utilizando ATP como fuente de energia, manteniendo asi el
potencial negativo de membrana, necesario para diversas funciones celulares y
para el transporte. EI CoQ esta involucrado en el sistema de transporte de
membrana plasmatica, mediante el cual el NADH citoplasmatico transfiere
electrones a través del coenzima Q a aceptores tales como hierro u oxigeno fuera
de la célula. Cuando este sistema se activa, la liberacion de protones por el
cotransportador antiporte H'/Na* se incrementa. El mecanismo mediante el cual el
transporte de electrones dependiente de CoQ activa el cotransportador antiporte no

se conoce actualmente (Crane, Sun et al. 1991).

CTP
tGIutamaio
Glutamina
uTP
2 ADP
2 ATP
Aspartato UMP — dUMP— dTMP
‘ : Carbomil-P
Pi ?’ CO;
Carbomil-aspartato Orotidilato
H20
Dihidroorotato Orotato

Citosol

O00000000000000000
SBEEEEESSBESSAEES

H H

Matriz

Figura 3. Sintesis de pirimidinas por la ruta del orotato.
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En la mitocondria el coenzima Q se encuentra implicado en la sintesis de novo de
pirimidinas por la via del orotato (Jones 1980; Nagy, Lacroute et al. 1992). El
dihidroorotato, es oxidado por la dihidroorotato deshidrogenasa de la membrana
interna de la mitocondria, dando lugar a orotato, el cual es sustrato de la reaccion
llevada a cabo por la OMP sintasa y UMP sintasa para producir uracil monofosfato
(UMP).

En el 2000, se decribi6 la existencia de una NADH reductasa dependiente de CoQ
en el lisosoma. Mediante ciclos de oxidacién y reduccion, el coenzima Q transfiere
protones a través de la membrana del lisosoma, acidificando el lumen. En este
caso no existe una sintesis acoplada de ATP debido a la ausencia de ATP sintetasa
en el lisosoma. La acidificacion del interior del organulo activa enzimas hidroliticas
para la digestion de restos celulares (Gille and Nohl 2000). Las enzimas
involucradas en este sistema y los posibles sitios de union del CoQ a la membrana
lisosomal no estan bien definidos. El complejo enzimatico de la membrana requiere
la reduccion de coenzima Q por NADH citosdlico y la oxidacion del ubiquinol

generado por oxigeno.
1.2. El coenzima Q, el Ginico antioxidante liposoluble sintetizado por la célula

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas formadas por oxigeno que
resultan quimicamente reactivas. Estas pueden ser especies radicales (con
electrones libres o desapareados) como los iones de oxigeno y radicales libres, o
especies no radicales como los perdxidos, tanto organicos como inorganicos. Los
ROS explican entre el 1-2% del oxigeno consumido por la mitocondria, y este
organulo es considerado como el mayor productor de superéxido (O,") y peréxido
de hidrégeno (H,O,) en la célula a causa de pérdidas de electrones en la
fosforilacion oxidativa (Papa and Skulachev 1997; Temple, Perrone et al. 2005). La
produccion de ROS mitocondrial dependera del estado de respiracion, siendo
mayor cuando el potencial mitocondrial es elevado y los niveles de ADP bajos

(estado 4), al contrario que sucede en el estado 3.

Los radicales libres generados en la célula pueden dafnar diversas estructuras
celulares (estrés oxidativo) mediante peroxidacion de lipidos, oxidacién de
proteinas o de ADN. Los antioxidantes son agentes enziméticos (superéxido

dismutasa, peroxidasas, catalasa, tiorredoxin reductasa y peroxirredoxina) o no
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enzimaticos (vitamina C y E, carotenoides, glutation, acido a-lipéico, flavonoides y
ubiquinol) que reducen el estrés oxidativo bien previniendo la formacion de ROS, o

bien eliminandolos.

No es hasta los 60 cuando se le asocia al CoQH, propiedades antioxidantes
(Mellors and Tappel 1966, Frei, 1990 #1033), y su funcion como tal ha sido
estudiada principalmente en las ultimas dos décadas. En la actualidad se conoce
que el coenzima Q no es tan sélo un transportador de electrones en los diferentes
sistemas transportadores de electrones, sino también el unico antioxidante celular
lipidico de caracter endoégeno. Existen estudios que evidencian un incremento de
los niveles de CoQ ante situaciones de estrés (Navarro, Arroyo et al. 1999; Brea-
Calvo, Rodriguez-Hernandez et al. 2006), y la suplementaciéon con coenzima Q
protege dafios en el ADN por oxidacion, asi como de la apoptosis inducida por
retirada de suero (Barroso, Gomez-Diaz et al. 1997; Fernandez-Ayala, Martin et al.
2000; Tomasetti, Alleva et al. 2001; Navas, Fernandez-Ayala et al. 2002).

El CoQ se encuentra localizado en las membranas, proximo a cadenas lipidicas
insaturadas para actuar como sumidero (scavenger) de radicales libres. Debido a
que la mayor parte del coenzima Q se encuentra en forma de ubiquinol (Takahashi,
Okamoto et al. 1993) y a la existencia de enzimas en todas las membranas
capaces de reducir el radical semiquinona generado por reaccién con lipidos o
radicales de oxigeno, hace del coenzima Q un antioxidante muy efectivo (Quinn,
Fabisiak et al. 1999). Dichas enzimas son: NADH citocromo b5 reductasa (NADH-
AFR reductasa) (Villalba and Navas 2000), NAD(P)H oxidorreductasa (DT
diaforasa) (Villalba and Navas 2000) y NADPH-coenzima Q reductasa (Takahashi,
Okamoto et al. 1996). Recientemente se han descritos otras enzimas capaces de
reducir la ubiquinona, como la lipoamida deshidrogenada, tiorredoxina reductasa y
la glutation reductasa (Olsson, Xia et al. 1999; Xia, Bjornstedt et al. 2001; Xia,
Nordman et al. 2003) y un tipo de NADH citocromo b5 reductasa de la membrana

plasmatica de levadura, Nqrip (Jimenez-Hidalgo, Santos-Ocana et al. 2009).

El coenzima Q realiza una funcidon antioxidante mediante ciclos de reduccién y
oxidacién en la membrana plasmatica (Takahashi, Okamoto et al. 1996). Este
intercambio de electrones permite reducir oxidantes externos solubles utilizando

NAD(P)H como donador de electrones (Crane, Sun et al. 1985; Sun, Sun et al.
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1992) jugando un papel relevante en el sistema de transporte de electrones

asociado a membrana plasmaética.

Asc* Asc

S
D Oxidasa
) \i/

Membrana
plasmatica

Citosol

NADH NAD*

Figura 4. Transporte de electrones dependiente de coenzima Q en el sistema redox de la
membrana plasmatica. En la cara citosolica de la membrana plasmatica, una quinona
reductasa reduce el CoQ (Q) a ubiquinol (QH2). EI QH; transfiere los electrones a una
oxidasa situada en la cara externa de la membrana plasmatica, la cual es capaz de reducir
los radicales libres de ascorbato extracelulares (Asc*) para mantener los niveles de
ascorbato (Asc) y reducir puentes disulfuros. El ascorbato, junto al ubiquinol puede reciclar a
la vitamina E para mantener reducida y bloquear la peroxidacion lipidica.

Una de las funciones del sistema rédox de la membrana plasmatica estan
relacionadas con la reduccion de oxidantes externos impermeables a la membrana,
como es el caso del ascorbato (Gémez-Diaz, Rodriguez-Aguilera et al. 1997,
Santos-Ocafia, Cordoba et al. 1998; Arroyo, Rodriguez-Aguilera et al. 2004) y el a-
tocoferol (Kagan, Arroyo et al. 1998). El CoQ es capaz de realizar una reaccion tipo
trans, tomando los electrones del NADH y cediéndolos a radicales libres de
ascorbato, y su ausencia reduce notablemente la actividad NADH oxidasa del
sistema de transporte de membrana plasmatica (Villalba, Navarro et al. 1995;
Santos-Ocana, Villalba et al. 1998).

De este modo, el ubiquinol protege las membranas celulares directamente
previniendo el inicio y la propagacion de la peroxidaciéon lipidica, evitando la
formacion de radicales lipoperoxilo (Ernster and Dallner 1995), o indirectamente
regenerando la vitamina E (a-tocoferol) a partir del radical a-tocoferoxilo y la
vitamina C (ascorbato) a partir del radical ascorbilo (Frei, Kim et al. 1990; Frei 1999;
Arroyo, Navarro et al. 2000).
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Como producto de este proceso, se producen moléculas de ubiquinona y
semiquinona, las cuales son regeneradas mediante reacciones de reduccion mono
o dielectronicas. Para ello, la NADH citocromo b5 reductasa es capaz de reducir
radicales semiquinonas en reacciones de reduccion de un electron utilizando NADH
como donador. NQO1 (DT diaforasa) reduce en un solo paso la ubiquinona a
CoQH, en reacciones que conllevan dos electrones (Navas, Villalba et al. 2007),

evitando la formacién intermediaria del radical semiquinona.

LH
X QH, NADPH
Iniciacion
X
L-
0> |_ NADP*
Propagacion
a-TOH xASCIQHz
a-T0: Asc/QH™-
LOOH

Figura 5. Sitios de accién del coenzima Q, vitamina E y ascorbato en la perOX|daC|on lipidica.
Abreviaturas; LH, &cidos grasos poliinsaturados; OH, radical hidroxilo; Fel "0, radical
preferrilo; CoQH», coenzima Q reducido, ubiquinol; CoQH-, radical semiquinona; L, radical
de acido graso; LOO, radical lipoperoxilo; VitE-OH, vitamina E, a-tocoferol; VitE-O, radical a-
tocoferilo; Asc, ascorbato; Asc*, radical ascorbilo; LOOH, lipohidroperoxido.

Bajo condiciones de estrés oxidativo inducidos por deficiencia de selenio y a-
tocoferol, los niveles de CoQ se incrementan, al igual que los niveles de NQO1
(Navarro, Arroyo et al. 1999). De manera similar, otros estudios evidencian el
incremento de coenzima Q al inducir la proliferacién del peroxisoma, lo cual induce
una reduccion de los niveles de vitamina E (Turunen, Peters et al. 2000). Levaduras
deficientes en la sintesis de CoQ muestran una mayor peroxidacion lipidica (Poon,
Do et al. 1997). Por otro lado, la adicion de CoQ /n vitro en cultivos de linfocitos
refuerza la resistencia del ADN a oxidacion por peréxido de hidrégeno, mientras

que la complementacién con coenzima Q /n vivo, ademas de proteger frente al
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dafo, incrementa la actividad enzimatica de reparacion de ADN (Tomasetti 1999;
Tomasetti, Alleva et al. 2001).

Debido a que el ubiquinol protege a las membranas de la peroxidacién lipidica,
ademas de mantener reducidos antioxidantes externos como el a-tocoferol y el
ascorbato, se puede considerar al CoQ un componente central y esencial del

sistema antioxidante de la membrana plasmatica.

La citocromo b5 reductasa es capaz de reducir el coenzima Q en ausencia de
citocromo bs. Su actividad representa una reaccion parcial de NADH-AFR
reductasa en la membrana plasmatica, siendo capaz de regenerar, junto al CoQ, el
ascorbato. De este modo, la citocromo b5 reductasa mantiene los niveles reducidos
de coenzima Q y de ascorbato en la célula, promoviendo las defensas

antioxidantes.

La adicion de coenzima Q exogeno a cultivos celulares previene tanto la
peroxidacion lipidica como la apoptosis inducida por retirada de suero, la cual es
independiente de Bcl-2. Los antioxidantes del sistema redox de la membrana
plasmatica representan pues una primera defensa a estrés oxidativo, y Bcl-2 podria
ser requerido para prevenir la apoptosis en caso de que esta primera barrera falle
(Villalba, Navarro et al. 1997).

La apoptosis inducida por estrés estda mediada por la activacion de la
esfingomielinasa neutral de membrana (N-SMasa), la cual libera ceramida al
citosol, activando la caspasa-3. La retirada de suero induce un estrés suave que
finalmente induce apoptosis, la cual puede ser prevenida por la expresion de
enzimas antioxidantes intracelulares o antioxidantes no enziméticos como el
ascorbato, a-tocoferol y coenzima Q (Greenlund, Deckwerth et al. 1995; Kim, Lee et
al. 2000; Villalba and Navas 2000). De hecho, el CoQ mantiene el crecimiento
celular en condiciones limitantes de suero. Inhibidores del sistema redox de la
membrana plasmatica como la capsaicina, la cual compite con el coenzima Q,
inhibe el crecimiento celular e induce apoptosis (Vaillant, Larm et al. 1996 ; Macho,
Calzado et al. 1999). La adiciéon de coenzima Qo a cultivos celulares sin suero
inhiben la N-SMasa, la caspasa-3 y reducen en un 80% la liberaciéon de ceramida
(Fernandez-Ayala, Martin et al. 2000 ; Navas, Fernandez-Ayala et al. 2002)

inactivando finalmente el proceso de apoptosis. Esta respuesta es independiente
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de Bcl-2, una proteina de la membrana externa de la mitocondria implicada en la
inhibicion de la apoptosis, aunque en células KO para Bcl-2 no se induce la sintesis
de CoQ (Villalba and Navas 2000). En células p°, con mitocondrias defectivas, la
membrana plasmatica presenta mayores niveles de coenzima Q (Goémez-Diaz,
Villalba et al. 1997). Estas células son mas resistentes a crecimiento en medio sin
suero, tienen menor peroxidacion lipidica y acumulan niveles inferiores de ceramida

(Barroso, Gomez-Diaz et al. 1997; Fernandez-Ayala, Martin et al. 2000).

Pero el coenzima Q puede actuar como prooxidante en ciertas condiciones y
promover la apoptosis. Durante la respiracién se produce el radical semiquinona, el
cual puede reaccionar con oxigeno para formar superéxido, que es dismutado a
peréxido de hidrogeno (Nohl 1998). Este hecho sucede preferentemente en
liposomas con alto contenido en CoQ. En el resto de biomembranas, las enzimas
capaces de reducir el radical semiquinona se encuentran en exceso en
comparacion al ciclo de oxido-reduccion del CoQ. Diversos estudios han
demostrado que son otros los componentes de la cadena respiratoria los

principales productores de ROS, y no el coenzima Q.
1.3. El coenzima Q como agente regulador
1.3.1. El coenzima Q es cofactor de las proteinas desacoplantes

Las proteinas desacoplantes (UCPs) son proteinas transmembranas de la
membrana interna de la mitocondria capaces de translocar protones hacia la
matriz, desacoplando el gradiente generado por el transporte de electrones de la
cadena de respiracion mitocondrial de la fosforilacién oxidativa (Klingenberg,
Echtay et al. 1999).

De este modo se pierde sintesis de ATP en favor de produccion de calor
(Puigserver, Herron et al. 1992). También se han relacionado con la supresién de
radicales de oxigeno. El coenzima Q es un cofactor de la funciéon de las UCPs
(Echtay, Winkler et al. 2000), siendo incapaces de translocar protones en ausencia
de CoQ.
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COy” H*

Figura 6. Proteina desacoplante de la membrana interna mitocondrial. Los acidos grasos, en
contacto con la fase acuosa, se unen a un protdn, ganando hidrofobicidad, lo que permite su
insercién en la bicapa lipidica. El coenzima Q es capaz de tomar el protdn, el cual es canalizado
por la UCP hacia la matriz.

1.3.2. El coenzima Q regula la apertura del poro de transicion de

permeabilidad mitocondrial

El coenzima Q también regula otro componente mitocondrial, el poro de transicion
de permeabilidad mitocondrial (MPTP). La membrana mitocondrial posee muy baja
permeabilidad a iones y solutos, manteniendo asi la energia generada por la
cadena de transporte de electrones. El MPTP es un complejo de la membrana
interna mitocondrial el cual es capaz permeabilizar la membrana mediante su
apertura ante elevadas concentraciones de Ca®". Se ha relacionado con procesos
de apoptosis, produciendo una liberaciéon de citocromo ¢y consecuente activacion
de la cascada de caspasas (Green and Kroemer 1998). Diversos estudios han
mostrado una afeccién del MPTP por diferentes analogos del coenzima Q (Walter
2000), y el CoQ10 parece prevenir su apertura, contrarrestando los eventos
apoptoticos como la deplecion de ATP, liberacion de citocromo c¢ al citosol,
activacion de caspasa-9, depolarizacion del potencial de membrana mitocondrial y
fragmentacion del ADN (Papucci, Schiavone et al. 2003).
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1.3.3. Implicacién del coenzima Q en el control de la proliferacién y
diferenciacién celular

Las funciones del sistema rédox de la membrana plasmatica se han relacionado
con el control del crecimiento celular y la diferenciacion (Buron, Rodriguez-Aguilera
et al. 1993). La funcion del CoQ en el transporte de electrones en este sistema
(Sun, Sun et al. 1992; Villalba, Navarro et al. 1995) sugiere una posible relacion de
éste con el crecimiento. En la oxidacion de NADH en la membrana plasmatica se
produce peroxido de hidrégeno (Ramasarma, Swaroop et al. 1981). El H,O, activa
factores de transcripcion, como es el caso de NFkB, para la activacion de la
expresion génica (Kaltschmidt, Sparna et al. 1999). Sin embargo, el efecto de Ila
adicion de ferricianida como aceptor externo de electrones sobre la expresion de c-
myc y c-fos en células C3H 10T1/2 (Cutry, Kinniburgh et al. 1988), dado que Ia
ferricianida elimina el perdéxido formado en la superficie celular, sugiere que el
efecto en el crecimiento se debe a alteraciones del estado rédox citosoélico por
oxidacion de NADH (Navas, Sun et al. 1988), en el cual se encuentra implicado el

coenzima Q.

Agentes antiproliferativos como la adriamicina o el acido retindico inhiben el
sistema rédox de la membrana plasmatica (Crane, Sun et al. 1995), mientras que la
adicion al medio de oxidantes impermeables estimula el crecimiento en condiciones
limitantes de suero (Crane, Sun et al. 1985; Alcain, Buron et al. 1990; Crane, Sun et
al. 1995).

Estudios en células HL-60 muestran que, tras la induccion de la diferenciaciéon con
TPA, la actividad rédox de la membrana plasmatica se incrementa, modificando el
ratio NAD'/NADH (Burén, Rodriguez-Aguilera et al. 1993). Trabajos similares en
células K562 mostraron un aumento de la estabilizacién de ascorbato, incremento
de la actividad NADH-AFR (radical libre de ascorbato) reductasa y los niveles de
coenzima Q en membrana plasmatica (Gémez-Diaz, Rodriguez-Aguilera et al.
1997).

La actividad de las reductasas del CoQ en la membrana plasmatica se modula
durante la diferenciacion del eritrocito (Gomez-Diaz, Rodriguez-Aguilera et al.

1997). La activacion del sistema de membrana por ascorbato en células mieloides
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aumenta la diferenciacion a monocitos inducida por vitamina D; (Lopez-Lluch,
Buron et al. 1998).

Otro importante papel del sistema redox de membrana plasmatica es una presunta
regulacion de deacetilasas dependientes de NAD" por la actividad de NADH
oxidorreductasas dependientes de CoQ, como es el caso de las sirtuinas (Smith,
Brachmann et al. 2000). A estas enzimas se les ha atribuido un importante papel en
el envejecimiento, y su activacion por polifenoles como el resveratrol afecta al
metabolismo celular y a la longevidad (Baur, Pearson et al. 2006; Lagouge,
Argmann et al. 2006).
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2. Deficiencias de coenzima Q

La fuente principal de coenzima Q es la sintesis intracelular, aunque una pequena
cantidad es adquirida en la dieta. La complejidad de la biosintesis del CoQ sugiere
que defectos en diferentes enzimas o proteinas reguladoras de la biosintesis

pueden causar diversos sindromes clinicos.

El coenzima Q es esencial para la funcionalidad de la mitocondria, resultando
inviables los mutantes nulos de alguno de los genes COQ en eucariotas superiores.
En el caso de S. cerevisiae, dada su capacidad de realizar tanto un metabolismo
respiratorio como fermentativo, los mutantes nulos son viables en medio con
fuentes de carbono fermentables. Este hecho hace de la levadura un modelo de
estudio no s6lo de la ruta biosintética, sino también de diversas patologias

mediante complementacion funcional.

Una deplecién de los niveles de coenzima Q genera una patologia asociada a las
diversas funciones del CoQ, pero especialmente debido a su implicacién en la
fosforilacién oxidativa. De hecho, los 6rganos y tejidos mas afectados en estas
patologias son aquellos que poseen un mayor requerimiento energético, como son

el sistema nervioso, el muscular y el rifidén (Quinzii, Lopez et al. 2008).

Los niveles enddgenos de CoQ pueden verse alterados ya sea por una deficiencia
primaria causada por mutaciones en alguno de los genes implicados en su sintesis,
como por una causa secundaria. Un ejemplo de deficiencia secundaria es aquella
causada por inhibicion de la HMG-CoA reductasa (Omura, Tomoda et al. 1987),
implicada en la sintesis del precursor del anillo bencénico, el mevalonato.
Tratamientos para la hipercolesterolemia y enfermedad coronaria y para la
prevencion de infarto como las estatinas inhiben directamente esta enzima,
produciendo indirectamente una menor biosintesis de CoQ (Deichmann, Lavie et al.
2010).

2.1. Deficiencias de coenzima Q¢ por un defecto en la biosintesis enddégena

La deficiencia primaria de coenzima Qg es una condicidon autosémica recesiva al
que se le asocian al menos cinco principales fenotipos (Quinzii, DiMauro et al.
2007):
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a. Encefalomiopatia caracterizada por mioglobinuria recurrente, implicacién

cerebral y fibras rojo rasgadas.
b. Enfermedad infantil multisistémica severa
c. Ataxia cerebelosa
d. Sindrome de Leigh con retraso en el crecimiento, ataxia y sordera
e. Miopatia aislada

Las deficiencias de coenzima Qi son enfermedades clinica y genéticamente
heterogéneas potencialmente tratables y por tanto necesitadas de un diagnéstico
temprano. De forma general, la enfermedad asociada a una deficiencia de la
biosintesis de coenzima Q1o se desarrolla en la infancia, apareciendo los sintomas

a muy temprana edad.

En 1989 se identificaron los primeros pacientes con deficiencia de CoQqg, dos
hermanas con encefalomiopatia (Ogasahara, Engel et al. 1989). Desde entonces
se han descrito mas pacientes con el mismo cuadro clinico. De entre todos los
casos, en tan soélo un paciente se ha detectado la causa molecular de este déficit,
mutaciones en el gen CABC1/COQ8 (Mollet, Delahodde et al. 2008). Una biopsia
muscular del paciente revel6 no soélo un déficit de CoQqq, sino también una
acumulacién de mitocondrias y de gotas lipidicas en el 10-20% de las fibras.

Mas adelante, en 2001, se describio la ataxia cerebelosa, el fenotipo mas comun de
deficiencias primarias de CoQiy (Musumeci, Naini et al. 2001). Se han descrito
pacientes con mutaciones en el gen CABC1/COQ8 (Lagier-Tourenne, Tazir et al.
2008; Mollet, Delahodde et al. 2008) que han desarrollado ataxia cerebelosa

juvenil.

Los casos con mayores causas moleculares descritas son del fenotipo de
enfermedad infantil multisistémica. Los primeros casos detectados fueron tres
hermanos, aunque no se encontr6 el defecto primario de la biosintesis (Rotig,
Appelkvist et al. 2000). Existe un caso descrito de mutacién sin sentido en el gen
COQ2 asociado a deficiencia de CoQ1q en dos hermanos (Lopez-Martin, Salviati et
al. 2006; Quinzii, Naini et al. 2006), en los cuales un suplemento de coenzima Qg
en la dieta produjo una mejoria en ambos casos (Montini, Malaventura et al. 2008).

16



La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

Otro caso de mutaciones en el gen COQ2 fue descrito por Rétig en dos hermanos,

con una deleccion en homocigosis de un par de bases (Mollet, Giurgea et al. 2007).

Mutaciones en PDSS1 y PDSS2, homélogos a COQ7 de S. cerevisiae, también se
han determinado en pacientes deficientes en CoQqo. El paciente con mutaciones en
PDSS2 presentaba sindrome de Leigh (Lopez, Schuelke et al. 2006), y en el otro
caso con mutaciones en homocigosis en el gen PDSS1 desarroll6 enfermedad
multisistémica (Mollet, Giurgea et al. 2007).

Otro caso de deficiencia primaria esta causado por una mutacién en heterocigosis
en el gen COQ4. En estudios de complementacion en levaduras haploides y
diploides se demuestra una dominancia negativa en heterocigosis (Casarin,
Jimenez-Ortega et al. 2008; Jimenez, Rodriguez-Hernandez et al. 2008).

Una de las ultimas mutaciones descrita en un gen COQ, asociada a enfermedad
infantil multisistémica, ha sido en COQ9 (Duncan, Bitner-Glindzicz et al. 2009). De
forma comun, todos los casos de este fenotipo asociado a deficiencias de CoQqg
presentan una deplecion de sus niveles en musculo y fibroblastos y enfermedad

renal.

Recientemente, en un completisimo trabajo, se han descrito 6 diferentes
mutaciones en el gen COQ6 en 13 individuos de 7 familias, asociadas a sindrome
nefrotico resistente a esteroides con sordera neurosensorial (Heeringa, Chernin et
al. 2011). El efecto patolégico de las mutaciones se comprobé mediante
complementacion funcional en levaduras, y el tratamiento con CoQ1g en pez cebra
revirtié parcialmente el fenotipo del KO en COQ6.

La deficiencia de CoQ;q afecta predominantemente durante la nifiez, apareciendo
los primeros sintomas a muy temprana edad, pero se han presentado casos de
pacientes con ataxia cerebelosa o miopatia de adulto (Musumeci, Naini et al. 2001;
Van Maldergem, Trijbels et al. 2002; Lamperti, Naini et al. 2003; Gironi, Lamperti et
al. 2004; Horvath, Schneiderat et al. 2006). En el caso infantil existen diversos
casos de mutaciones descritas, pero las bases genéticas moleculares de la

deficiencia de coenzima Q1 en adultos son aun desconocidas.
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2.2. Deficiencias de coenzima Qi en el envejecimiento y enfermedades
asociadas

En pacientes con enfermedad de Parkinson se han encontrado niveles reducidos
de coenzima Q1o (Shults 2005). El dafio oxidativo y la disfuncién mitocondrial se
han relacionado con enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Parkinson, Alzheimer, enfermedad de Huntington y ataxia de Friedreich, por lo que
terapias antioxidantes con CoQ4y han tomado importancia en estas enfermedades
(Beal 2004). Algunos andlisis clinicos sugieren un efecto beneficioso de un
complemento en la dieta con elevadas dosis de CoQi, en pacientes con
enfermedad de Parkinson o de ataxia de Friedreich (Shults, Oakes et al. 2002;
Schapira 2006).

Durante el envejecimiento se produce un incremento de la produccién de ROS y del
dafo oxidativo, disminucion de la produccion de ATP y de las defensas
antioxidantes (Sohal, Kamzalov et al. 2006). Diversos estudios han diagnosticado
una deplecion de la biosintesis de coenzima Q desde las fases iniciales del
envejecimiento (Beyer, Burnett et al. 1985; Kalen, Appelkvist et al. 1989; Battino,
Gorini et al. 1995; Turunen, Olsson et al. 2004).

2.3. Tratamientos paliativos de las deficiencias de coenzima Qg

Pacientes con diversas formas de deficiencia de coenzima Qi, han mostrado
mejoras clinicas con un complemento oral de CoQ4,. Para obtener un efecto son
necesarias elevadas dosis de coenzima Qi dada su hidrofobicidad y consecuente
baja biodisponibilidad, ademas de tratamientos largos. EI CoQ es una molécula
lipofiica que se acumula en las biomembranas hasta alcanzar el punto de
saturacién, por lo que tan soélo una pequefia cantidad alcanza la mitocondria.
Aunque se han detectado mejorias bioquimicas y clinicas en las anomalias
musculares con complementos de CoQ;o en la dieta, estos tratamientos tan sélo
palian los defectos cerebrales parcialmente (Aure, Benoist et al. 2004) debido
posiblemente a la irreversibilidad de los dafios neuronales, ademas de la dificultad

afnadida para penetrar la barrera hematoencefalica.

Una estrategia para solventar el problema de la biodisponibilidad es la creacién de

antioxidantes analogos de facil incorporacién, como es el caso de la mitoquinona
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(MitoQ) (Tauskela 2007). Esta molécula contiene la fraccion antioxidante quinona
unida covalentemente a un cation trifenilfosfonico lipofilico, que promueve su
incorporacion a la mitocondria. El MitoQ reduce la formacién de ROS y preserva las

funciones mitocondriales (Lu, Zhang et al. 2008).

Dado que la biodisponibilidad del CoQ en la dieta es muy baja, sumado a que el
sistema nervioso central y musculo presentan una baja capacidad de incorporacién
del coenzima Q de la dieta (Bentinger, Dallner et al. 2003), y a que el
mantenimiento de sus niveles en estos tejidos es de especial relevancia por su
elevada dependencia del metabolismo oxidativo, es importante desarrollar
mecanismos para incrementar los niveles de CoQq, en estos tejidos y 6rganos en
procesos como el envejecimiento y varias enfermedades en las que se sucede una

deplecion del mismo.

Durante el envejecimiento existe un incremento del dafo oxidativo debido a una
mayor produccion de ROS y a una disminucion de la respuesta antioxidante. Por
otro lado los radicales libres poseen un importante papel en la sefializacion y en la
fisiologia celular, esenciales para inducir mecanismos de proteccion. Un exceso en
el uso de antioxidantes en condiciones innecesarias puede perjudicar el proceso de
envejecimiento (Linnane, Kios et al. 2007), siendo necesario un equilibrio entre las
necesidades y la complementacién en la dieta con antioxidantes como el coenzima

Q1 para evitar tanto el defecto como el exceso.

Teniendo en cuenta tanto la biodisponibilidad como la necesidad del mantenimiento
de niveles lo mas cercanos a los endogenos, se hace necesario el estudio de
nuevas terapias orientadas a un incremento de la biosintesis endégena, obteniendo
asi no sélo un incremento de los niveles de coenzima Q, sino también en la

localizacién apropiada.
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3. Biosintesis de coenzima Q en eucariotas

La fuente principal de CoQ en la célula es la propia sintesis de novo. Los primeros
estudios relativos a la ruta biosintética del coenzima Q se realizaron en procariotas
(Friis, Daves et al. 1966). No fue hasta 1990 cuando Tzagoloff y Dieckman
establecieron las bases para el conocimiento de las enzimas implicadas mediante
estudios sobre mutantes nulos en Saccharomyces cerevisiae (Tzagoloff and
Dieckmann 1990). A pesar de que la biosintesis de coenzima Q ha sido
ampliamente estudiada en procariotas y levaduras, el conocimiento en mamiferos

de esta ruta es muy limitado.

En base a sefiales de importacién mitocondrial de las enzimas implicadas en el
proceso de sintesis (Tran and Clarke 2007), tanto en levaduras como en células
humanas la sintesis tiene lugar en la mitocondria, desde donde es distribuido a
otras membranas de la células a través del sistema de endomembranas
(Fernandez-Ayala, Brea-Calvo et al. 2005; Padilla-Lopez, Jimenez-Hidalgo et al.
2009). Sin embargo se han descrito otras localizaciones en células de mamifero
(Teclebrhan, Olsson et al. 1993) y en Pneumocystis sp. (Kaneshiro, Basselin et al.
2006).

En el trabajo de Tzagaloff se establecieron ocho grupos de complementacion
deficientes en CoQg, denominados cog7-cog8, y mas adelante se establecié un
noveno grupo, cog9 (Johnson, Gin et al. 2005). Barros y colaboradores
describieron en 2005 un décimo mutante con defectos en la respiracion y en la
oxidacién de NADH y succinato dependiente de CoQ (Barros, Johnson et al. 2005).
Sin embargo, a diferencia del resto de mutantes deficientes en coenzima Q (cog7-
cog9), los mutantes cog70 poseen niveles de CoQg cercanos al silvestre. Puede
que Cogq10p se comporte como una chaperona de union a CoQ necesaria para el
correcto funcionamiento de la ubiquinona en la cadena transportadora de
electrones mitocondrial. Los homologos humanos de los genes COQ de levadura

se han identificado por homologia de secuencia.

El coenzima Q es una 2,3-dimetoxi, 5-metil, 6-poliisopreno benzoquinona. El trans
poliisopreno proporciona afinidad en el interior de las membranas celulares. Los
dos grupos metoxi y el grupo metil contribuyen a la especificidad de la accién

enzimatica. El grupo funcional de la molécula es el anillo quindénico, pues mediante
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reducciéon de éste a quinol es como se produce el transporte de electrones y

protones.
O.
CH0 CH,
A
CH50 aH
1[e], 1[H"]
1[e7], 1[H"]
CoQH'- X—
OH
MeO CH,
= +
MeO Ao
2[e7, 2[H"] OH
CoQ CoQH>

Figura 7. Quimica redox del coenzima Q. La ubiquinona (CoQ) puede reducirse en un sélo
paso a ubiquinol (CoQH2) mediante reacciones dielectronicas, o bien mediante reacciones
monoelectrénicas, generando un radical intermediario, la semiquinona (CoQH™).

3.1. La ruta de sintesis de CoQ en eucariotas

La sintesis de coenzima Q comienza por la formacion de la cabeza polar de acido
hidroxibenzoico y la cola poliisoprenoide lipofilica (Olson and Rudney 1983;
Pennock 1983). El precursor aromatico del anillo bencénico es el acido 4-
hidroxibenzoéico (4-HB) derivado de la tirosina. En levaduras este anillo puede
sintetizarse también desde corismato por la ruta del shiquimato (Goewert, Sippel et
al. 1977). La sintesis de la cola proviene del dimetilalil difosfato y del isoprenil
difosfato, derivado del acetil-coenzima A (acetil-CoA) por la ruta del mevalonato
(Grunler, Ericsson et al. 1994).

La ruta del mevalonato comprende las reacciones comenzando por acetil-coenzima
Ay finalizando en farnesil pirofosfato (FPP), sustrato de la biosintesis de coenzima
Q, colesterol, dolicol y proteinas isopreniladas (Grunler, Ericsson et al. 1994). La
condesacion de tres moléculas de acetil-CoA forman 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
coenzima A (HMG-CoA) por la accién de la acetoacetil-CoA tiolasa y la HMG-CoA
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sintasa. Este producto es sustrato de la HMG-CoA reductasa para formar
mevalonato. Este ultimo paso es considerado el principal punto de regulacién de la
sintesis de colesterol (Gil, Brown et al. 1986; Gil, Goldstein et al. 1986).

En primer lugar la cola poliisoprenoide es ensamblada por la accién de Coqlp
(poliprenil difosfato sintetasa), el cual determina su longitud en funcién del nimero
de isoprenos (Okada 1998). En S. cerevisiae'y Arabidopsis thaliana funciona como
homo-oligdmero, mientras que en S. pombe, raton y humano son heterotetrameros
con dos subunidades, PDSS1 y PDSS2 (Saiki, Nagata et al. 2003; Saiki, Nagata et
al. 2005). La cabeza polar es unida covalentemente a la cola formando acido 3-
poliprenil-4-hidroxibenzoico, reaccion catalizada por Coqg2p (4-HB
polipreniltransferasa), una proteina integral de la membrana interna mitocondrial
orientada a la matriz. A continuacion, el anillo bencénico sufre una serie de
modificaciones que dan lugar finalmente al coenzima Q. El orden de dichas
reacciones no esta definitivamente aceptado.

Dos fosforilaciones y una decarboxilacion del mevalonato forman isopentenil
pirofosfato, precursor del FPP y componente esencial para la biosintesis de dolicol

y de la cadena hidrofébica de CoQ.

Acetil-CoA
HMG-CoA
+ HMG-CoAreduciasa
Tirosina Mevalonato
Isopentenil-PP Transduccion de sefiales
Geranil-PP Proteinas isopreniladas
oliprenil-4-hidroxibenzoato trans-Prenil +
fransr’erasa transferasa
40H-Benzoato Poliprenil-PP Farnesil-PP — Geranilgeranil-PP
Y cis-Prenil Escualeno
transferasa sintasa
Poliprenil-40H-Benzoato Poliprenil-PP Escualeno
Coenzima Q Dolicol Dolicil-P Colesterol

Figura 8. Ruta del mevalonato. La conversion y condensacion del acetato a farnesil-PP y
subsecuente biosintesis de CoQ, colesterol y dolicol. Las enzimas implicadas aparecen en
cursiva.
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El 4-HB proviene del aminoacido tirosina, aunque también puede obtenerse de una
fuente de fenilanina por hidroxilacion a tirosina. Dado que la tirosina es un
aminoacido esencial en células animales, al contrario que en bacterias y levaduras,
la disponibilidad del anillo puede ser limitante en un sistema /in vivo. En el caso de
levaduras y bacterias, el 4-HB puede sintetizarse también a partir de corismato
(Meganathan 2001).

Bacterias y levaduras Eucariotas
COoO"
coo ®
NH,*

N

! o] CO0
OH
. OH
Corismato .
Tirosina
00"
OH
4-HB

Figura 9. Sintesis del 4-hidroxibenzoato en bacterias y eucariotas.

De las nueve proteinas implicadas en la sintesis de CoQ (Coq1-Coq9p), algunas
han mostrado funcién catalitica en la biosintesis, mientras que la funcion de Cog4p,
Cogb6p, Cog8p y Cog9p aun requieren de caracterizacion. Las dos O-metilaciones
de la biosintesis son catalizadas por Cog3p (Poon, Barkovich et al. 1999); la
reaccion de C-metilacion la lleva a cabo una C-metil transferasa, Cog5p (Baba,
Belogrudov et al. 2004); uno de los ultimos pasos de la sintesis de CoQ esta
catalizado por una monooxigenasa, Coq7p, la cual hidroxila el precursor tardio 5-
demetoxiubiquinol (DMQH,) para formar 5-demetilubiquinol, a una sola
modificacion de su forma final, coenzima Q (Tzagoloff and Dieckmann 1990;
Marbois and Clarke 1996).

La proteina Cog6 es una presunta monooxigenasa dependiente de flavina
responsable de la adicion del grupo hidroxi al acido 4-hidroxi-3-poliprenil benzoico

y/o al 6-metoxi-2-poliprenilfenol, dos de los pasos sin caracterizar de la ruta de
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sintesis. COQ8/CABC1, aunque inicialmente se identific6 como ABC7, y se
relaciond con la actividad del complejo bcy, Do y colaboradores demostraron que
era el mismo gen (Do, Hsu et al. 2001) requerido para la biosintesis de coenzima Q
y se ha clasificado como una presunta quinasa (ADCK3) perteneciente a la familia
ADCK quinasas (Leonard, Aravind et al. 1998). La funcién de Coq9p aun se
desconoce y, a pesar de estar representado en el genoma de eucariotas, no
presenta homologia con otras proteinas de funcién conocida.

COOH

?/W = oty

COOH COOH COOH
Coq? Coq3 Coq ? /?\
H R
H
9
HHB °°'6

oH CLK-1 H

H, Coq3 Ho:ér,_'a Coq7 H, Coq5

R
OH
H, |:JW|QH2

Figura 10. Ruta de sintesis de coenzima Q propuesta en eucariotas. Existen 9 proteinas
implicadas en la biosintesis del coenzima Q desde dimetilalil difosfato e isopentenil difosfato.
Las funciones enzimaticas de Cog4, Coq6, Coq8 y Coqg9 no han sido caracterizadas aun. La
longitud de la cola poliisoprenoide (n) varia en funcién de la especie.

La funcion enzimatica de la proteina codificada por el gen COQ4 es completamente
desconocida. Su secuencia peptidica no presenta homologia con dominios
proteicos 0 motivos con actividad enzimatica conocida. En mutantes nulos cog4 los
niveles de las proteinas Coq3 y Coq7 se presentan disminuidos, mientras que no se
afectan en el caso de mutante puntual cog4-7 (Belogrudov, Lee et al. 2001).

Estudios recientes demuestran que la forma nativa de Coq4p, Cog3p, Cogbp y

Coq7p migran como un complejo de alto peso molecular (Marbois, Gin et al. 2005;
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Tran, Marbois et al. 2006). Estos datos sugieren una posible funcién estructural de

Cog4p en el complejo de biosintesis de CoQ.

Por otro lado, levaduras con una mutacién puntual E194K en el gen COQ7
(mutacion de perdida de sentido) acumulan DMQg y el precursor temprano HHB.
Sin embargo, una mutacion sin sentido de cog/en la que la mitad de la proteina se
pierde no produce sintesis de DMQg (Padilla, Jonassen et al. 2004). En el mutante
E194K, de forma analoga a lo que ocurre en el caso del mutante puntual cog4-7,
los niveles proteicos de Coq3p, Cogdp y Cogbp son mayores que en el mutante
nulo. Estos resultados apoyan la idea de que Coq7p es componente esencial de un
posible complejo multienzimatico, y que tanto Coq7p como el DMQg estabilizan
otras proteinas Coq.

3.2. La sintesis de coenzima Q requiere un complejo multienzimatico en S.
cerevisiae.

Multiples son los estudios que evidencian la existencia de un complejo de sintesis
de CoQ vy sin el cual las proteinas que lo conforman se vuelven inestables y son
degradadas. En S. cerevisiae, los mutantes nulos en los genes COQ3-COQ9
acumulan el mismo precursor temprano, el HHB, en lugar de su correspondiente
sustrato (Poon, Marbois et al. 1995), ademas de presentar un descenso de los
niveles proteicos de Coq3-4, Coqg6-7 y Coq9 (Hsu, Do et al. 2000; Belogrudov, Lee
et al. 2001; Baba, Belogrudov et al. 2004; Gin and Clarke 2005; Tran, Marbois et al.
2006). Lo que es mas, dichos mutantes presentan una actividad enzimatica de
Coq3 reducida, a pesar de no verse afectados los niveles de ARNm Hsu (Hsu, Do
et al. 2000).

De forma similar a los mutantes puntuales de COQ4 y COQ7 de levaduras, los
mutantes cog5-2y cog5-5 poseen niveles normales de los péptidos Cog5p (Baba,
Belogrudov et al. 2004). En un estudio se observo la estabilizacién de Coq3p y
Coqg4p en el mutante nulo cog7 mediante la adicion de coenzima Qg exégeno (Tran,
Marbois et al. 2006). Estos resultados son consistentes con la participacion de las
proteinas Coq y quizas de los intermediarios de las rutas catalizadas por estas

enzimas o su producto final, el CoQ, en un complejo multienzimatico.
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QQQQQQ 2P wembrana’

= CoQ
DMQ

Figura 11. Modelo propuesto del complejo de sintesis de coenzima Q en levadura. La
proteina Cog2 posee un dominio trasnmembrana que ancla el complejo a la membrana
interna mitocondrial cara a la matriz. El complejo estaria formado por 6 de las proteinas Coq
asociadas a la membrana a través de Cog2. Otros componentes propuestos del complejo
son el DMQgy el CoQes.

Matriz

Recientemente se ha establecido una relacion fisica entre los péptidos Coqg. En
diversos estudios se ha observado que las proteinas Cog2, Coq3, Cog4, Cog5,
Cog6, Coq7, Cog8 y Coqg9 co-eluyen como un complejo de alto peso molecular,
tanto mediante cromatografia de exclusion molecular como en electroforesis nativa
(Marbois, Gin et al. 2005; Tran, Marbois et al. 2006; Hsieh, Gin et al. 2007). En este
modelo propuesto para el complejo de biosintesis de coenzima Q, Cog2p, el cual
es una proteina transmembrana de la membrana interna mitocondrial, serviria de
anclaje del complejo (Tran and Clarke 2007), aunque no existen evidencias
definitivas de este hecho, y podria encontrarse sujeto por otras proteinas o lipidos

de la membrana.
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4. Regulacién de la biosintesis de coenzima Q en eucariotas
4.1. Regulacién en mamiferos

Aunqgue el coenzima Q se encuentra presente en todas las células y tejidos, lo hace
de manera heterogénea. Los 6rganos con un mayor requerimiento energético,
como el corazén, el musculo o el cerebro, presentan mayores cantidades de CoQ.
La variacién del contenido quindnico en funcion de las necesidades metabdlicas de
la célula indica la existencia de un sistema regulador. Los niveles de coenzima Q
vienen determinados por un balance coordinado entre las enzimas biosintéticas y
catabdlicas, las cuales se expresan en todos los tejidos. Los conocimientos sobre
coémo se regula la biosintesis de novo de CoQ son muy limitados, y menores aun en
el caso de mamiferos en contraposicion con el modelo S. cerevisae, en el cual se

han llevado a cabo la mayoria de estudios.

Los niveles de CoQ varian en respuesta a diversas condiciones fisiolégicas,
experimentales o patoldégicas (Littarru and Tiano 2005). Por otro lado, una
modificacion tanto del nimero como de la morfologia de la mitocondria puede influir
en el contenido quinodnico del tejido sin afectar al metabolismo del coenzima Q.
Este fendmeno se ha observado en el ejercicio y en la adaptacion al frio (Herpin,
Lossec et al. 2002).

El metabolismo lipidico se encuentra regulado por el peroxisoma. Los receptores de
hormona nuclear son factores de transcripcién de union a ADN dependientes de
ligando que pueden controlar la expresidén génica. Los inductores del peroxisoma
son una clase de compuestos que actuan como ligandos de la familia de receptores
esteroideos de los receptores activados por proliferadores del peroxisoma
(PPARa). Este receptor, al unirse el ligando forma un dimero con el receptor
retinoide X (RXRa), dando lugar a un complejo capaz de modular la expresiéon de
ciertos genes. El incremento de los niveles de coenzima Q mediante proliferadores
del peroxisoma (Aberg, Zhang et al. 1996) indican un papel de los receptores
nucleares en la regulacion del metabolismo del CoQ (Turunen, Peters et al. 2000).
Diversos estudios han demostrado que PPARa no es necesario para la sintesis de
coenzima Q, dado que mutantes nulos presentan niveles silvestres de CoQ, pero
es necesario para su induccion durante la proliferacion del peroxisoma (Turunen,

Peters et al. 2000). La deficiencia de RXRa en higado esta asociada a una
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deplecion tanto de los niveles como de la sintesis de novo de CoQ (Bentinger,
Turunen et al. 2003). Mientras que RXRa se requiere para la biosintesis constitutiva
de CoQ y para la induccion por adaptacion al frio, PPARa se requiere para el
incremento de sus niveles bajo induccién de la proliferacion del peroxisoma por di-
etilhexil-ftalato (Wan, Cai et al. 2000; Bentinger, Turunen et al. 2003).

Los niveles de CoQ también se presentan alterados en ciertas enfermedades como
el cancer y la diabetes (Guan, Soderberg et al. 1996). Este incremento se asocia a
un incremento del estrés oxidativo y del dafo causado por ROS y por especies

reactivas de nitrogeno.

Se han descrito diversas drogas cuyo tratamiento produce modificaciones de los
niveles de coenzima Q. La acciéon de algunas drogas quimioterapéuticas esta
asociada a radicales libres y desencadenan una respuesta antioxidante en la
célula. La camptotecina (CPT), utilizada para el tratamiento del cancer, produce un
incremento de los niveles de CoQ1 en diversas lineas tumorales, necesario para la
defensa celular y su supervivencia, ademas de una regulacién positiva de la
expresion de genes COQ y un incremento de los niveles proteicos de Coq7 (Brea-
Calvo, Rodriguez-Hernandez et al. 2006). El incremento de coenzima Q esta
regulado por al menos la expresion de COQ4, COQ7 y COQS8. En estudios
posteriores del mismo autor se describe el primer mecanismo transcripcional
mediado por NF-kB de regulacién de la biosintesis de coenzima Q. El CPT activa la
expresion de COQ7 especificamente a través de una activacion del factor de
transcripcion NF-kB, el cual reconoce dos sitios kB en la regién flanqueante 5’ del
gen (Brea-Calvo, Siendones et al. 2009).

Sin embargo, otras drogas citotdxicas asociadas a un incremento del estrés
oxidativo como la amitriptilina, utilizada en tratamientos antidepresivos, produce
modulaciones en los niveles de CoQ de forma dependiente del tejido. Mientras que
en cerebro, corazén, musculo esquelético y suero los niveles incrementan, el

higado y el pulmén muestran un grave descenso {Bautista-Ferrufino, 2011 #4471.
4.2. Regulacion de la biosintesis de coenzima Qg en S. cerevisiae

La levadura, al ser capaz de realizar un metabolismo fermentativo o respiratorio en

funcion de la fuente de carbono disponible, presenta un patrén de regulacion del
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metabolismo particular. Los niveles de coenzima Q en S. cerevisige estan
directamente correlacionados con el desarrollo de la mitocondria y la disponibilidad
de oxigeno {Pennock, 1983 #4211}. La presencia de glucosa en el medio reprime el
metabolismo repiratorio, disminuyendo los niveles de coenzima Qg (Sippel,

Goewert et al. 1983). Este fendmeno ocurre también en situacion de anaerobiosis.

Durante el crecimiento de la levadura en medio con glucosa como fuente de
carbono, dos de los intermediarios de la sintesis de CoQ son acumulados. Uno es
el precursor temprano 3-hexaprenil-4-hidroxibenzoato (HHB), sustrato primero de
Coq3p. Este paso de la sintesis se ha propuesto como punto de regulacion (Sippel,
Goewert et al. 1983). La adicion de AMP ciclico al medio inhibe la represién por
glucosa de la sintesis de coenzima Qg. Este fendmeno es independiente de la
sintesis de novo de proteinas, puesto que la adicion de cicloheximida no inhibe el
incremento de los niveles de CoQg (Sippel, Goewert et al. 1983). La existencia de
posibles sitios de fosforilacion en Coq3p y la posible actividad kinasa de otra
proteina de la familia COQ como Coq8p (Tauche, Krause-Buchholz et al. 2008)

apoyaria la idea de Cog3p como un punto de regulacion inicial de la ruta.

Dado que la levadura pasa durante el crecimiento en glucosa desde una fase
fermentativa a una fase respiratoria es esperable una modificaciéon de las
necesidades de coenzima Qg. En la fase logaritmica del crecimiento de la levadura,
aproximadamente un 80% del contenido quindnico corresponde a la forma HHB, el
cual se reduce a un 38% en fase estacionaria a favor de un incremento de CoQs.
(Poon, Marbois et al. 1995).

Los niveles de expresion de algunos genes COQ), tales como COQ3, COQ4, COQ5
y COQ7 se modulan frente a un cambio de la fuente de carbono, incrementando los
niveles de ARNm al pasar de medios fermentables a glicerol Marbois (Clarke,
Williams et al. 1991; Marbois and Clarke 1996; Belogrudov, Lee et al. 2001;
Hagerman, Trotter et al. 2002), ademas de un incremento de los niveles proteicos
de Coq7p (Jonassen, Proft et al. 1998).

El gen COQ8 codifica para una potencial quinasa (Leonard, Aravind et al. 1998). El
mutante nulo cog8 presenta una variacion de la composicion del complejo de
sintesis de coenzima Q, en el cual la proteina Cog3 no forma parte de él. Esta

situacion se asocia a modificaciones de la fosforilaciéon de Coq3p, el cual presenta
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en su secuencia peptidica sitios susceptibles de fosforilacion por proteina quinasa A
(Tauche, Krause-Buchholz et al. 2008). En el mismo estudio demuestran que
Coq3p es una fosfoproteina, cuya forma fosforilada desaparece en el mutante cog$,
sugiriendo que Coq8p es requerido para la fosforilacion de Coq3p y su
consecuente union al complejo de sintesis. Otras proteinas se piensa podrian ser
sustrato de Cog8, como por ejemplo Coq9, la cual ya ha sido descrita como
fosfoproteina (Chi, Huttenhower et al. 2007).

En un reciente estudio, diversos mutantes cog8 muestran variaciones en el punto
isoeléctrico de Coq3p, Cogdp y Coq7p de manera dependiente de Coq8p,
sugiriendo a Cog5p y Coq7p como presuntas fosfoproteinas. La complementacién
funcional con el gen homologo humano, ADCK3/CABC1, rescata no solo el
crecimiento en glicerol y parcialmente los niveles de coenzima Q, sino también Ila

fosforilacién de algunas de las proteinas Coq (Xie, Hsieh et al. 2011).

Una serie de estudios evidencian la existencia de otro punto de regulacién de la
ruta de sintesis de coenzima Qg. Existe otro precursor acumulable en la levadura
durante su crecimiento, el DMQg, sustrato de la proteina Coq7, el cual es el
intermediario predominante en la fase logaritmica del crecimiento de la levadura.
Este precursor tardio de la biosintesis de CoQg también forma parte del complejo
de sintesis (Marbois, Gin et al. 2005), pero es incapaz de desempefiar la funcién de
coenzima Q tanto en la respiracion como en la funcion antioxidante (Padilla,

Jonassen et al. 2004).

Santos-Ocafia y colaboradores demostraron la modulacién del contenido de CoQjg
durante el crecimiento mediante la conversion a partir de DMQg a su forma final. El
ratio CoQg/DMQs aumenta en el paso de fase logaritmica a fase estacionaria
(Padilla, Tran et al. 2009). Sippel describié la deplecion de CoQg y DMQg a favor de
un incremento de HHB en presencia de elevadas concentraciones de glucosa
(Sippel, Goewert et al. 1983). Como se ha comentado anteriormente, la expresion
de genes COQ también se modula en funcion de la fuente de carbono,
incrementando los niveles de ARNm en cultivos en glicerol. La expresién de COQ3,
COQ5 COQ7y COQRS8 también aumenta al llegar el cultivo a fase estacionaria. Sin
embargo, en medios con glucosa los niveles de expresién de los genes COQ

permanecen constantes, a excepcion de COQY, sugiriendo que la biosintesis de
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coenzima Qg se sucede en dos pasos diferenciados. En primer lugar y durante el
metabolismo fermentativo, se sintetiza y acumula DMQg, el cual sirve de fuente
para la rapida sintesis de CoQg ante el transito del metabolismo fermentativo a

respiratorio mediante la induccion de la expresion de COQY.

O
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Figura 12. Esquema de los Ultimos pasos de la biosintesis de coenzima Qs. Tras la
condensacion de la cola poliisoprenoide a la cabeza polar para formar HHB, el anillo
bencéncio sufre una serie de modificaciones hasta obtener 5-demetoxiubiquinona (DMQs).
La monooxigenasa Coq7 convierte DMQs en 5- demetilubiquinona, el cual es metilado por la
O-metiltransferasa Coq3 para producir CoQs.

Ante situaciones de estrés, las variaciones del ratio CoQs/DMQg siguen la misma
sintonia. El tratamiento con acido linolénico, un acido graso insaturado oxidante de
membrana, produce un aumento del ratio, asi como de los niveles de ARNm de
COQ3y COQ7 (Padilla, Tran et al. 2009) en respuesta al estrés inducido. Estudios
en células tumorales muestran un incremento similar de la expresion de COQ7 y de

los niveles de coenzima Q ante estrés inducido por camptotecina (Brea-Calvo,
Rodriguez-Hernandez et al. 2006).

La adicion de coenzima Qg exdgeno o la sobreexpresion de COQS en el mutante
cog’/induce la sintesis de novo de DMQg, y en el primer caso ademas estabiliza los

niveles de proteina de Cog3 y Coqg4 sin alterar su expresion (Padilla, Tran et al.
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2009). Estos datos evidencian la presencia de moléculas de coenzima Q en el

complejo de sintesis.

Una hipodtesis para explicar estos datos es la formacion de un precomplejo de
sintesis encargado de la primera etapa de la biosintesis de coenzima Qg, el cual
genera moléculas de DMQg acumulables en la célula. En este precomplejo no
interviene Coq7p, ya que la sobreexpresion COQ8 o la adicion de CoQg en
mutantes cog/ conducen a una acumulacién de DMQg. En la segunda etapa, la
union de Coq7p y posiblemente Cogdp y Coq3p, permite la formacioén del complejo

de sintesis y la conversion de DMQg a coenzima Qg.

4.3. Regulacion de la biosintesis de coenzima Qg por ciclos de fosforilacién de
Coq7p

Estudios llevados a cabo en nuestro grupo aportan una posible regulacion de la
formacién del complejo de sintesis final mediante ciclos de fosforilacion. La
secuencia peptidica de Coq7p presenta 3 potenciales sitios de fosforilacion en
serina/treonina. Asimismo se muestra la implicacion de estos sitios de fosforilacion
en la biosintesis de coenzima Qg (Martin-Montalvo 2009). Se caracteriza a Coq7p
como una fosfoproteina, concordando con las modificaciones del punto isoeléctrico
observadas en otros estudios (Xie, Hsieh et al. 2011). El estado de fosforilacion de
Coqg7 se modifica en respuesta a un cambio de la fuente de carbono, presentando
su estado defosforilado presuntamente activo en medios con glicerol (Martin-
Montalvo 2009).

En este estudio, la modificacién de los sitios de fosforilacion afecta la sintesis de
CoQg, produciéndose un incremento al simular un estado de permanente
defosforilacion, y opuestamente una deplecién al simular un estado fosforilado. Sin
embargo, en ambos casos se observo una disfuncion mitocondrial asociada a una
disminucion de las actividades asociadas a CoQ de la cadena respiratoria, un
incremento de la produccion de ROS y del daio oxidativo, asi como una menor
resistencia a estrés. Consecuentemente, las estirpes con mayor sintesis de CoQg
presentaban una menor longevidad cronolégica que el silvestre, al contrario que la
estirpe que simulaba un estado permanentemente fosforilado (Martin-Montalvo

2009). De este modo se establece un nuevo modelo de la formacion del complejo
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de biosintesis de coenzima Q, en el cual la union de Coq7p al precomplejo

dependeria del estado de fosforilacion del mismo.

La activacién por defosforilacion de Coq7p es llevada a cabo por dos fosfatasas de
la familia PP2C, Ptc6p y Ptc7p. Ambas enzimas son capaces de defosforilar /n vitro
a Coq7p, y los mutantes nulos pfc6'y ptc7 presentan un descenso de los niveles de
coenzima Qg y de las actividades NADH-CoQ reductasa y succinato-CoQ
reductasa, un descenso del ratio CoQg/DMQg, asi como una disminucion del estado
de fosforilaciéon /n vivo de Coq7p. El mutante pfc6 presentaba ademas una
acumulacion de DMQg (Martin-Montalvo 2009).

Los mutantes pic6 y pic/, a pesar de presentar un incremento del consumo de
oxigeno y menor produccion de ROS, indicando un mejor acoplamiento de la
cadena respiratoria, muestran mayor sensibilidad a estrés oxidativo, una mayor
carbonilacion de proteinas, asi como una disminucion de la longevidad cronolégica.
Esto sugiere que existen otras funciones en las que estas fosfatasas se encuentran
implicadas (Martin-Montalvo 2009).
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5. Las fosfatasas celulares

La fosforilacion reversible de proteinas podria considerarse como el mecanismo
mas importante de control celular de transduccion de sefiales (Hunter 1995). En
este proceso, las quinasas son responsables de la adicion de grupos fosfato a
ciertos residuos de amino acidos de la proteina diana, mientras que las fosfatasas
se encargan de eliminar los grupos fosfato. Las enzimas quinasas se han
considerado durante mucho tiempo como altamente especificas de sustrato,
contrariamente a las fosfatasas, las cuales se han considerado como enzimas
mucho mas flexibles, con un elevado nimero de sustratos. Esto ha fomentado el
estudio del mecanismo de accién de las quinasas, y tan solo en los ultimos afos las
fosfatasas han tomado relevancia, en parte consecuencia de que el concepto de
especificidad ha sido cuestionado en diversas ocasiones (Zhang, Maclean et al.
1993; Zhou, Mihindukulasuriya et al. 2002; Meskiene, Baudouin et al. 2003).

5.1. Mecanismos de accién

La fosforilacion reversible y defosforilacion de proteinas es la estrategia mas comun
en las rutas de sefalizacion celular. En el proceso de fosforilacion se produce una
unién covalente de un grupo fosfato a la cadena lateral de un aminoacido. Este
posee dos cargas negativas, provocando cambios estructurales en la proteina
fosforilada. Las proteinas quinasas son las responsables de afiadir uno o mas
grupos fosfatos a partir de una molécula de ATP a determinados residuos de
aminoacidos del polipéptido, mientras que las proteinas fosfatasas se encargan de
eliminar estos grupos fosfatos.

Las quinasas transfieren el grupo fosfato proveniente de una molécula de ATP a un
grupo hidroxilo de una cadena lateral de una serina, treonina o tirosina de un
polipéptido. Esta reaccion se realiza gracias a al a energia liberada por la hidrélisis
del ATP en ADP+Pi. El proceso de fosforilacién es reversible, y de esto se
encargan las proteinas fosfatasas. Estas enzimas eliminan el grupo fosfato

generando un cambio conformacional en la proteina.
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Figura 13. Fosforilacion y defosforilacién de residuos de serinas y treoninas de proteinas en
la célula. La reaccién que cataliza una proteina quinasa afiade un grupo fosfato a la cadena
lateral de un aminoacido, y las proteinas fosfatasas catalizan la eliminacién del mismo.

La mitocondria es un organulo esencial para el metabolismo celular y la
supervivencia, ademas de un sitio de convergencia e integracion de la célua de
rutas de sefalizacion (Horbinski y Chu, 2005; Ravagnan et al., 2002; Newmeyer y
Ferguson-Miller, 2003). En el proteoma mitocondrial se han descrito una amplia
sefalizacion por ciclos de fosforilacion y defosforilacion (Hopper et al., 2006).

5.2. Las familias de fosfatasas

Existen tres familias de fosfatasas en funcién de la especificidad de sustrato y de la
conservacion de dominios cataliticos (Barford, Das et al. 1998):

a. -Tirosina fosfatasas (PTPs), las cuales defosforilan especificamente
residuos de tirosina. Contienen una subfamilia denominada fosfatasas de
especificidad dual (DSPs), que también pueden defosforilar residuos de

serinas y treoninas.

b. -Fosfoproteinas fosfatasas (PPPs), defosforilan residuos de fosfoserinas y
fosfotreoninas. Son enzimas multiméricas, y presenta una subdivision en
tres distintas subfamilias (PP1, PP2A y PP2B) (Cohen 1994).

c. -Fosfatasas dependientes de unién a metales (PPMs), al igual que las
PPPs, defosforilan residuos de Ser/Thre, pero a diferencia de éstas, son
enzimas monomeéricas, requieren de cationes bivalentes como el Mg2+ y el

Mn** para su actividad y son insensibles al acido ocadaico, un inhibidor de
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fosfatasa genérico. Tan solo presenta una subfamilia, las PP2Cs (Klumpp,
Hanke et al. 1994).

5.3. La familia PP2C

Dado que las PP2Cs son enzimas monomeéricas, no existe una subunidad
reguladora de la actividad de las mismas. Su actividad depende de Mn?* y Mgz+,
cuyas concentraciones intracelulares no fluctian sustancialmente en condiciones
fisiolégicas. Por tanto, la regulacion de esta familia de fosfatasas viene dada por
modulaciones en su expresion, por procesos degradativos, sublocalizacion celular

y/o modificaciones post-traduccionales.

En los ultimos afios el numero de miembros de la familia PP2C ha ido aumentado
constantemente, hasta al menos 16 distintos genes en humano que codifican para
22 isozimas diferentes. Existen ortélogos en todos los organismos, plantas, tanto
en procariotas como en eucariotas (Schweighofer, Hirt et al. 2004), lo que indica
que estas enzimas juegan un importante papel en la regulacion celular. Los
miembros de esta familia se han relacionado predominantemente con el

crecimiento celular y la sefalizacion inducida por estrés.

En levaduras de han descrito 7 genes de la familia (P7C7-PT7C7) (Jiang, Whiteway
et al. 2002). Al igual que en el resto de organismos, las PTCs se encuentran
implicadas en la regulacién del crecimiento celular y la sefializacion de rutas de

respuesta a estrés.

Ptcbp y Ptc7p son los dos ultimos miembros descritos de esta familia en S.
cerevisiae, y junto a PtcSp son las unicas fosfatasas PP2C localizadas en la
mitocondria. Aunque se ha descrito un procesamiento de ARNm alternativo de
PTC7 que codifica para un polipéptido con un dominio transmembrana que localiza
en la envoltura nuclear (Ptc7u), donde media el efecto toxico de la latrunculina A
(Juneau, Nislow et al. 2009), un compuesto que interrumpe los filamentos de
actina. La expresion de cada uno de las isoformas depende de la fuente de
carbono. La forma predominante en medio con dextrosa es la nuclear, mientras que
en medio con fuente de carbono no fermentable predomina la forma procesada
(Ptc7s) que localiza en la mitocondria (Juneau, Nislow et al. 2009). Ptc7s presenta

un duplete en SDS-PAGE con una diferencia de tamafio igual o menor a 1 KDa. La

36



La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

modificacién que causa esta diferencia de movilidad no ha sido caracterizada, pero
es remarcable que la banda de menor tamafo es practicamente inexistente en

medios con dextrosa.

La actividad del complejo de la piruvato dehidrogenasa (PDH) en S. cerevisiae esta
regulada por ciclos de fosforilacion, en el que se encuentran implicadas al menos
dos quinasas y dos fosfatasas. Una de las fosfatasas, denominada también Ppp2p,
es Ptc6p. La deleccidon de P7C6 disminuye drasticamente la actividad del complejo
de la piruvato dehidrogenasa (PDH), y la subunidad a de la PDH (Pdalp) presenta
una hiperfosforilacién, disminuyendo la conversién de piruvato a acetil-CoA (Gey,
Czupalla et al. 2008). En este estudio destacan la posibilidad de un papel adicional
de Ptc6p, puesto que el crecimiento en fuentes de carbono no fermentables afecta
con mayor gravedad al mutante pfc6 que al mutante pda?7.

YPD YPG YPE YPL YPO

Figura 14. Procesamiento del ARNm de
PTC7 en S. cerevisige. La expresion de

Pm{i . - “ - ( PTC7 esta regulada por la disponibilidad de
|

fuente de carbono. Las estirpes se
cultivaron en medios YP con: 2% dextrosa
(YPD), 2% glicerol (YPG), 1.5% etanol

prrs| - — - - - S (YPE), 2% lactosa (YPL) o sin fuente de

carbono (YPQ).

Ptc6bp se identific6 en un estudio como Auplp, una proteina con una relacion
sintética con la quinasa especifica de autofagia Atg1p. El mutante aup7 muestra un
defecto la degradaciéon dependiente de vacuola de la aconitasa (proteina
mitocondrial) en un ensayo de mitofagia en fase estacionaria (Tal, Winter et al.
2007), mientras que un analisis con un constructo GFP mitocondrial mostré tan solo
un ligero efecto de el transporte de GFP a la vacuola (Abeliovich 2011). Bajo
condiciones de induccién de mitofagia en fase estacionaria, el mutante aup7
acumula mayores cantidades de proteinas oxidadas (Tal, Winter et al. 2007), lo que
sugiere, junto a los datos previos, que Aup1p esta implicado en la segregacion de
componentes mitocondriales defectuosos en el compartimento despolarizado, pero
no para el proceso de sefalizacion y de englobamiento (Abeliovich 2011).

La ruta de sefalizacion retrograda (RTG) es un mecanismo de sefalizacion desde

la mitocondria al nucleo. Recientemente de han publicado datos que implican a
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Aup1p en la regulacion de la RTG. El mutante aup7 presenta un defecto de la
translocacion al nucleo del factor de transcripcién Rtg3p durante la mitofagia en
fase estacionaria (Journo, Mor et al. 2009). Este hecho es de especial relevancia

para explicar la implicacion de Aup1p en la mitofagia.

Los datos existentes sobre Ptc7p no abarcan un conocimiento tan amplio como en
el caso de Ptc6p. Esta proteina se identifico en el 2000 y se analizé su expresion
endogena en levadura, observandose una regulacién a través del promotor ACT7,
tras cambios en la fuente de carbono del cultivo (Ramos, Guldener et al. 2000). Los
niveles de ARNm son mayores en cultivos en etanol que en galactosa, y casi
indetectables en glucosa. En condiciones estandar, el mutante pfc/ muestra un
crecimiento similar al silvestre independientemente de la fuente de carbono. Sin
embargo, en condiciones de baja concentracién de oxigeno, mientras su capacidad
fermentativa permanece intacta, es capaz de crecer en dextrosa a niveles del
silvestre, pero no en medios con etanol o glicerol (Ramos, Guldener et al. 2000).

Q@Q@Q@Q@Q@Q@Q@QQ

| interna,

0 =P Matriz

Figura 15. Regulacion de la formaciéon del complejo de biosintesis de coenzima Qe en S.
cerevisiae. La union del precomplejo de sintesis a Coq7 es inhibido por la fosforilacion de
tres residuos de Ser/Tre de dicho polipéptido. En respuesta a distintos estimulos, bien Ptc6p
o Ptc7p defosforila a Coq7p, permitiendo la formacion del complejo final de biosintesis y el
consecuente procesamiento de DMQg a CoQs.

En un estudio de genes afectados por estrés osmoético sostenido se detecté a P7C7
como candidato. Mediante un analisis de expresion, se observd un relacion
sintética con una MAP quinasa conocida implicada en la respuesta a alta
osmolaridad por glicerol (HOQG). La induccién de la expresion de P7C7 observada

en condiciones de estrés osmatico no se hallé en el mutante Aog7. De este modo,
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PTC7 presenta una activacion dependiente de HOGT tras sufrir estrés osmotico
(Runner and Brewster 2003).

La expresion de P7C7también se encuentra regulada por el factor de transcripcion
Hcmlp. En un reciente estudio describen la interaccion de este factor de
transcripcion con la histona deacetilasa Sir2p, de la cual depende para su
translocacion al nucleo en respuesta a estrés oxidativo. La sobreexpresion de
Hcm1p deriva en un incremento de la masa mitocondrial, del consumo de oxigeno y
resistencia a estrés oxidativo, probablemente por la regulacion positiva de las
actividades de la catalasa y la Sod2p. Describen como diana de Hcm1p las rutas
involucradas en la bioenergética mitocondrial, y sugieren un posible papel de este
factor de transcripcion en el transito del metabolismo fermentativo al respiratorio

(Rodriguez-Colman, Reverter-Branchat et al. 2010).

En nuestro laboratorio se ha sugerido una doble funcion de Pic6p y Pic7p,
regulando la biosintesis del coenzima Qg en la fase postdiauxica de crecimiento
(metabolismo respiratorio), y ejerciendo otro papel durante la fase estacionaria. En
la regulacién de la sintesis de CoQg, Ptic6bp parece responder a estimulos de
cambio de fuentes de carbono, mientras que Ptc7p responde en mayor medida a
estimulos de estrés (Martin-Montalvo 2009). Este hecho podria explicar la ausencia
de homdlogos en eucariotas superiores de P7C6, mientras que PTC7 se conserva

a lo largo de la filogenia.
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6. La autofagia como respuesta a condiciones cambiantes y eliminacion de
dafios.

La autofagia (del griego auto, uno mismo, y fagos, comer) es un proceso catabolico
conservado evolutivamente que conlleva el secuestro de componentes
citoplasmaticos y su envio a los lisosomas para su posterior degradacion. El
concepto de autofagia se utilizd por primera a principios de los 60 por de Duve para
describir la presencia de vesiculas de simple o doble membrana que contienen
partes de citoplasma y organulos en diversos estados de degradacion (De Duve
and Wattiaux 1966).

Ante una escasez de nutrientes, la autofagia permite una degradaciéon de los
propios componentes celulares y un reciclaje de moléculas esenciales. Ademas de
participar en este proceso, la autofagia esta implicada en la proteccion frente a
diversas patologias (enfermedad de Parkinson, Alzheimer, cancer, etc), en el

mantenimiento de la homeostasis celular y en el desarrollo.
6.1. Tipos de autofagia

En células eucariotas, el proceso de autofagia se puede dividir en tres grandes
subgrupos en funcién de la ruta de envio del material celular a los lisosomas
(Massey, Kiffin et al. 2004; Klionsky 2005): macroautofagia, microautofagia y
autofagia mediada por chaperonas (CMA). Tanto en la macroautofagia como en la
microautofagia se produce una reorganizacion dinamica de membrana para atrapar
porciones de citoplasma, siendo capaces de secuestrar grandes estructuras como
organulos enteros (Abeliovich and Klionsky 2001). En la macroautofagia, el
secuestro del material celular sucede mediante la formacion de vesiculas de doble
membrana, las cuales se fusionan posteriormente al lisosoma/vacuola. El
mecanismo de accion de la microautofagia es considerablemente diferente. En este
caso se produce un secuestro del material celular en la superficie del lisosoma
mediante invaginacion de la propia membrana lisosomal (Kim and Klionsky 2000).
En ambos casos, la membrana producida en el cuerpo autofagico es degradada
junto al cargo en el lumen del lisosoma. Por otro lado, la CMA no requiere una
reorganizacion de membrana. En este tipo de autofagia se translocan de forma
especifica al lumen del lisosoma proteinas solubles desplegadas a través de

chaperonas y un receptor unido a la membrana lisosomal (Kon and Cuervo 2010).
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Este ultimo tipo de autofagia se ha identificado en eucariotas superiores, pero no

en levadura.

Lisosoma L
Microautofagia ¢ o Autofagia mediada
L2 por chaperonas
; .S

Fagoforo Autofagosoma

Figura 16. Tipos de autofagia en eucariotas superiores. Existen tres tipos de autofagia: (1)
microautofagia, (2) macroautofagia y (3) autofagia mediada por chaperonas (CMA).

Todos los componentes citoplasmaticos, desde proteinas y acidos nucleicos hasta
organulos, pueden ser secuestrados por los autofagosomas, aunque hasta hace
poco no estaba claro si estos organulos eran degradados de manera selectiva o no.
Recientes estudios, muchos de ellos desarrollados en levadura, han descrito
diversos subtipos de macroautofagia selectiva de mitocondrias (mitofagia),
peroxisomas (pexofagia), reticulo endoplasmico (reticulofagia), agregados de
proteinas (agrefagia), ribosomas (ribofagia), patégenos invasivos (xenofagia) y de
gotas lipidicas (lipofagia) (Lemasters 2005; Bernales, Schuck et al. 2007; Klionsky
2007; Kraft and Peter 2008). En levadura existe ademas una ruta de sefalizacién
del citoplasma a la vacuola (ruta Cvt) en la que se adapta el proceso de autofagia a

un fin biosintético (Klionsky, Cueva et al. 1992). En esta ruta se translocan al
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menos dos hidrolasas, la aminopeptidasa 1 (Apel) y la y-manosidasa (Ams1) a la

vacuola utilizando la maquinaria autofagica.
6.2. Funciones de la macroautofagia

La macroautofagia se encuentra activa en niveles basales para el reciclaje de
proteinas de vida media larga y para la eliminacion de organulos redundantes o
danados, lo cual puede ser la conexion entre autofagia e incremento de la
longevidad (Levine and Klionsky 2004). Sin embargo, este proceso de degradacion
puede inducirse ante diversas condiciones de estrés como la privaciéon de
nutrientes, calor y estrés oxidativo. Ademas, la macroautofagia ejerce un papel
esencial en el desarrollo y diferenciacion celular (Levine and Klionsky 2004), en
diversas enfermedades como el cancer y enfermedades neurodegenerativas
(enfermedad de Parkinson, Alzheimer y Huntington) (Huang, Reggiori et al. 2007,
Mizushima, Levine et al. 2008) y en la eliminaciéon de patégenos invasivos como
bacterias y virus (Levine and Deretic 2007). Asimismo, en ausencia de apoptosis, la
macroautofagia podria ejercer un papel relevante en la muerte celular programada
de tipo Il, durante la cual se acumulan vacuolas autofagicas, aunque actualmente
se piensa que, en células con una maquinaria apotética intacta, la autofagia es
fundamentalmente un mecanismo supervivencia mas que de muerte celular (Levine
and Yuan 2005).

Las funciones generales admitidas para la autofagia en levaduras se centran en la
funcion de reciclado de componentes celulares previo a la entrada de la célula en
fases de resistencia como la esporulacion o la fase estacionaria de crecimiento,
actuando principalmente como mecanismo de supervivencia. La ausencia de genes
como ATGZ2 (Briza, Bogengruber et al. 2002) impide la esporulacion. Este proceso
es una respuesta de resistencia de las células en entornos pobres en nutrientes y
permite que la célula resista a largos periodos de inanicion (Barth and Thumm
2001). En células haploides la respuesta ante estas condiciones es la entrada en
un proceso de resistencia denominado fase estacionaria (Werner-Washburne,
Braun et al. 1993) que reduce el metabolismo celular al minimo y se adoptan
diversos cambios metabdlicos que permiten la extension de la longevidad de tipo
cronoldgico (Lin, Manchester et al. 2001), una medida de la resistencia ante un

entorno pobre en nutrientes (Alvers, Fishwick et al. 2009). En ambos casos es
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requerida la respiracién celular, una funciéon caracteristica de la mitocondria y

objeto de degradacion via autofagia.
6.3. Maquinaria molecular del proceso de macroautofagia

La macroautofagia se inicia con la formacién de una vesicula de doble membrana
mediante que engloba el material a degradar, formando una estructura denominada
autofagosoma. Esta vesicula de doble membrana se fusiona posteriormente al
lisosoma, formando el autolisosoma, para proceder a la degradacién y el reciclado

del cargo mediante hidrélisis en el lumen lisosomal.

Actualmente se acepta que el proceso de la macroautofagia es inducible, siendo el
unico proceso de trafico de membrana con esta naturaleza. Los inductores més
comunes de la autofagia son la falta de nutrientes (nitrégeno o carbono) y algunos
antibidticos macrolidos como la rapamicina. La autofagia se activa al perderse la
inhibicion producida por la quinasa TOR (farget of rapamycin) (Carrera 2004) que
en condiciones 6ptimas nutricionales reprime la autofagia. En el caso de células de
mamifero, el mecanismo de induccién a través de mTor (homdlogo de mamiferos
de la quinasa de levadura TOR) es algo mas complejo. En este caso mTor
responde, ademas de a cambios nutricionales, a estimulos hormonales como la
insulina y el factor de crecimiento similar a insulina-1 (IGF1) (Meijer and Codogno
2006).

De este modo, esta ruta dinamica puede dividirse en una serie de pasos
consecutivos, comenzando por la induccion, reconocimiento del cargo, nucleacién
del autofagosoma, elongacion y finalizacién del autofagosoma, fusion del
autofagosoma al lisosoma/vacuola, degradacion del autofagosoma y del cargo, y
finalmente el reciclaje de las macromoléculas resultantes (Huang, Reggiori et al.
2007).

En el modelo de levadura se llevé a cabo la primera caracterizacion de la autofagia
a nivel molecular y todos los genes implicados forman la serie ATG. Estos genes
estan conservados en la mayor parte de los organismos estudiados (Huang and
Klionsky 2002; Klionsky 2007).
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6.4. La degradacion selectiva de mitocondrias por macroautofagia

En las células eucariotas, las mitocondrias son la fuente principal de ATP, ademas
de ser un organulo esencial para el crecimiento celular y la supervivencia en el
medio aerdbico. Asi mismo, las mitocondrias juegan un papel crucial en el proceso
de muerte celular programada (Nieminen 2003). Una consecuencia de la actividad
mitocondrial es la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como son el
superoxido, peroxido de hidrégeno y radicales hidroxilos. Estos ROS producen
dafios en proteinas, lipidos y acidos nucleicos e inician las reacciones de
peroxidacién. Un dafo en las proteinas y ADN mitocondriales produce una mayor
generacion de ROS, y la acumulacion de dafo mitocondrial esta asociado al
envejecimiento, cancer y enfermedades neurodegenerativas. Como consecuencia,
la célula ha desarrollado mecanismos especificos para asegurar un control de la
calidad de éste organulo. Por otro lado, la célula es capaz de degradar
selectivamente las mitocondrias que presenten una acumulacién de dafo excesivo
para los sistemas de reparacion. Para mantener la masa mitocondrial, se produce
un reciclaje, y las nuevas mitocondrias se generan por fision binaria de
mitocondrias pre-existentes, como en la divisién de las bacterias. En este sentido,
aunque la mitofagia pueda considerarse como un proceso de degradacion,
realmente se considera como un elemento mas del ciclo mitocondrial (Twig, Elorza
et al. 2008) donde las nuevas mitocondrias producidas por fision se despolarizan y
pasan por un control de calidad que si no es superado las lleva a su degradacion
por autofagia (Twig and Shirihai 2010). Esta funcién mantiene un equilibrio entre
biogénesis y degradacion, el cual puede verse alterado ante una disfuncion
mitocondrial. En este caso, la deficiencia de coenzima Q en fibroblastos de
pacientes conduce a una mitofagia masiva (Rodriguez-Hernandez, Cordero et al.
2009) que se entiende como un mecanismo descontrolado y por tanto patologico de
eliminacion de mitocondrias defectuosas. En otros casos, la mitofagia ha
demostrado ser un mecanismo de detoxificacién tras la ingesta de alcohol ya que
bloquea la despolarizacion mitocondrial y la acumulacion de lipidos, dos efectos
producidos por el etanol en los hepatocitos (Ding, Li et al. 2011). Este efecto sobre
la eliminacién de los acumulos de lipidos ha permitido relacionar la regulacion del
metabolismo de lipidos con la macroautofagia (Singh, Kaushik et al. 2009). Otras

funciones de la mitofagia son requeridas en procesos de desarrollo, como es el
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caso de la maduracion de reticulocitos (Mortensen, Ferguson et al. 2010). En

conjunto, todo sugiere un mecanismo selectivo, pero no exento de debate.

En la actualidad, existe este debate alrededor de la existencia de una mitofagia
selectiva o genérica, que se ha inclinado hacia la coexistencia de los ambos
modelos tanto en levadura (Kissova, Salin et al. 2007) como en otros organismos

(Kim, Rodriguez-Enriquez et al. 2007).
6.4.1. La mitofagia en S. cerevisiae

En la levadura, la mitofagia posee un importante papel en la eliminacion del exceso
de mitocondrias, aunque no existen evidencias de su implicacién en el control de
calidad mitocondrial (Kanki, Klionsky et al. 2011). La mitofagia se induce, no solo
ante una privacion de nutrientes, sino también en fase estacionaria en medios con
fuentes de carbono no fermentables, cuando disminuyen los requerimientos
energéticos celulares y es necesario eliminar el exceso de la masa mitocondrial
generada previamente. Sin embargo la mitofagia permanece bloqueada en medio
con lactato como fuente de carbono, aun en condiciones de privacién de nitrogeno
(Kanki and Klionsky 2008).

Aunque la mitofagia requiere la mayor parte de las proteinas Atg, existen
componentes especificos de la degradacion selectiva de mitocondrias.

Atg1p es una proteina quinasa implicada en la iniciacion de la autofagia y necesaria
para la mitofagia especifica, aunque se ha descartado que su actividad quinasa
esté implicada en la activacion de la mitofagia (Abeliovich, Zhang et al. 2003). La
fosforilacién de dicha proteina mediante la proteina quinasa dependiente de AMP
Hog1p es necesaria para la activacion de la mitofagia.

La proteina Uth1p es una proteina sin funcién conocida localizada en la membrana
mitocondrial externa (Velours, Boucheron et al. 2002) aunque no se ha precisado
su orientacion en dicha membrana. La ausencia de Uth1p induce resistencia a
rapamicina y a la privacion de nutrientes (Kissova, Deffieu et al. 2004). Su papel en
la mitofagia se demostré al no detectarse degradacion de marcadores
mitocondriales en mutantes wu#h7, aunque si se pudo demostrar el mantenimiento

de la ruta autofagica clasica.
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En un andlisis masivo de genes implicados en mitofagia en levadura se identifico la
proteina Atg32. La delecién de A7TG32 produce un defecto en la degradacion de
mitocondrias sin afectar a la autofagia de otros organulos (Kanki, Wang et al. 2009;
Okamoto, Kondo-Okamoto et al. 2009). Esta proteina se localiza en la membrana
externa de la mitocondria, mostrando el dominio carboxi-terminal al espacio
intermembrana, y el dominio amino-terminal orientado hacia el citosol (Okamoto,
Kondo-Okamoto et al. 2009). Atg32p se une a las proteinas Atg11 y Atg8. Atg11p
es una proteina que interactua con proteinas receptoras del cargo para la autofagia
selectiva, lo cual hace pensar que Atg32p sea el receptor en la mitofagia (Kanki,
Wang et al. 2009). Dicha interaccion incrementa especialmente ante una privacion
de nutrientes (nitrégeno). Atg8p es un componente del autofagosoma involucrado
en la expansiéon del mismo. Su ausencia no produce un efecto apreciable en la

actividad o morfologia mitocondrial.

Otra proteina determinada en el analisis génico relacionada con la mitofagia es
Atg33p (Kanki, Wang et al. 2009). Esta proteina sin funcion conocida localiza en la
membrana mitocondrial externa orientada hacia el citosol, y su delecién bloquea la
mitofagia en mayor medida al alcanzar la fase estacionaria, aunque también se
encuentra afectada ante una privacion de nitrégeno. Ptc6p (también conocida como
Aup1) también esta implicado en la degradacién selectiva de mitocondrias en fase
estacionaria (Tal, Winter et al. 2007) mediante una regulacién por defosforilacion
del factor de transcripcion de la respuesta retrograda RTG3 (Journo, Mor et al.
2009).

6.4.2. La mitofagia en células de mamifero

Aunque la autofagia es un proceso que sucede en todos los tipos celulares en
condiciones fisiologicas para el mantenimiento de las estructuras sin necesidad de
ningun estimulo, también es un proceso susceptible de induccién. Existen multitud
de condiciones bajo las cuales se dispara la autofagia, como es la privacion de
nutrientes, produccién de especies reactivas de oxigeno o diversos farmacos
(Lemasters 2005). Un estimulo comun en el disparo de la mitofagia es la pérdida de
potencial mitocondrial y un incremento en los niveles de ROS.

En células de mamifero se conocen hasta ahora dos procesos diferenciados de

estimulacién de la mitofagia: Nix/BNIP3L, implicado en la eliminacién de la masa
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mitocondrial en la maduraciéon de los eritrocitos, y el sistema PINK1-Parkin,
involucrado en el reciclaje de mitocondrias dafadas (Youle and Narendra 2011) e

intimamente relacionado con patologias como la enfermedad de Parkinson.

Nix, miembro de la familia de proteinas Bcl-2, es una proteina localizada en la
membrana externa mitocondrial, desde donde interactia con LC3, el ortélogo en
mamiferos de la proteina de levadura Atg8. El estimulo de disparo de la mitofagia
en la fase terminal de la maduracion de los eritrocitos aun resulta desconocido. Se
piensa que Nix podria ser el homoélogo de Atg32p en mamiferos, aunque no se

conoce si éste necesita un adaptador para su deteccion por el autofagosoma.

Cuando un incremento de los niveles de ROS, un agente desacoplante (como el
CCCP) o danos en el ADNm producen la despolarizacion de la mitocondria, la
putativa proteina quinasa dependiente de PTEN-1 (PINK1) se acumula en la
membrana externa mitocondrial. En ese momento, PINK1 incorpora a Parkin
(PARK2), una ubiquitina ligasa E3, a la mitocondria dafiada, donde ésta ubiquitina
ciertas proteinas de la superficie mitocondrial (Geisler, Holmstrom et al. 2010;
Geisler, Holmstrom et al. 2010; Matsuda, Sato et al. 2010; Matsuda and Tanaka
2010) como VDACT1 (porina) o las mitofusinas 1 y 2 (Mfn1/2), previniendo asi la
fusion de mitocondrias dafiadas con otras sanas. La ubiquitinacién produce la unién
de proteinas adaptadoras como p62 y la histona deacetilasa 6 (HDACS6) (Lee,
Nagano et al. 2010), las cuales permiten el secuestro del cargo ubiquitilado en los
autofagosomas mediante unién a LC3 (Pankiv, Clausen et al. 2007) para su
degradacion.

6.5. Mitofagia y deficiencias de coenzima Qg

La deficiencia de coenzima Q estad asociada a variedad de patologias. Analisis de
fibroblastos de pacientes con deficiencias de CoQqo muestran defectos en el estado
metabdlico celular. En estas células se han encontrado no sélo una deficiencia en
las actividades de la cadena respiratoria, sino también un incremento en la
produccion de ROS, disminucién del potencial de membrana y activacion del poro
de permeabilidad transitoria mitocondrial -MPTP- (Rodriguez-Hernandez, Cordero
et al. 2009) (Cotan, Cordero et al. 2011). Recientes estudios en fibroblastos de
pacientes con déficit de CoQqq demuestran la existencia de una activacién del

proceso selectivo de degradacion de la masa mitocondrial, mitofagia, como
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mecanismo protector de la célula, dado que su inhibicién resulta en muerte por
apoptosis. Este proceso puede prevenirse con tratamientos antioxidantes o
inhibiendo el MPTP con ciclosporina (Rodriguez-Hernandez, Cordero et al. 2009),
lo cual indica que su activacion es debida al dafio generado por las especies
reactivas de oxigeno generadas en mitocondrias disfuncionales y por la pérdida de

potencial.

La mitofagia ejerce un importante papel en el mantenimiento de la homeostasis y
en la eliminacién de mitocondrias dafiadas, y en la deficiencia de coenzima Q
resulta de vital importancia para la superivencia celular (Rodriguez-Hernandez,
Cordero et al. 2009; Cotan, Cordero et al. 2011)
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7. La sintesis de coenzima Q, cruce de caminos entre bioenergética celular, el
reciclado de componentes celulares y la longevidad celular.

Como se ha comentado anteriormente, el mayor handicap en el tratamiento de
aquellas patologias que cursan con un déficit de CoQq es la baja biodisponibilidad
del mismo, resultando en diversas ocasiones ineficaz la complementacién en la
dieta para la mejoria del paciente. De este problema nace la necesidad de nuevas
vias de estudio para tratamientos enfocados a incrementar los niveles enddégenos
del paciente, con el fin de obtener no sélo un incremento de los niveles, sino
también un CoQq, funcional y en la correcta localizacién para ejercer su actividad.
Por ello, en los ultimos afnos un mayor numero de estudios relativos a la regulacion

de la biosintesis de coenzima Q se han llevado a cabo.

La conservacion de una enzima fosfatasa desde levadura, pasando por insectos y
nematodos, hasta mamiferos, incluido Homo sapiens, implicada en la regulacion
positiva de la sintesis de coenzima Q, convierte a Ptc7 en una susceptible diana
para la busqueda de farmacos que incrementen su actividad.

Un aumento de la actividad de PPTC7 incrementaria la funcion mitocondrial en dos

posibles vias;

a. Mediante un aumento de la disponibilidad de coenzima Q. Ello afectaria de
forma particular a pacientes con deficiencia de coenzima Q y de forma

general a pacientes con deficiencia mitocondrial.

b. Activacion de procesos de reciclado de componentes celulares como la
autofagia y/o mitofagia. La eliminacion de organulos inservibles o dafiados

podria contribuir a una mejora de pacientes con deficiencia mitocondrial.

De manera general un incremento de los niveles de coenzima Q inducido por un
incremento de la actividad de PPTC7 podria paliar la pérdida producida durante el
envejecimiento. Recientemente, la autofagia se ha asociado a la lista de procesos
que regulan o modulan el proceso de envejecimiento (Barnett and Brewer 2011;
Hubbard, Valdor et al. 2011; Markaki and Tavernarakis 2011; Santos, Correia et al.
2011). Ello potencia aun mas el potencial papel de PPTC7 como cruce de caminos
en la regulacion del metabolismo bienergético. Sin embargo, los datos disponibles

sobre la actividad de PPTC7 corresponden al ortélogo en levadura. Se hace
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necesario caracterizar la funcién, desconocida en este momento, de la proteina
PPTC7 humana, demostrar su funcion molecular como una fosfatasa, y demostrar
su implicacion en la regulacién de la bioenergética mitocondrial y su papel en la

iniciacion o transmision de sefiales activadoras de la autofagia/mitofagia.

Estos son las cuestiones a las que intenta responder este trabajo.
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OBJETIVOS

El propdsito de esta tesis es elucidar los mecanismos a través de los cuales la
célula regula la biosintesis de coenzima Q1o. Para afrontar este estudio, y

basdndonos en datos previos, se han desarrollado los siguientes objetivos:

Caracterizar a la proteina PPTC7 como una fosfatasa mitocondrial.
2. Dilucidar la participacion de PPTC7 en la regulacion de la sintesis de
coenzima Qg en células humanas.
3. Determinar la funcién de PPTC7 en la iniciacion y/o regulacion de la
autofagia/mitofagia.

4. Relacionar la funcion autofagica de PPTC7 con la bioenergética celular.

51



La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

52



La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

RESULTADOS y DISCUSION

1. Caracterizacién de Pptc7 como una fosfatasa mitocondrial.

Desde finales de los 90, cuando se describié el primer caso de una patologia
asociada a un defecto en la sintesis de coenzima Qo (Bentinger, Grunler et al.
1998), los tratamientos aplicados se han limitado a la complementacion con CoQqq
exdégeno o moléculas analogas de menor hidrofobicidad. Los resultados obtenidos
de estas terapias, a pesar de que en algunos casos los pacientes presentaron
mejoria, no han sido satisfactorios en todos los casos (Aure, Benoist et al. 2004), lo
cual se debe en parte a la dificultad de esta molécula hidrofébica de atravesar la
barrera hematoencefalica. En los ultimos afios, la regulacién de la biosintesis de
coenzima Q ha sido objeto de estudio debido a un creciente interés en la obtencion
de nuevas formas alternativas a la complementacion con CoQqq en la dieta para el
tratamiento de aquellas enfermedades que cursen con un déficit del mismo. La
mayoria de los estudios se han generado utilizando Saccharomyces cerevisiae
como modelo, y pocos datos de los mecanismos moleculares implicados en la

regulacion de sintesis de coenzima Q se han obtenido en células de mamifero.

Se han descrito algunas drogas que afectan a los niveles de coenzima Q4y, como
es el caso de la camptotecina, que regula la expresiéon de COQ7 en células
tumorales a través del factor de transcripciéon NF-kB, incrementando los niveles de
CoQyq (Brea-Calvo, Siendones et al. 2009). La proteina codificada por este gen
participa en la modificacion de un precursor tardio de la biosintesis de CoQ, y ha
sido descrita como punto de regulacion de la ruta en levadura (Padilla, Tran et al.
2009). Recientemente, trabajos de nuestro grupo han caracterizado en levaduras
un sistema dual de regulacion de la actividad de Coq7p por ciclos de fosforilacion,
mediante el cual dos enzimas fosfatasas, Ptc6p y Ptc7p, activan esta
monooxigenasa, permitiendo el transito del precursor tardio DMQg acumulado a
CoQg (Martin-Montalvo 2009).

Un sistema analogo de regulacion ya ha sido descrito en la mitocondria asociado a
la glucdlisis y el ciclo del acido tricarboxilico, dos grandes rutas de generacién de
energia. En S. cerevisiae, el complejo de la piruvato dehidrogenasa (PDH)
permanece inactivo por la fosforilacién de dos quinasas, y se activa por la accion de
dos fosfatasas (Gey, Czupalla et al. 2008), una de las cuales es Ptc6p. En
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humanos este sistema estd compuesto por cuatro quinasas especificas de tejido y
dos fosfatasas (Strumilo 2005), aunque no existe homologia entre ninguna de ellas

y Ptc6p de levadura, a pesar de pertenecer a la misma familia.

En un analisis bioinformatico, mediante alineamiento de las secuencias peptidicas
de Ptc6p y Ptc7p frente a una base de datos de polipéptidos (Basic Local Alignment
Search Tool, BLAST-p, en NCBI), se encontraron homoélogos en eucariotas
superiores tan sélo de P7C7 (Figura 1.1). El gen que codifica para la fosfatasa
Ptc6p se conserva solamente en el genoma de representantes del reino Fungi.

PTC6
Z. rouxii (0.2231)

4‘_‘ C. glabrata (0.2010)

A. gossypii (0.2067)
S. cerevisiae (0.2458)
C. lusitaniae (0.1993)

C. dubliniensis (0.2122)
P. pastoris (0.2842)

S. japonicus (0.2179)
‘ S. pombe (0.2218)

A. niger (0.3501)
U. maydis (0.3832)

PTC7

H. sapiens (-0.0020)
ﬁs. scrofa (0.0020)

C. familiaris (-0.0012)
L. salmonis (0.2993)
ﬁ D. melanogaster (0.2257)

C. elegans (0.3103)

R S. pombe (0.3525)
K. lactis (0.2409)
S. cerevisiae (0.2204)
O. sativa (0.3594)

L— 1. punctatus (0.0508)
D. rerio (0.0149)
G. gallus (0.0159)
M. musculus (0.0000)
B. taurus (0.0000)
R. norvegicus (0.0000)

Figura 1.1. Arbol filogenético de PtcBp y Ptc7p. La proteina Ptc7 esta conservada en
eucariotas, desde levaduras, pasando por nematodos e insectos, hasta humano. Por el
contrario, Ptc6p se restringe al reino Fungi.

Los andlisis previos de expresion de PTC6y PTC7, junto con la literatura existente,

apuntan a que este sistema doble no actia al mismo tiempo, sino que cada una de
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las fosfatasas responde a diferentes estimulos. En el caso de Ptc6p parece actuar
en respuesta a cambios de la fuente de carbono o en el transito de la fase de
crecimiento exponencial a la fase estacionaria, mientras que Ptc7p parece
responder mejor a estimulos de estrés. Esto puede explicar el mantenimiento en la
filogenia tan sélo de P7C7, puesto que Ptcbp podria estar regulando diversas rutas
implicadas en el cambio metabdlico, de la fermentacién a la respiraciéon, fendmeno

que se pierde en el metabolismo de eucariotas superiores.

La literatura sobre Pptc7 y sus funciones en eucariotas superiores es escasa,
siendo la mayoria producto de estudios de variaciones de expresidén génica a gran
escala. En el primer estudio desde la aparicion en la base de datos de su
secuencia, Linslay y sus colegas la identifican como una proteina fosfatasa 2C
activada en células T (TA-PP2C). En su trabajo encuentran una regulacion positiva
de su expresion durante la activacion de linfocitos T (Mao, Biery et al. 2004), y que
se encuentra co-regulado con el transcrito interleucina-2 (IL-2). De los genes
identificados, se centran en aquellos con funcién desconocida, de los que resultan
cuatro candidatos, TA-PP2C y otros tres que previamente se habian relacionado
con el metabolismo del ciclo del acido citrico. Mas adelante, durante el desarrollo
de esta tesis, aparecen dos trabajos que relacionan a PP7C7 con mecanismos de
supervivencia y con una actividad antitumoral. En 2008 Saito et al. realizan un
andlisis de expresién génica en células B maduras tras un tratamiento con el factor
de activacion de células B (BAFF), observando un incremento del transcrito de
PPTCY/7. Este factor esta relacionado con la supervivencia y la maduracion de las
células B. BAFF inhibe la apoptosis en estas células y activa a NF-kB, aumentando
la expresién de BCLZ2y otros genes de supervivencia (Saito, Miyagawa et al. 2008).
Un afio mas tarde, en un estudio para la busqueda de tratamientos para el
rabdomiosarcoma (RMS) mediante silenciamiento de fosfatasas o quinasas, se le
atribuye a Pptc7 actividad antitumoral. Mediante silenciamiento con oligos de ARN
de cadena simple (siRNA) en lineas celulares de RMS alveolar, observan una
disminucién del crecimiento de un 60-70% al silenciar PP7C7 (Hu, Lee et al. 2009).
En ese mismo afio, en un estudio sobre el perfil protebmico de mitocondrias
funcionales de musculo esquelético humano se identifica por primera vez la
proteina Pptc7 /n vivo, la cual se localiza en la mitocondria (Lefort, Yi et al. 2009).

Este mismo afio se publicd un trabajo sobre envejecimiento utilizando como modelo
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una poblacién ecuatoriana con una mutaciéon en el receptor de la hormona del
crecimiento (GHR) que provoca una deficiencia grave de GHR y del factor de
crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1). El fenotipo mas llamativo de esta poblacién
es la ausencia de casos de diabetes y cancer. El tratamiento de células en cultivo
con suero proveniente de estos individuos genera hipersensibilidad a insulina y una
disminucién de sus niveles. Por otro lado produce un descenso de la expresion de
una serie de genes implicados en la longevidad, como 7OR (diana de rapamicina)
implicado en la inhibicion de procesos de autofagia, y de SODZ (superéxido
dismutasa 2). Entre los genes regulados positivamente se encuentra PPTCY7,
aunque en este estudio no se profundiza en la implicacion del mismo en el control
del envejecimiento y el cancer o la diabetes (Guevara-Aguirre, Balasubramanian et

al. 2011). Hasta ahora, no se conoce informacién adicional.

1.1. La proteina Pptc7 pertenece a la familia PP2C-a de fosfatasas celulares

El gen homologo a PT7TC7 en Homo sapiens, incluido en la base de datos de

Homologene, es PPTC7, sobre el cual se centra el estudio de esta tesis.

10 20 30 40 50 60
P T T e T I
PP2CAIM v v v v v v 8 N N N N N N N S N N
PPTC7 1 mfsvlsygrlvaravlgglsqgtdpraggggggdyglvtagcgfgkdfrkgllkkgacygd 60
70 80 90 100 110 120
T T T I X N * | *
PP2CAIM v v v e e e v v e v e v e 8 8 NN 8 88 NN 8 N N N N N e

PPTC7 61 dacfvarhrsadvlgvadgvggwrdygvdpsgfsgtlmrtcerlvkegrfvpsnpigilt 120

130 140 150 160 170 180

P T T T T I I

PP2Cdm L v s N N N N N N N tcgdipele 9
PPTC7 121 tsycellgnkvpllgsstacivvldrtshrlhtanlgdsgflvvrggevvhrsdeqghyf 180

190 200 210 220 230 240

P T T T |
PP2Cdm 10 hgwaQLS~SPPYYYG~~~~DSVEFNCSESFTM~IGHRSITCIHGVWTQLPQCVAIDKL: 63
PPTC7 181 ntpfQLSiAPPEAEGvvV1sDSPDAADSTSFDVQLGDIILTATDGLEFDNMPDYMILQELKK 240

250 260 270 280 290 300

P T T L T I
PP2Cdm 64 CKSSNLIILEEHLKNKKEFDHnsniryrcrgkegwihtvcingrwdpevncs~~~~~~~~ 115
PPTC7 241 LKNSNYESIQQTARSIAEQAHelaydpnymspfagfacdnglnvrggkpdditvllsiva 300

PP2Cdm ~nn
PPTC7 301 eytd 304

Figura 1.2. Alineamiento de la secuencia peptidica de Pptc7 con el dominio PP2C. La
identidad entre el dominio de la superfamilia PP2C (PP2Cdm), formado por 77 residuos, y la
secuencia de Pptc7 es del 30%, con un E-Valor de 7.3.
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Dicho gen se encuentra en el cromosoma 12 (12924.11) y codifica para una
presunta fosfatasa, Pptc7, la cual, al igual que su homologo en levadura, posee un
dominio catalitico en la secuencia peptidica que la relaciona con la familia de
fosfatasas de serina/treonina 2C (PP2C) (Schultz, Milpetz et al. 1998; Letunic,
Doerks et al. 2009) (Figura 1.2). Tan solo se conoce una isoforma en humanos (NP

644812), y ningun procesamiento alternativo del ARNm ha sido descrito.

El dominio catalitico PP2C se localiza en el extremo C-terminal del polipéptido, y

esta conservado en todos los miembros de esta familia de fosfatasas. Su estructura

consiste en un sandwich central de laminas beta rodeado de hélices alfa (Bradford
and Soltoff 1998) (Figura 1.3).

Figura 1.3. Prediccidon de la estructura
secundaria tridimensional del dominio
PP2C de Pptc7. ElI dominio catalitico
posee una estructura caracteristica
formada un B-sandwich (las flechas
marcan las laminas beta) rodeado de o-
hélices (tubular).

Esta familia posee, en el dominio catalitico, un dominio de union a metales (GO:
0046872) puesto que requieren Mg+2 y Mn*? para su actividad (Cohen 1994; Das,
Helps et al. 1996), y 11 motivos caracteristicos altamente conservados de la

secuencia peptidica (Bork, Brown et al. 1996).

En un alineamiento de secuencias proteicas (ClustalW) de homélogos de Ptc7p de
diversas especies, desde levadura hasta humano, se observa que conservan,
ademas de los mencionados dominios, los 11 motivos (Figura 1.4). Los motivos 7-
11 comprenden el presunto dominio catalitico PP2C. Se ha sugerido que los
motivos 5-6, los cuales se encuentran entre los mas conservados, corresponden al

dominio sustrato-especifico o de unién a metales.
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LKKGACYGDDACFVARHRSADVLGVADGVGGWRDYGVDPSQFSGTLMRTCERLVKEGRFV
LKKGACYGDDACFVARHRSADVLGVADGVGGWRDYGVDPSQFSGTLMRTCERLVKEGRFV
LKKGMCYGDDACFVARHRTADVLGVADGVGGWRDYGVDPSQFSGTLMRTCERLVKEGRFV
LKKGMCYGDDACFIARHRSADVLGVADGVGGWRDYGVDPSQFSGTLMRTCERLVKEGRFV
LKKGMCYGDDACFIARHRTADVLGVADGVGGWRDYGVDPSQFSETLMRTCERLVKEGRFV
VLDKGVFGDDAWEFISRFKNTFVVGVADGVGCGWRKYGIDPSAFSRRLMKECEKRVQKGDFD
SIRSPTGEDNYFVTSNNVHDIFAGVADGVGGWAEHGYDSSATISRELCKKMDEISTALAEN
SLOSPTGEDSYFVAPRSSSELYAGVADGIGGWANHGYDSTAISRELCLAMKSITLNSSKD
KESSVTGEDNYFVGSGSSG-LYVGVADGVGGWAAHGYDSSAISRELCASLQEYAERALGS
SLQSPSGEDNLFVSNEKAGCIAVGVADGVGGWSEAGYDSSAISRELCASLRRQFESGTES

***** * k * * K . :* *
Motivo 3 Motivo 4 Motivo 5
P-———- SNPIGILTTSYCELLONKVPLLGSSTACIVVLDRTSHRLHTANLGDSGFLVVRG
P-———- SNPIGILTTSYCELLONKVPLLGSSTACIVVLDRTSHRLHTANLGDSGFLVVRG
P--——- SNPIGILTTSYCELLONKVPLLGSSTACIVVLDRTSHRLHTANLGDSGFLVVRG
P-———- SNPVGILTTSYCELLONKVPLLGSSTACIVVLDRSSHRLHTANLGDSGFLVVRG
P-———- SNPVGILTAGYCELLQONKVPLLGSSTACIVVLDRTSHRLHTANLGDSGFLVVRG
P-———- SNPVGILTTSYYELLONKVPLLGSSTACIVVLDRQSHRLHTANLGDSGFLVVRG
P-———- TNPVGILTSSYRELLONKVPLLGSSTACLVVLDRTSHRLHTANLGDSGFLVVRA
P-———- QKPESLLDYAFRASAEAPRPVG-SSTACVLVVH--QEKLYSANLGDSGFMVVRN

SSKETLLTPKKIIGAAYAKIRDEKVVKVEGTEAIVAHFP-SNGKLEVANLGDSWCGVFRD
—————— TABKELLOMAFSSLLNEEKVEVEGTIATVAHLK-DDGTLNVSNLEGDSWCGVFRD
—————— PGPKELLRQAYGKVRKDGIVKVGGTTAVVAQLR-PGGOLRVANLGDSWCGVFRE
——————— NPKQLLSLAFKEVLSSPQVEIGGTTACLGVLT SDLKLHVANLGDSWCGLFRD

skx . * ok ok kK ok .k
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Motivo 6 Motivo 7 Motivo 8
H.sapiens GEVVHRSDEQOHYENTPFOQLSIAPP-—-—-—-—-- EAEGVVLSDSPDAADSTSFDVQLGDIIL 219
S.scrofa GEVVHRSDEQOHYENTPFOLSIAPP-———-—-—--— EAEGVVLSDSPDAADSTSFDVQLGDIIL 221
B.taurus GEVVHRSDEQOHYENTPFOQLSIAPP-- -EAEGVVLSDSPDAADSTSFDVQLGDIIL 222
M.musculus GEVVHRSDEQQHYENTPFQLSIAPP-———-—--- EAEGVVLSDSPDAADSTSFDVQLGDIIL 225
G.gallus GEVVHRSDEQQOHYEFNTPFQLSIAPP-- -EAEGVVLSDSPDAADSTSFDVQLGDIIL 212
D.rerio GEVVHRSDEQQHYENTPFQLSIAPP-———-——-— EAEGSVLSDSPDAADSSSFDVQLGDIIL 212
X.laevis GEVVHRSDEQQHYENTPFQLSIAPP-———-——- EAEGAVLSDSPDAADSNSFDVQLGDIIL 212
C.elegans GKIVSKSREQVHYENAPFOQLTLPPE-—-—--—--- GYQGFIG-DKADMADKDEMAVKKGDIIL 250
S.cerevisiae SKLVFQTKFQTVGENAPYQLSIIPEEMLKEAERRGSKYILNTPRDADEYSFQLKKKDIII 261
K.lactis CKLTFETKFQTVGENAPYQLAIIPKHIIEAAEKKNGSFIMNKPTDADDYSFKLQKNDIVV 268
A.gossypii SKLVFETAVQTLAENTPYQLSIIPEHMLAEAARTGRSYILNTPEDADEYEFMLQRGDIVM 252
C.albicans SKLINETNFQTHNENTPFQLAKIPEEIVRQAKLQGRRYIIDSPEAADEYTWDLKSGDVVM 285
HH .t * R * HEN e HH *roe
Motivo 8 Motivo 9 Motivo 10
H.sapiens TATDGLFDNMPDYMILQELKKLKNSNYESIQQTARSIAEQAHELAYDPNYMSPFAQFACD 279
S.scrofa TATDGLFDNMPDYMILQELKKLKNSNYESTIQQTARSIAEQAHELAYDPNYMSPFAQFACD 281
B.taurus TATDGLFDNMPDYMILQELKKLKNSNYESTIQQTARSIAEQAHELAYDPNYMSPFAQFACD 282
M.musculus TATDGLEDNMPDYMILQELKKLKNSNYESIQRTARSIAEQAHELAYDPNYMSPFAQFACD 285
G.gallus TATDGLEFDNMPDYMILQELKKLKNSNYESIQQTARSIAEQAHELAYDPTYMSPFAQFACD 272
D.rerio TATDGLFDNMPDYMILQELKKLKNTNYESIQQTAKSIAEQAHVLAYDPNYMSPFAQFACD 272
X.laevis TATDGLFDNMPDYMILQELKKLKNTNYESIQQTARSIAEQAHDLAYDPNYMSPFAQFACD 272
C.elegans LATDGVWDNLSEQQVLDQLKALDAG-KSNVQEVCNALALTARRLAFDSKHNSPFAMKARE 309
S.cerevisiae LATDGVTDNIATDDIELFLKDNAARTNDELQLLSQKFVDNVVSLSKDPNYPSVFAQEISK 321
K.lactis LATDGVTDNIAVEDMELFLKDKIESS-QSLODITQEFVDKVVTISKDPTFPSVFSQEYSK 327
A.gossypii LATDGVTDNVAPEDIEMFIRDHGNMK--DLOAATEELVSEVARLSKDPNFPSIFAQELQK 310
C.albicans FATDGVTDNVIPQDIELFLKDHEETN--QLDDVANKFVKEVVKVSKDSNFPSAFAQELSR 343
*‘k**: *k: . e .. . .. *.._ * *:
Motivo 11
H.sapiens NG-LNVRGGKPDDITVLLSIVAEYTD 304
S.scrofa NG-LNVRGGKPDDITVLLSIVAEYTD 306
B.taurus NG-LNVRGGKPDDITVLLSIVAEYTD 307
M.musculus NG-LNVRGGKPDDITVLLSIVAEYTD 310
G.gallus NG-LNVRGGKPDDITVLLSIVAEYTD 297
D.rerio NG-LNVRGGKPDDITVLLSIVAEYTD 297
X.laevis YG-LNVRGGKPDDITVLLSIVAEYTD 297
C.elegans HG-FLAPGGKPDDITLVLLLIA---- 330
S.cerevisiae LTGKNYSGGKEDDITVVVVRVD---~- 343
K.lactis LAGQYYSGGKEDDITVVVIKVE---- 349
A.gossypii LTGEPHIGGKVDDITVVMVKVD---- 332
C.albicans LTGQKYLGGKEDDITVVLVKVK---- 365

Khkk kkkke oo .

Figura 1.4. Alineamiento de diversos homologos de Ptc7. Los 11 motivos caracteristicos de
la superfamilia PP2C se encuentran conservados en los homoélogos de Ptc7p de distintos
organismos, con algunos residuos altamente conservados (sombra gris oscura). Todos los
polipéptidos poseen una predecible secuencia de importacion mitocondrial (MITOPROT)
(blanco sobre fondo negro) en el extremo N-terminal.

1.2. La proteina Pptc7 se localiza en la mitocondria

Un analisis de la secuencia de Pptc7 mediante el algoritmo MITOPROT (Claros
1995) revela una elevada propension de localizacién mitocondrial de la proteina
Pptc7, con una probabilidad del 89%. La secuencia de importacion mitocondrial
(Figura 1.4) posee una longitud de 11 amino acidos, y esta conservada en la
mayoria de eucariotas pluricelulares, aunque en todos los casos la prediccion de la

sublocalizacién celular es la misma.
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Para comprobar la veracidad de dicha prediccion, se purificaron mitocondrias de
células HelLa mediante centrifugacion diferencial y se obtuvieron muestras puras

tras cargar en gradiente de sacarosa.

Como se puede observar en la figura, Pptc7 co-fracciona con la subunidad 2 del
complejo IV de la cadena mitocondrial en muestras de mitocondrias crudas y puras,
asi como en la fraccion de mitoplastos. De este modo, podemos afirmar que Pptc7
se localiza en la mitocondria en células Hela, previsiblemente en la matriz, dado
que los mitoplastos son mitocondrias que carecen de la membrana externa, y la
secuencia peptidica de Pptc7 no revela ningun previsible dominio transmembrana

(prediccion de proteina soluble por SOSUI, en Expasy).

FT Cit Mtc Mtp & FO0O F1 F2 Mit

PPTC7

COX-l

Figura 1.5. Pptc7 localiza en la mitocondria. Tras resolver muestras puras de mitocondria en
una SDS-PAGE, se blote6 con anti-Pptc7. Como control se utilizé anti-COX II. FT, fraccién
total; Cit, citoplasma y nucleo; Mtc, fraccién enriquecida en mitocondria; Mtp, mitoplasto, FO-
F2, otras fracciones del gradiente de sacarosa; Mit, mitocondria pura.

En levadura se han descrito dos isoformas de Ptc7p por un procesamiento
alternativo del ARNm, codificando para una proteina nuclear (Ptc7u) y otra
mitocondrial (Ptc7s). En el caso de Pptc7, ninguna isoforma ha sido descrita hasta
el momento, y mediante centrifugacion diferencial no hemos detectado la presencia
de esta proteina en la fraccién nucleo-citoplasma (Figura 1.5). en levadura, la
presencia del transcrito Ptc7u es dependiente de la fuente de carbono. Puede que
esta isoforma no se conserve en eucariotas superiores, o que tan solo se traduzca

en determinadas situaciones.
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1.3. La proteina GST-Pptc7 recombinante muestra actividad fosfatasa /n vitroy
se comporta como una fosfatasa de la familia PP2C.

El analisis bioinformatico de la secuencia peptidica anota una supuesta fosfatasa
de serinas/treoninas tipo 2C (PP2C), pero hasta ahora no ha sido descrita dicha

actividad en esta proteina.

Existen diversos métodos para determinar actividad fosfatasa en proteinas
recombinantes purificadas (Maehama, Taylor et al. 2000; Brautigan, Brown et al.
2005). Estos ensayos muestran la capacidad de una proteina de defosforilar /n vitro

ciertos substratos.

La familia PP2C se caracteriza por su dependencia de Mg+2 0 Mn* para su
actividad y por su insensibilidad a inhibidores genéricos de la actividad de proteinas
fosfatasas pertenecientes a otras familias, como son el ortovanadato soédico
(NayVO,) y el acido ocadaico. Estas enzimas no poseen ademas ningun inhibidor
especifico de su actividad, lo que genera ciertas dificultades en su estudio. Para los
ensayos realizados de actividad es esencial la adicion de dichos cationes

divalentes, ademas de un control con inhibidores genéricos.

PPTC7-GST (ul) BSA (ug)
M 2 5 10 20 05 1 2

Figura 1.6. Purificacion de GST-Pptc7. Tincién de plata de las muestras de proteina
purificadas resueltas en una electroforesis 1D desnaturalizante en geles de acrilamida. GST-
Pptc7 posee un tamafio de aproximadamente 58 KDa. Para la cuantificacion se utilizé6 BSA.

Para comprobar la actividad catalitica de Pptc7, se purificaron dos versiones de la
proteina recombinante. Una version unida a un fag GST (plasmido pGEX) en el
extremo amino terminal, y otra unida a un fag MBP (plasmido pMAL). Dado que Ila
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secuencia de importacion mitocondrial se procesa al transportarse a la mitocondria,
se elimind de la proteina recombinante. La purificacion se llevd a cabo en bacterias
mediante union por afinidad a esferas de sefarosa. Durante la purificacion se
mantuvieron condiciones no desnaturalizantes. Tanto la pureza como Ia
concentracion del extracto se cuantificaron en geles de acrilamida y tincién de plata
(Figura 1.6).

Se realizaron diversos ensayos /n vitro para determinar la actividad fosfatasa.
Como control postivo se utilizé la proteina recombinante GST-Pp2ca, y como

control negativo albumina de suero bovino (BSA).

1.4. Pptc7 es capaz de defosforilar al sustrato organico paranitrofenil-fosfato

En un ensayo colorimétrico se utiliz6 como sustrato paranitrofenil-fosfato (pNPP),
un sustrato organico no peptidico de caracter genérico que puede ser defosforilado
por fosfatasas pertenecientes a cualquier familia. EI pNPP, al ser defosforilado,
genera paranitrofenol (p-nitrofenol), un producto cromogénico con absorbancia a
405 nm (Mackintosh and Moorhead 1993).

A B
0.25 - 2.0 1
-I- = GST-Pp2ca
. 0.20- s GST-Pptc7
£ £~
1 0.15 A T n
S-/ S-/ 1 0 b
. 0.10 A1 .
)] )]
< T < 051
0.05 -1 )
0.00 g y . 0.0 == = -
0.5 1 1.5 0.5 1 1.5
Proteina (ug) Proteina (ug)

Figura 1.7. Pptc7 posee actividad p-NPP fosfatasa. Ensayo de defosforilacion de
paranitrofenil-fosfato. La liberacion del grupo fosfato (formacion de paranitrofenol) se
cuantificod mediante espectofotometria a 405 nm. A: En el ensayo se utilizaron 0.5, 1y 1.5 ug
de la proteina recombinante purificada GST-Pptc7. B: Como control positivo se utilizo GST-
Pp2ca. Como control negativo se utilizd6 BSA a la misma concentracion que la enzima. Los
valores corresponden al promedio de al menos tres ensayos independientes +SD.
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La proteina recombinante GST-Pptc7 mostrd actividad, la cual, aunque resultd
menor que el control positivo GST-Pp2ca, se encuentra dentro del rango aceptado
en la literatura (Brautigan, Brown et al. 2005). La actividad se realiz6 con
cantidades crecientes de fosfatasa, observandose un incremento de la absorbancia
dependiente de la concentracion de enzima (Figura 1.7). La actividad especifica

para dicho ensayo es de 66,79 + 1,054 nmol/min/mg proteina.

1.5. Pptc7 requiere Mg* y Mn?* para su actividad en un ensayo pNPP

Las fosfatasas tipo PP2C, como ya se ha comentado anteriormente, requieren Mg*
y Mn*? para su actividad. La sustitucion de ambos cationes por otro metal bivalente
como el Fe*? al realizar el ensayo pNPP disminuye la formaciéon de paranitrofenol
(Figura 1.8.A). El uso de otro metal no bivalente como el Fe** elimina por completo
la actividad de GST-Pptc7 (Figura 1.8.B). Es por tanto necesaria la presencia de los
cofactores especificos de PP2C para una actividad 6ptima de Pptc7, sugiriendo su

inclusion en esta familia de fosfatasas.

2,5 1
[— Mg+2 + Mn*2
Fe+2
. Fet3
~ 2,0
S
c
n
o
N
®
0
<
-~ ND
0,0
BSA GST-Pptc7 GST-Pp2ca

Figura 1.8. La actividad pNPP fosfatasa de GST-Pptc7 reguiere Mg+2 y Mn*? como
cofactores. Ensayo fosfatasa con paranitrofenilfosfato con Mg** y Mn*? o con Fe*? o Fe*
como cofactores. En el ensayo se utilizaron 1.5 pg de GST-Pptc7. Como control negativo se
utilizé la misma cantidad de BSA, y como control positivo GST-Pp2ca. Media de al menos
tres ensayos independientes +SD, P<0.003
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1.6. Caracterizacién de la cinética basica de Pptc7 con pNPP

Mediante el ensayo con paranitrofenil-fosfato, y utilizando Mn*? y Mg+2 como
cofactores, se determinaron a su vez los parametros cinéticos. La actividad se
cuantificé utilizando 1 pg de GST-Pptc7 y concentraciones crecientes de pNPP en
un rango de 0-16 mM. Como puede apreciarse en la figura, la actividad de la
proteina recombinante mostré una cinética de Michaelis-Menten, aumentando la
velocidad de la actividad de la enzima al incrementar las concentraciones

crecientes de sustrato, hasta llegar a una velocidad méxima (Figura 1.9).

12 -
’u? 10 4 ° °
g
=Y 81
= 4
£ 6 Figura 1.9. Cinética de Michaelis-
T 4 Menten. Cuantificacion de la formacion
(O . .
o de p-nitrofenol a partir de
8 21 concentraciones crecientes de p-
o nitrofenil-fosfato para una cantidad fija
> 01 de 1 ug de GST-Pptc7.

0 2 4 6 810121416
pNPP (mM)

Para el calculo de Vmax y de Km se realizd una representacion del diagrama de
Lineweaver-Burk. Para este ensayo, la velocidad maxima es de 10,01 £ 0,28 nM
pNPP.cm/s, con una Km=1,0339 + 0,1341mM. Los valores de Km entran dentro del
rango descrito para PNPP de 0.5-10 mM (Pot, Woodford et al. 1991; Takai and
Mieskes 1991; Zhuo, Clemens et al. 1993) para las condiciones descritas del

ensayo.
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Figura 1.10. Representacion de Lineweaver-Burk. Los parametros cinéticos de la actividad
fosfatasa de GST-Pptc7 sobre el sustrato pNPP se obtuvieron mediante una representacion
de la inversa de la velocidad de reaccion frente a la inversa de la concentracion de sustrato.

Estos datos nos reafirman la idea de que Pptc7 es una fosfatasa, y que su actividad

pNPP presenta una cinética clasica de Michaelis-Menten.

1.7. Pptc7 defosforila otros sustratos organicos como el DiFMUP

Dada la baja actividad obtenida en comparacién al control positivo Pp2ca, se
decidié realizar otro ensayo de actividad fosfatasa con un sustrato organico
alternativo. Para ello se utilizo 6,8-difluoro-4-metilumbeliferil fosfato (DiFMUP),
sustrato utilizado ampliamente para la caracterizacion de fosfatasas pertenecientes
a cualquier subfamilia. Este compuesto, al ser defosforilado libera 6,8-difluoro-
metilumbeliferona, el cual emite fluorescencia, pudiéndose cuantificar mediante un

fluorimetro.

Al igual que en el ensayo anterior, se utilizaron BSA y GST- Pp2ca como controles
negativo y positivo respectivamente. En este caso se afiadieron 0.5 pg de enzima
(o BSA) a la reaccion. Para comprobar la no interferencia del fag GST en la
actividad, se utilizaron ambas versiones de proteina recombinante purificada, GST-
Pptc7 y MBP-Pptc7.
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Figura 1.11. Determinacion de la actividad DiFMUP fosfatasa de Pptc7. Determinacion por
emision de fluorescencia (unidades arbitrarias) de la defosforilacion de 6,8-difluoro-4-
metilumbeliferil fosfato. Ensayo con 0.5 pg de BSA (Control negativo), GST-Pp2ca (Control

positivo), GST-Pptc7 o MBP-Pptc7. Los valores corresponden a la media de al menos tres
medidas +SD de tres ensayos independientes.

La capacidad de la proteina recombinante GST-Pptc7 y MBP-Pptc7 de defosforilar
este sustrato es mayor que el control positivo en ambos casos, y similar entre ellas,
descartando que el resultado obtenido en el ensayo anterior fuese producto de un
artefacto y que el fag interfiera en la actividad de la misma. Podemos determinar
que Pptc7 presenta actividad fosfatasa en ensayos /n vitro con sustratos organicos
no peptidicos, para lo cual requiere especificamente los metales bivalentes Mn*? y
Mg*2.

1.8. La proteina Pptc7 defosforila /n vitro péptidos fosforilados y su actividad no

se ve afectada por inhibidores genéricos de fosfatasas.

Para determinar la capacidad de la enzima de defosforilar, no sélo un sustrato
organico, sino un fosfopéptido, se realizé un ensayo colorimétrico Malachite Green.
En este caso se utilizaron igualmente GST-Pp2ca y BSA como controles positivo y
negativo respectivamente. Dos péptidos fosforilados fueron sustrato de la reaccion.
Uno de ellos es de caracter genérico, pudiendo ser defosforilado por fosfatasas sin
discriminar a qué familia pertenece, mientras que el otro no es defosforilable por
miembros de la familia de serinas/treoninas fosfatasas PP1, a la cual en principio
Pptc7 no pertenece. El reactivo Malachite Green reacciona con el grupo fosfato
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liberado, virando el pico de absorbancia a 610 nm, pudiéndose cuantificar mediante

espectofotometria la defosforilaciéon de los fosfopéptidos.

mmm GST-Pp2ca mmm GST-Pp2ca + Na2vVOo4
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Figura 1.12. Determinacién de la actividad fosfatasa de Pptc7 sobre fosfopéptidos.
Cuantificacién por espectofotometria a 610 nm de la defosforilacion de péptidos
fosforilados, genérico y excluyente de fosfatasas PP1. Valores correspondientes a la
media de tres ensayos + SD. A: ensayo con 2 pug de GST-Pp2ca y 2 ug de GST-Pptc7. B:
Ensayo con 2 ug de GST-Pp2cy 2 ug de GST-Pptc7 con 10 mM de ortovanadato saédico.
GST-Pptc7 mostré actividad sobre ambos fosfopéptidos, descartando asi la
posibilidad de que pertenezca a la familia de fosfatasas PP1. Al contrario que en el
ensayo pNPP o la determinacion fluorimétrica con DiIFMUP, los niveles de actividad

se asemejaron al control positivo.

El ortovanadato sodico es un inhibidor de la actividad de fosfatasas alcalinas y de
la familia PTP. Al realizar el ensayo sobre fosfopéptidos afiadiendo este
compuesto, se mantuvo la actividad de ambas enzimas (Figura 1.12.B). Este dato,
junto a la capacidad de defosforilar el péptido anti-PP1, delimita la clasificacion de
Pptc7, excluyéndola de otras familias de fosfatasas.

Por tanto podemos afirmar que la purificacion de las proteinas recombinantes GST-
Pptc7 y MBP-Pptc7 ofrece unas enzimas no desnaturalizadas y con un plegamiento
tal que no afecta a su actividad. Pptc7 es una enzima fosfatasa no perteneciente a

las familias PTP o PP1, que requiere los cationes bivalentes Mg+2 y Mn*? para su
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actividad, los cuales son insustituibles por otros cofactores tales como Fe'? o Fe®,

y que es capaz de defosforilar fosfoproteinas.
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2. Participacién de Pptc7 en la regulacién de la sintesis de coenzima Qg

La biosintesis de coenzima Q es llevada a cabo por un complejo multiprotéico
formado por los polipéptidos codificados por los genes COQ. Los datos actuales
sobre la regulaciéon de la actividad de dicho complejo son escasos. En un reciente
estudio en nuestro grupo se ha descrito el primer sistema de regulacién post-
traduccional de la sintesis de CoQ en el modelo de levadura. Mediante ciclos de
fosforilacién y defosforilacion, se modula la actividad de Coq7p (Martin-Montalvo
2009). El presunto homoélogo de Pptc7 en levadura, Ptc7p, es una de las enzimas
encargadas de realizar esta regulaciéon. Seria necesario determinar si esta funcién

también corresponde a esta fosfatasa en humanos.

2.1. La proteina Pptc7 humana complementa funcionalmente al mutante del
gen homologo en Saccharomyces cerevisiae.

El conocimiento de las funciones de Pptc7 en la célula y las rutas en las que opera
es practicamente nulo. La relacion que guarda por similitud de la secuencia
peptidica con Pic7p de S. cerevisiae sugiere una posible implicacion en la
biosintesis del coenzima Q. Observar una reversion del fenotipo del mutante pfc/
mediante complementacion funcional con el gen humano nos permitiria afirmar si
PPTC7 es realmente el gen homodlogo al de levadura, manteniendo tanto la

especificidad de sustrato como su funcién evolutiva.

El mutante pic/ presenta una disminucién de los niveles quinénicos, asi como una
deficiencia de las actividades mitocondriales del mismo (Martin-Montalvo 2009).
Para determinar si PPT7C7 es capaz de complementar dicho mutante se atendieron
estos principales parametros, determinando los niveles de CoQg, las actividades

mitocondriales y el consumo de oxigeno.

2.1.1. La sobreexpresion de PPTC7 en el mutante de levadura pfc7
reestablece los niveles de coenzima Qg.

La complementacion funcional de genes humanos en levaduras, a parte de ser una
herramienta muy potente para el diagnostico de enfermedades de origen genético
(Lopez-Martin, Salviati et al. 2006; Casarin, Jimenez-Ortega et al. 2008; Heeringa,
Chernin et al. 2011), también genera informacién sobre la homologia entre genes

de levadura y otros organismos.
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Una vez determinada la actividad de Pptc7 era necesario realizar una
complementacion funcional del mutante pfc/ en S. cerevisiae. De este modo
comprobamos si la funcién de Ptc7p se mantiene en la filogenia y realmente Pptc7

es el homologo.

El fenotipo del mutante pfc7 habia sido analizado previamente en nuestro grupo
(Martin-Montalvo 2009). Al ser una enzima que podria estar regulando la actividad
de Coq7p, se analizd el contenido de coenzima Qg en el mutante para el gen que

codifica para dicha fosfatasa.

Extractos lipidicos obtenidos a partir de mitocondrias purificadas se separaron
mediante cromatografia liquida de alta resolucion y se analiz6 el contenido
quindnico mediante deteccidon con un detector electroquimico (HPLC-ECD). Las
muestras de mitocondria se purificaron a partir de cultivos en YPD o YPG de 5 dias.
Los resultados mostraron que la estirpe APTC7, a pesar de ser capaz de sintetizar
CoQg vy, por tanto, de crecer en medios con fuente de carbono no fermentables,
presenta un descenso del 25-40% respectivamente en YPD e YPG del contenido
de coenzima Qg (Martin-Montalvo 2009).

Para la complementacion se obtuvieron estirpes transformadas con un vector de
expresion en levaduras portando el gen propio P7C7 (APTC7y7) o el presunto gen
homélogo humano PPTC7 (APTC7h7). Se utilizd un pldsmido de expresion
dependiente de doxiciclina, pCM189 (Gari, Piedrafita et al. 1997; Belli, Gari et al.
1998), cuya expresiodn es independiente de la fuente de carbono. El vector contiene
a su vez un gen que permite su seleccion por auxotrofia (URA3). Como controles
se utilizaron una estirpe silvestre y una mutante para P7C7 transformadas con el

plasmido pCM189 vacio (Wt y APTC7 respectivamente)

Para mantener la seleccion de las estirpes transformantes se cultivaron durante 5
dias en SDc -ura con glucosa al 2%. De igual modo se purificaron mitocondrias, y
los extractos lipidicos obtenidos de éstas se separaron por HPLC, analizandose el
contenido de Qg mediante el detector electroquimico.

Tanto la estirpe complementada con el gen de levadura P7C7 como la
transformada con pCM189-PPTC7 recuperan los niveles de CoQg hasta unos
niveles semejantes al silvestre (Figura 2.1). Esos datos demuestran que el

descenso del contenido quinénico del mutante P7C7 se debe a la ausencia de este
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gen, y que el presunto homoélogo PPT7C7 conserva la funcion relativa a la sintesis

de coenzima Q, siendo capaz de complementar funcionalmente el mutante de

levadura.
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Figura 2.1. Cuantificacion del contenido de coenzima Qs. Extraccion y cuantificacion de
lipidos a partir de 1 mg de proteina de muestras de mitocondria cruda. El extracto lipidico
complejo se resolvi6 mediante HPLC. El coenzima Qg se cuantific6 por detector
electroquimico. Las cantidades representadas corresponden a las estirpes silvestre (Wt),
mutante ptc/7 (APTC7), pic7 complementado con PT7C7 (APTC7y7) o con PPTC7
(APTC7h7). Valores correspondientes a la media + DS de tres medidas de un experimento
representativo. a: diferencia significativa respecto al silvestre P<0.002; b: diferencia
significativa respecto al mutante P<0.001.

2.1.2. La sintesis de novo de coenzima Qg se encuentra estimulada en el
mutante ptc7

La biosintesis de coenzima Q19 comienza por la incorporacion de la cabeza polar, el
acido para-hidroxibenzoico (pHB), a la cola poliisoprenoide. Un método para
analizar la velocidad de biosintesis de CoQiy es la cuantificacion de la
incorporacion del precursor soluble radiomarcado ([14C]pHB). Para determinar el
indice de incorporacion se realizé un pulso con pHB radiomarcado en cultivos de
estirpes de levadura silvestre, mutante pfc/y complementadas durante 2 horas en
medio SDc -ura glucosa 2% en cultivos a una D.O ggonm de 2. Las muestras se
recogieron por centrifugacion y se realizé una extraccion con hexano sobre células
completas mediante rotura con bolas de vidrio (ver Material y Métodos). Las
muestras se resolvieron en una cromatrografia de capa fina (TLC), y la fraccion

correspondiente al coenzima Qg se cuantifico en el contador de centelleo.
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Figura 2.2. Incorporacién de pHB radiomarcado en eI mutante pfc7 y en las estirpes
complementadas. Analisis de muestras lipidicas del [ C]pHB incorporado en las estripes
silvestre (Wt), mutante pic7 (APTC7) y complementadas con el gen PTC7 (APTC7y7) o
PPTC7 (APTC7h7) mediante cuantificacion de [ C] en el contador de centelleo. Las
muestras se resolvieron en cromatografia de capa fina previamente a la cuantificacion.
Datos correspondientes a la media de valores por triplicado de un experimento
representativo + DS. a: diferencia significativa respecto al silvestre (Wt); b: diferencia
significativa respecto al mutante ptc7(APTC7) P<0.002

La velocidad de sintesis de CoQg en el mutante pic/ es el doble al obtenido en la
estirpe silvestre (Figura 2.2). Este fenotipo se recupera al complementar el mutante
con el gen PTC7 o con PPTC7, disminuyendo la incorporacion de [*C]pHB hasta
los niveles del silvestre. En principio estos datos pueden resultar contradictorios al
descenso de los niveles de CoQg. Es importante resaltar que la ruta de sintesis de
coenzima Qg no se encuentra alterada, como ocurre en los diferentes mutantes
coq. Las deficiencias primarias se caracterizan por un defecto del propio complejo
de sintesis, mientras que en las deficiencias secundarias, aunque presentan
igualmente una disminucion de los niveles de CoQ, el complejo de sintesis es
funcional. Este incremento en la incorporacion de pHB puede deberse al déficit

mismo, el cual podria producir un incremento de la actividad del complejo.

2.1.3. La complementacion funcional heteréloga recupera los niveles de
actividad de la cadena respiratoria en el mutante pic’/.

Una de las principales funciones del coenzima Q radica en el transporte de
electrones desde el complejo | o el complejo Il al complejo Il de la cadena
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respiratoria mitocondrial (Trumpower 1990; Brandt and Trumpower 1994). El
decremento de los niveles quinénicos en el mutante da lugar a una disminucién de
las actividades de la cadena transportadora de electrones dependientes de CoQg
(Martin-Montalvo 2009). Recuperar esta disfuncion mitocondrial es esencial para
mostrar una complementacion funcional completa, no tan sélo una recuperacion del

contenido de coenzima Qg, sino también de sus funciones en la célula.

Se analizaron las actividades especificas NADH-citocromo c¢ reductasa (I+lll) y
succinato-citocromo c reductasa (lI+11l) de la cadena de muestras de mitocondrias
purificadas obtenidas a partir de cultivos en SDc -ura. Se utilizaron tanto las
estirpes silvestre y mutante para P7C7 transformadas con el plasmido vacio
pCM189 como las estirpes complementadas. Para el ensayo se utilizaron 50 ug de
proteina de mitocondria cruda fresca, y la actividad mostrada refleja la diferencia de
actividad con y sin sustrato (NADH para I+l o succinato sddico para la actividad

[I+1l) en presencia y ausencia de antimicina A.
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Figura 2.3. Esquema de la actividad del coenzima Q en la cadena transportadora de
electrones mitocondrial. Las actividades denominadas I+l y II+lll reflejan el flujo de
electrones desde el NADH o el succinato hasta el complejo Ill, en un transporte que implica
al coenzima Q.

En ambos casos las actividades se recuperaron al complementar con PT7C7,
aunque no completamente. En el caso de su homdlogo PPTC7 el fenotipo se
revirtio practicamente hasta el nivel del silvestre, tanto en la actividad NADH-
citocromo c¢ reductasa como en la actividad succinato-citocromo c¢ reductasa

(Figura 2.4).
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Figura 2.4. Cuantificacion de las actividades mitocondriales dependientes de CoQ. Actividad
especifica de 50 pg de proteina de un extracto de mitocondria ante un exceso de sustrato
(NADHY/succinato sodico). Cuantificacion en base a la reduccion de citocromo c. A: actividad
NADH-citocromo ¢ reductasa; B: actividad succinato-citocromo ¢ reductasa. Datos de
actividad especifica expresados en nmol de citocromo c¢ reducido por mg de proteina
mitocondrial por minuto. Los datos corresponden a la media + DS de tres medidas de un
experimento representativo. a: diferente respecto al silvestre p<0.0001; b: diferente respecto
al mutante p<0.0001

En este ensayo se muestran las actividades méximas /n vitro de cada complejo, es
decir, ante exceso de sustrato del complejo | o del complejo Il, la maxima
capacidad de reduccién del citocromo ¢, cuantificando asi la funcionalidad del
tramo de la cadena transportadora de electrones en la que es necesaria la actividad
redox del coenzima Q. Por tanto las alteraciones mostradas se corresponden a una
menor disponibilidad de coenzima Qg. No obstante, es necesario comprobar a nivel
fisiologico la actividad del sistema de fosforilacion oxidativa para determinar una

verdadera disfuncién de la mitocondria.

2.1.4. La complementacion funcional con PPTC7 revierte los niveles de

consumo de oxigeno en el mutante pfc/7

El consumo de oxigeno es una medida completa de la respiracién de células in
vivo. Analiza la cantidad de oxigeno reducido por el ultimo complejo IV de la
cadena transportadora de electrones, la citocromo ¢ oxidasa, utilizando el NADH y
el succinato obtenido en las rutas catabdlicas, para finalmente formar H,O, NAD" y

fumarato, ademas de un gradiente de protones que servira para generar ATP.
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Este ensayo amplia la informacién que ofrecen las actividades de la cadena de
forma individual, dando una idea del estado de salud de la mitocondria dentro del
contexto de la célula.

Para poder cuantificar el oxigeno consumido en el proceso de respiracion ha de
afadirse cianuro potasico (CNK) para inhibir el complejo 1V, determinando asi los
electrones utilizados para reducir el oxigeno especificamente en el complejo IV y no
el oxigeno consumido en produccién de ROS. De este modo los datos

corresponden al consumo por respiracion, sensible a inhibidores de la cadena.

Se analizé y cuantificd el consumo de oxigeno de respiracion en cultivos de 3 ml a
1 DOggonm €n medio YPG de las estirpes silvestre, APTC7, y las complementadas.
En el caso del mutante el consumo de oxigeno incrementa en un 180% (Figura
2.5). Dado que corresponde a la diferencia de consumo en ausencia y presencia de
CNK, no puede atribuirse a una mayor produccion de ROS. La generacion de
especies reactivas del oxigeno ya habia sido cuantificada en levaduras silvestre y
mutante para el gen PT7C7 (Martin-Montalvo 2009), observandose un descenso
significativo en la produccién tanto de perdxido de hidrégeno como de superoxido
en muestras de mitocondria purificada de la estirpe mutante en comparacion con la

silvestre.
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Figura 2.5. Consumo de oxigeno de la estirpe mutante y de las estirpes complementadas. a:
diferente respecto al silvestre P<0.001; b: diferente respecto al mutante P<0.001
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Este dato en principio podria resultar contradictorio al obtenido en las actividades
mitocondriales en el mutante pifc/. La cuantificacion de las actividades de la cadena
transportadora de electrones se realiza sobre muestras de mitocondrias
purificadas, y no de células enteras como es el caso de la determinacion del
consumo de oxigeno. El acrecentamiento en el consumo de oxigeno podria
deberse a un mejor acoplamiento de la cadena transportadora de electrones,
aunque también existen estados de la levadura en los que se encuentra presente
una determinada masa mitocondrial poco funcional, como es el caso de la entrada
en fase estacionaria. Al relativizar los datos de actividad de la cadena
transportadora de electrones por mitocondria se podria obtener un resultado
completamente diferente al obtenido al relativizar el consumo de oxigeno por

numero de células, sin necesidad de variar la masa mitocondrial.

Estos datos junto a los anteriores reflejan una disfuncion mitocondrial en el mutante
ptc7 causada por la deficiencia de coenzima Qg, la cual se refleja en una
disminucion de las actividades de la cadena respiratoria que implican al CoQg.
Pptc7 actua con una funcion homodloga a la de Ptc7p, y la sobreexpresion
heteréloga de PPTC7 en dicho mutante revierte el fenotipo en los pardmetros

cuantificados.

2.2. Pptc7 defosforila in vitro a la fosfoproteina Coq7 humana y de levadura

En el modelo de levadura la formacion del complejo de biosintesis de coenzima Qg
depende del estado de fosforilacion de algunas proteinas Coq (Xie, Hsieh et al.
2011). La proteina Coq7 de S. cerevisiae ha sido descrita como una fosfoproteina
(Martin-Montalvo 2009), con un dominio de fosforilacion de serinas/treoninas
presente tras la secuencia de importacion mitocondrial. Dichos sitios de
fosforilacion determinan la actividad de Coq7p, y su eliminacién (sustitucion por

alanina) incrementa la capacidad catalitica de esta monooxigenasa.

La secuencia peptidica de hCoq7 se analizé mediante el programa bioinformatico
NetPhos 2.0 (Blom, Gammeltoft et al. 1999) para determinar los posibles sitios de
fosforilacién (Figura 2.6). Al igual que Coq7p, su homdlogo humano presenta un
previsible dominio de fosforilacién de serinas/treonina al final de la secuencia de

importacidon mitocondrial, en el extremo N-terminal.
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Figura 2.6. Predicciéon bioinforméatica de los sitios de fosfoforilacion de hCoq7. Analisis
bioinformatico de la secuencia peptidica de hCoq7 mediante el programa NetPhos. Aparece
un previsible dominio de serinas/treoninas en el extremo N-terminal del polipéptido.

2.2.1. Purificacién de la proteina hCoq7

En primer lugar era importante comprobar que dicho dominio hace de hCoq7 una
fosfoproteina. Mediante el sistema de GS7-gene fusion se puede clonar y expresar
el gen de interés fusionado a GST de tamafio completo (26 kDa) de S. japonicum.
Esto permite la purificacion en un paso de las proteinas recombinantes mediante
matrices de afinidad (glutation). Este sistema ofrece la posibilidad de purificar
grandes cantidades de proteina, aunque exista una gran controversia sobre la
fosforilacién de GST (Srivenugopal, Shou et al. 2001). El sistema de fusién posee
una region de corte con trombina para escindir el fag. Se purifico la proteina
recombinante GST-hCoq7 a partir de bacteria (Figura 2.7, A) y se realizaron
diversas pruebas con tal fin, obteniendo en todo caso una degradacion parcial o
total de la proteina hCoq7 (Figura 2.7, A y B), sin obtener una liberacién
satisfactoria de GST.

Puesto que no era posible separar el /5g de la proteina recombinante, se opt6 por
realizar una cromatografia de exclusion molecular (CEM) para obtener una muestra
mas pura (Figura 2.7, D), y evitar asi contaminaciones con fosforilaciones de
productos inespecificos de la purificacion. Se seleccion6 la fraccion #3 para los
ensayos detallados a continuacion.
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Figura 2.7. Purificacion de GST-hCoq7. A: Tinciéon de plata de las muestras de proteina
recombinante purificada resueltas en gel de acrilamida en SDS-PAGE. El tamafio de la proteina
recombinante es de 50 KDa aproximadamente. B: WB anti GST del producto de la digestién con
trombina. GST-hCoq7 unida a esferas de sefarosa se incubd con trombina a distintos tiempos.
Las muestras correspondientes al remanente en las esferas (Bd) o liberadas al sobrenadante
por acciéon de la trombina (Sb) se resolvieron en una SDS-PAGE. C: WB anti hCoq7 del
producto de la digestion con trombina de la proteina recombinante unida a esferas de sefarosa.
D: WB anti-hCoq7 de las distintas fracciones de la CEM. de GST-hCoq7.

2.2.2. La proteina hCoq7 se fosforila en ensayos in vitro.

Una vez obtenida la proteina pura se realizé un ensayo de fosforilacién /n vitro con

proteina quinasa A comercial (PKA) y ATP radiomarcado con P,

Una vez purificada la proteina recombinante por CEM, GST-hCoq7 de la fraccion
#3 se uni6 a esferas de glutation-sefarosa para realizar el ensayo quinasa. El
ensayo se llevo a cabo a una temperatura constante idonea para la actividad de la
PKA. Tras la fosforilacién, las esferas se lavaron con buffer (50 mM Tris HCI, 25
mM B-glicerol fosfato, 5 mM MgCl,, T mM MnCl,, 1 mM ditiotreitol) y se procedio a
la digestion con trombina durante 2, 4 y 6 horas .

Las muestras se resolvieron en una SDS-PAGE y se detect6 la fosforilacion tanto
por la radiactividad acumulada mediante 7yphoon 9410 scanner como por tincién
especifica de proteinas fosforiladas con Pro-Q Diamond. La presencia de GST se
analiz6 por Western Blot. (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Fosforilacion in vitro de GST-hCoq7. Ensayo de fosforilacion con PKA vy [y-
32P]ATP y posterior digestiéon con trombina a distintos tiempos. A: Deteccién del P32
incorporado por fosforilacion a la proteina recombinante mediante 7yphoon 9410 scanner. B:
WB anti-GST de las muestras fosforiladas y digeridas. C: Deteccién de la fosforilacion
mediante tinciéon con Pro-Q Diamond

Se observa en la imagen de la figura 2.7 una degradacién de la proteina
recombinante a las 6 horas de digestion con trombina, pero el fag GST continua
presente en la muestra (Figura 2.8, B). Aunque la tincién con ProQ generd una
imagen limpia en la que solo se detecta GST-hCoq7 como sustrato fosforilado

(Figura 2.8, C), en el escaner con 7yphoon aparece una segunda banda de menor
intensidad correspondiente a GST fosforilado (Figura 2.8, Ay B).

Debido a la imposibilidad de liberar la proteina de interés del fag de fusion, y a que
éste mostraba senal de fosforilacion, se utiliz6 como control negativo GST
purificado a igualdad de numero de moléculas en un ensayo similar al anterior.
Tanto la proteina recombinante como el control negativo se unieron a las esferas de
sefarosa, sobre las cuales se realiz6 el ensayo quinasa con [v-32P]ATP. Las esferas
se lavaron y se cuantifico la radiactividad remanente en el contador de centelleo
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(Figura 2.9). A pesar de que GST mostré incorporacion de P32 la diferencia con la

fosforilaciéon mostrada por GST-hCoq7 es significativa.
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Figura 2.9. Fosforilacién in vitro de GST-
hCoq7. Cuantificaciéon en el contador de
centelleo del P32 acumulado en los
polipéptidos GST libre y GST-hCoq7 al
someterlos a un ensayo quinasa con PKA
y [y-2P]JATP. Ensayo PKA con 1 pg de
proteina recombinante. Los datos se
refieren a cuentas por millébn para el
mismo numero de moléculas del fag libre
que de la proteina recombinante.

A pesar de que el fag GST es susceptible de ser fosforilado, los datos obtenidos

nos indican que /n vitro hCoq7 es una fosfoproteina, y que la purificacion de la

proteina recombinante no afecta al dominio de fosforilacion.

2.2.3. Defosforilacién de hCoq7 por Pptc7

Una vez caracterizada la capacidad de fosforilacion sobre hCoq7, se realizd un

ensayo fosfatasa sobre la proteina recombinante fosforilada unida a esferas de

sefarosa.
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Figura 2.10. Proceso de fosforilacion y defosforilacion de proteinas unidas a esferas de

sefarosa.
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No solo se utilizd GST-Pptc7 para defosforilar a hCoq7, sino también su homélogo
de levaduras GST-Ptc7, y GST-Ptc6, la otra fosfatasa implicada en regulacion de la

sintesis de coenzima Qg en S. cerevisiae.

Se volvié a unir GST-hCoq7 a las esferas de glutation-sefarosa para realizar el
ensayo quinasa, tras el cual se lavaron para evitar contaminaciéon con PKA, y se
procedio a realizar el ensayo fosfatasa con las proteinas purificadas GST-Pptc7,
GST-Ptc7 y GST-Pic6 (Figura 2.10).La liberacion de fosfatos se cuantificd
recogiendo el sobrenadante y cuantificandolo en el contador de centelleo.
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El resultado obtenido indica que hCoq7 no sélo es una fosfoproteina, sino que es
susceptible de defosforilarse por Pptc7 in vitro, ademas de por las dos fosfatasas
de levadura (Figura 2.11). En paralelo, una muestra de GST-hCoq7 sin fosfatasas
no mostro liberacién de fosfato. Para descartar que la liberacion obtenida provenga
del fgg GST, se incub6é una muestra del /g con Pptc7, obteniendo un resultado

negativo, y corroborando la defosforilacion de hCoq7 por estas tres enzimas.

Las fosfatasas PP2C son monoméricas, no poseen una subunidad catalitica y otra
reguladora como los miembros de otras familias de fosfatasas, y poseen una
amplia especificidad de substrato. Sus dianas vienen determinadas, entre otros, por

la sublocalizaciéon dentro de la célula. La enzima fosfatasa Pptc7 es capaz de
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defosforilar la fosfoproteina hCoq7 /n vitro, y ambas presentan una secuencia de
importacion a la mitocondria. La localizacidon de Coq7p (Jonassen, Proft et al. 1998)
es la misma descrita que para Pptc7, y la capacidad de Ptc7p de defosforilar Coq7p
in vivo ya ha sido determinada en nuestro grupo anteriormente (Martin-Montalvo
2009). De este modo podemos afirmar que hCoq7 es un potencial substrato de

defosforilacion de Pptc7 en el modelo de células humanas.

2.3. La expresion de PPTC7 afecta a los niveles de coenzima Qg
2.3.1. Sobreexpresion y silenciamiento de PP7C7

El hecho de que PPTC7 revierta el fenotipo en el mutante de su homélogo en
levaduras no implica necesariamente que su funcién se mantenga integra en
células de mamifero. Para ello determinamos, en células de mamifero en cultivo, el
fenotipo que produce un incremento o un descenso de los niveles de expresion de

dicho gen.

Ensayos /n vitro sobre hCoq7 mostraron la capacidad de Pptc7 de defosforilar esta
fosfoproteina. En trabajos anteriores en nuestro grupo de investigacién (Martin-
Montalvo 2009) se demostr6 que la actividad monooxigenasa de Coq7p se
incrementa al permanecer la proteina defosforilada, y se reduce al simular un
estado de permanente fosforilacién. Este hecho se refleja en variaciones del
contenido quinénico en la levadura. De manera analoga los niveles de coenzima Qg
descienden en el mutante nulo para P7C/, fenotipo que se revierte al
complementar con PPTC/. Dichas variaciones del contenido en CoQg producen
una clara deficiencia de las actividades mitocondriales en las que éste se encuentra

implicado directamente (Figura 2.4).

Para los estudios en células en cultivo se utilizaron células HelLa por su facilidad de
manipulacion. Con el fin de estudiar las posibles variaciones en niveles de CoQ,
reflejo de la presunta modificaciéon en la actividad monooxigenasa de hCoq7, se
procedio6 al silenciamiento mediante siRNA especifico para PP7C7 (HeLa PPTC7
KD) y en paralelo la sobreexpresion transitoria del mismo mediante plasmidos de

expresién en células de mamiferos (HeLa PPT7C7 SE).

En el caso del silenciamiento fue necesaria la realizacion de un silenciamiento
doble para observar un descenso a nivel de proteina y no tan sé/lo de ARNm. Las

células se silenciaron con una mezcla de tres siRNAs (Ambion), utilizando como
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control un siRNA negativo. Como agente de transfeccion se utilizd oligofectamine
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante para células HelLa. Se realiz6
un primer silenciamiento y tras 48 horas se resembraron a la confluencia apropiada
para el segundo silenciamiento. Las células se recogieron a las 48 horas del
segundo silenciamiento y se homogeneizaron para la extraccion de CoQqq y para la
extraccion de proteinas y ARN. El grado de silenciamiento se cuantific6 mediante
RT-PCR y Western Blot, observando no so6lo una disminucion de los niveles de

ARN mensajero, sino también de los niveles de proteina (Figura 2.12, B).

Para la sobreexpresién se clon6 el gen PPTC7 a partir de ARN comercial en el
plasmido pGEMT de expresién en bacterias utilizando los primers hPTC7clonF y
hPTC7clonR, los cuales amplifican el gen completo excluyendo el promotor (ver

tabla de primers en materiales y métodos).
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Figura 2.12. Modificacién de los niveles de coenzima Q1o en las células HeLa PP7C7 SE y
KD. Cuantificacién del contenido quinonico de extractos lipidicos a partir de un extracto de 10
millones de células enteras. Las muestras complejas se separaron y detectaron mediante
HPLC-ECD. Valores correspondientes a la media de al menos tres repeticiones
independientes +DS. P<0.001

Una vez secuenciada la construccion, se reamplific6 mediante TD-PCR el gen
afadiendo unas secuencias de corte Xhol y Xbal en los extremos 5 y 3’
respectivamente para ligar el fragmento en pcDNA™3.1/myc -His B. Este plasmido

contiene el promotor del citomegalovirus humano para obtener elevados niveles de
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expresion, ademas de la posibilidad de clonar junto con un epitopo myc y un fag de
polihistidinas. Para una apropiada iniciacion de la traduccién el inserto debia
contener una secuencia Kozak (Kozak 1987; Kozak 1990) (G/A)NNATGG, para lo
cual debié afadirse una alanina tras la metionina del codén de iniciacion. Las
células HelLa se transfectaron de forma transitoria utilizando lipofectamine 2000
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante para dicha linea celular, y se
homogeneizaron del mismo modo que las células silenciadas a las 48 horas de la

transfeccion.

2.3.2. Niveles coenzima Q1o en células HeLa PPTC7KDy SE.

La extraccion de lipidos se realizé a partir de homogenado de un millén de células y
se separaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
cuantificando el contenido de CoQq, mediante un detector electroquimico (ECD).
Como se puede observar en la figura, los niveles quinénicos disminuyen al silenciar
PPTC7 en un 40%, y aumentan hasta duplicar los niveles del silvestre en las
células PPTC7 SE (Figura 2.12, A).

Podemos afirmar que Pptc7 esta implicado en la regulacion de la biosintesis de
coenzima Qqo en células humanas en cultivo, y que es capaz de defosforilar a
hCoq7 in vitro. La sobrerexpresion de PPT7C7 produce un aumento de los niveles
de CoQio considerable, llegando al doble de los niveles del silvestre. El
silenciamiento afecta gravemente al estado de la célula, resultando en un
incremento de la muerte celular, y dificultando por ello la obtencién de material
suficiente para realizar las cuantificaciones necesarias. Este fendmeno puede
deberse probablemente a la deplecion de los niveles de coenzima Q4o a casi la
mitad del contenido del silvestre, lo cual puede considerarse una deficiencia
suficiente de CoQ 9 como para generar una patologia. En el caso de S. cerevisiae
la obtencion del doble mutante pic6-pic7 no resultd posible, tanto por
recombinacién homologa delecionando uno de los genes en el fondo mutante de la
otra fosfatasa como por genética clasica. El cruce de diploides gener6 una estirpe
con dificultad en la esporulacién, probablemente debido a una deficiencia
energética grave. Al forzar las condiciones de esporulacion se obtuvo un reparto
aberrante de las ascas, no obteniendo en ningun caso un doble mutante. Este

hecho puede deberse a la necesidad de la presencia de al menos una de las
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fosfatasas para un correcto metabolismo bioenergético, y la ausencia de ambas

produce inviabilidad celular en la levadura.

La implicacion de Pptc7 en la regulacién de la biosintesis de coenzima Q se
mantiene en la filogenia desde Saccharomyces cerevisiae hasta Homo sapiens.
Estudios en nuestro laboratorio de transgénicos silenciados para el homélogo de
PPTC7en Drosophila melanogaster mostraron una afeccién grave en el desarrollo.
Los transgénicos fueron obtenidos mediante el sistema UAS/GAL4 (sistema
activador de la transcripcion). Al realizar los cruces y obtener la progenie
silenciada, aunque las larvas no presentaron un déficit, (posiblemente debido a
herencia materna) las pupas si mostraron una deficiencia de aproximadamente un
40% del contenido quindnico. Y lo que es mas relevante, el desarrollo se detuvo en
estado pupa, sin obtener individuos adultos (Guerra, |. comunicacion personal).
Quedaria por indagar en la verdadera afeccion de la sintesis de CoQ en este
modelo, y elucidar si es esta deficiencia el verdadero motivo de la parada del

desarrollo.

2.3.3. La sobreexpresion de PPTC7 conduce a una disminucion de la
sintesis de novo de coenzima Qg

Dada la diferencia de incorporacion de [14C]pHB en el mutante pfc/ de S.
cerevisiae, se realizd una determinacion de la velocidad de sintesis de coenzima
Q1o en células Hela tras la sobreexpresion de PPTC7. Para ello se transfectaron
de forma transitoria células HeLa con pcDNA-PPTC7 y como control se utilizd el
plasmido vacio. A las 48 horas de la transfeccién se incubaron las células con pHB
radiomarcado, y se recogieron a las 24 horas. Se realiz6 una extraccion lipidica
rapida con isopropanol y las muestras se cargaron en una TLC para separar los
distintos compuestos. El marcaje del coenzima Q1 se cuantifico en el contador de
centelleo.

La sobreexpresion de PPTC7 conduce a una disminucion de la incorporacion de
[14C]pHB frente a la linea silvestre, a pesar de que la linea PP7C/SE presenta el
doble del contenido total. En este caso ocurre algo concordante a lo observado en
levadura, presentando menor velocidad de sintesis aquella estirpe con mayores
niveles de coenzima Q. En nuestro grupo de investigacion se ha observado que

deficiencias primarias en pacientes producidas por una mutacién en un gen COQ

85



La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

conducen a una disminucioén tanto de los niveles totales de coenzima Q como de la
velocidad de sintesis de fibroblastos de pacientes en cultivo (Rodriguez-Hernandez,

A., comunicacion personal).
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Figura 2.13. Incorporacion de pHB radiomarcado en células HeLa PPTC7 SE vy silvestre.
Las celulas S|Ivestre (Wt) y transfectadas con pcDNA-PPTC7 (PPTC7 SE) se incubaron 24
horas con [ C]pHB Las celulas se homogeneizaron y se los extractos lipidicos purificados
se resolvieron en TLC. El [ C] correspondiente al coenzima Q1o se cuantificé en el contador
de centelleo. Valores correspondientes a la media + DS de datos por triplicado de un
experimento representativo. P<0.002

Por otro lado, deficiencias secundarias de coenzima Q generan, a pesar de la
disminucién de los niveles de CoQ, un aumento de la velocidad de sintesis. Asi
ocurre en pacientes que presentan mutaciones en uno de los genes ADCK,
presuntamente implicado en la regulacion de la biosintesis de coenzima Qqq
(Vazquez-Fonseca, L., comunicacion personal). La enfermedad de Batten se
asocia a una mutacién en el gen CLN3; levadura mutante en el gen BTN1, ortélogo
de CLN3 (Pearce, D.A. et al.,, 1999), y a la que se le asocia una deficiencia
secundaria de coenzima Q, posee mayor incorporacion de pHB que la estirpe
silvestre (Padilla-Lopez, S., comunicacién personal). Este conjunto de datos casan
con la hipétesis planteada con anterioridad. Ante una deficiencia de coenzima Q, el
complejo de sintesis se activa para paliar el déficit, incrementando la velocidad de

incorporacion de pHB.

Por otro lado, a las 48 horas de la transfeccién ya se observa el doble del contenido

de coenzima Qi que en las células control (Figura 2.12, A). En las membranas

86



La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

celulares puede existir un limite saturante de coenzima Q, y podria ocurrir que ante

un exceso de CoQqq se reprima la sintesis.

2.4. Establecimiento de una linea celular estable de sobreexpresiéon de PPTC7
mediante retrovirus

El establecimiento de una linea estable de sobreexpresion de PPTC7 se hizo
necesario al requerir mayor material para la realizacion de diversos ensayos en los

que el numero de células era limitante.

Para ello se opt6 por la estrategia de infeccion mediante particulas lentiviricas (Dull,
Zufferey et al. 1998). Las particulas lentiviricas son generadas a partir de un
empaquetamiento de diversos plasmidos en células 293T: el vector de
empaquetamiento (contiene los genes necesarios para generar las proteinas
estructurales del virién y de funciones de empaquetamiento), el vector de envoltura
(pseudotipado de la envoltura con proteina G del virus de la estomatitis vesicular,
VSV-Q) y el plasmido que porta el gen de interés a transducir.

Los lentivirus obtenidos del proceso de empaquetamiento son utilizados para
transducir tanto células en cultivo como diversos tejidos de organismos
pluricelulares. Al realizar la infeccion sobre células en cultivo, generan casi un
100% de transduccién, permitiendo asi obtener una poblacion heterogénea de

sobreexpresion (Figura 2.14, A).

Para obtener el plasmido de sobreexpresiéon se subcloné PPT7C7 con el promotor
del CMV desde pcDNA3-1B a un plasmido compatible con el sistema de
empaquetamiento, pPGK (cedido por Cuervo, A. M.). Dicho vector aporta a su vez
GFP para comprobar la eficiencia de la transduccion.

Con el fin de obtener una linea estable silenciada se empaquetaron lentivirus
utilizando un shRNA para PPTC7 (SIGMA, MISSION library). En este caso el
plasmido aporta el gen de resistencia a puromicina, pudiendo seleccionar tras la

transduccion los clones positivos.

Una vez obtenidas las particulas lentiviricas se infectaron tanto células SH-SY5Y de
neuroblastoma humano como fibroblastos de ratén NIH-3T3 usando como vector
polibreno. La transduccion se llevo a cabo durante 48 horas antes de la apropiada

comprobacion y/o seleccién de clones.
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La sobreexpresion de PPTC7 se comprobd resolviendo éxtractos proteicos de
ambas estirpes (OE) en SDS-PAGE y posterior Western Blot con anticuerpo para
Pptc7.

A B SH-SY5Y

wt OE

Particulasblentivfricas Plésmidog c(lje
recombinantes empaquetado
Ve Pptc7
Veé::or empaquetado
transferencia Vector
de la
@ envoltura
@ Co-transfeccién Gapd h - -
células 293T

Sintesis de ARN
y proteinas

Gemacién

2 virales
g, NIH-3T3
Ensamblaje . ‘P.'; C
wt OE
P
: Pptc7 -

Secuencia de ARN
bajo el promotor LTR

Gapdh ‘s s

Figura 2.14. Deteccién de la sobreexpresion de Pptc7 en lineas estables. WB de extractos
proteicos resueltos mediante SDS-PAGE. A: esquema del proceso de empaquetamiento y
transduccion de particulas lentiviricas. B: Linea estable de células SH-SY5Y, WB anti-Pptc7.
C: Linea estable de células NIH-3T3, WB anti-c-myc.

Al realizar la infeccidn con las particulas lentiviricas de silenciamiento, la viabilidad
celular se redujo drasticamente, perdiendo la linea celular. Este hecho concuerda
con los datos obtenidos de la parada del desarrollo de moscas. Favorecer el
metabolismo glucolitico mediante adiciéon de glucosa al medio disminuye la
mortandad de la linea, aunque no lo suficiente como para obtener un elevado

numero de células.

2.4.1. La sobreexpresion de PPTC7 de manera estable incrementa los
niveles de coenzima Qo

En primer lugar se determinaron los niveles de CoQ, en la linea estable SH-SY5Y
OE. Se cultivaron células hasta el 80% de confluencia y se recogieron por
centrifugacion. Se realizé un extracto lipidico mediante extraccién con hexano y las

muestras se resolvieron por cromatografia liquida de alta resolucion. Para analizar
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el contenido de coenzima Qi se utilizd un detector electroquimico acoplado
(HPLC-ECD). Como estandar interno se afnadié coenzima Qg. y los valores se

relativizaron a millones de células.
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Figura 2.15. Determinacion de los niveles de Coenzima Qo en la linea estable SH-SY5Y
OE. Se cultivaron células SH-SY5Y silvestre (Wt) y sobreexpresando de manera estable
PPTC7 (OE) hasta el 80% de confluencia. Las células se homogeneizaron y la extraccion
lipidica se resolvio mediante HPLC. EI contenido de quinonas se detectaron mediante un
detector electroquimico. Como estandar interno se utilizé CoQs. Los datos corresponden a
pmoles de coenzima Q1o por millén de células. P<0,001

Como se observa en la figura 2.15, la sobreexpresién de PPTC7 de manera estable
produce igualmente un incremento de los niveles de coenzima Qqg, aunque dicho
aumento no resulta tan acusado como en las lineas de sobreexpresion transitorias.
En la transfeccion, el fenotipo se observa tras 48 horas de sobreexpresion. En ese
caso se observa el primer efecto obtenido a causa del incremento de los niveles de
Pptc7, mientras que en la linea estable las células se encuentran adaptadas a esa
nueva situacién, y pueden aparecer mecanismos compensatorios, como puede ser

una activacion del reciclaje del contenido celular.

24.2. La linea estable SH-SY5Y OE presenta una disminucién de la
sintesis de novo de coenzima Qg

Para corroborar los datos obtenidos mediante transfeccion transitoria, se cuantifico
la sintesis de novo de CoQqq en las linea estable de sobreexpresion de PPTC7. De
igual modo se realizé un pulso de 24 horas con pHB radiomarcado.
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Como se observa en la figura, las diferencias obtenidas en este caso son mucho
mayores, disminuyendo la incorporacion en mas de un 75% respecto al silvestre.
En la sobreexpresion transitoria la medicion de la velocidad de sintesis de realiza a
las 72 horas de la transfeccion, mientras que en la linea SH-SY5Y OE las células
se encuentran adaptadas a la sobreexpresion, acentuando aun mas la diferencia
de actividad. Ademas, los niveles de sobreexpresion obtenidos en la linea estable

son mucho mayores a los alcanzados con la transfeccién con pcDNA-PPTC7.
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Figura 2.16. Sintesis de novo de coenzima Q1o. Cuantificacion del ['“C] incorporado tras un
pulso de 24 horas con [14C]pHB. Las muestras se resolvieron en TLC y se cuantificaron en
el contador de centelleo. Los datos corresponden a la media + DS de tres medidas de un
experimento representativo. P<0,001

2.4.3. Las actividades mitocondriales no se ven afectadas tras la

sobreexpresion de PPTC7

Una de las principales funciones del coenzima Q es el transporte de electrones
dentro de la cadena respiratoria mitocondrial. Este actia como transportador mévil
inmerso en la membrana interna mitocondrial, cediendo los electrones que les
donan el complejo | o el complejo Il, provenientes en primera instancia de la
oxidacién de NADH o succinato respectivamente, al complejo Ill. Ademas, el CoQ
forma parte de la estructura del complejo lll, estabilizandolo. La cuantificacion de
las actividades independientes de los complejos de la cadena es un indice de
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funcionalidad mitocondrial, utilizado ampliamente en el diagnéstico de pacientes
con déficit de CoQo.

El mutante de levadura pic/ presentaba una disminucién de las actividades
dependientes de coenzima Qg (Complejo I+l y 11+111), reflejo de los bajos niveles
del mismo. Esta deficiencia se recuperaba mediante complementacion funcional
con PPTC7. Dado que los niveles de coenzima Qi aumentaban hasta duplicar los
valores del silvestre al sobreexpresar PPTC7 en células humanas, se procedio a
cuantificar su actividad en la cadena transportadora de electrones, asi como la del
resto de complejos.

El anadlisis se llevd a cabo a partir de un extracto total de células silvestres o de la
linea OE, solubilizando con digitonina. Las medidas se realizaron en condiciones
saturantes de sustrato y de receptor de electrones. Las actividades dependientes
de CoQ no se ven afectadas al sobreexpresar PP7C7, a pesar de poseer mayores
niveles de coenzima Qio. Las actividades de los complejos independientes de
coenzima Q tampoco estan afectadas de manera significativa. Los datos mostrados
en la figura 2.17 estan referidos, al igual que los datos de CoQ4o, @ miligramos de
proteinas del extracto total. La actividad citrato sintasa tampoco se ve afectada en
esta linea celular.

2.4.4. Lasobreexpresion de PPTC7incrementa el consumo de oxigeno

El hecho de no tener un incremento de las actividades de los complejos de la
cadena respiratoria no implica necesariamente que el consumo de oxigeno no se
afecte, ya que éste es una medida de cuanto oxigeno se reduce /n vivo en células
enteras a partir del NADH y succinato sintetizados por la propia célula. En células
humanas, descensos en los niveles de ubiquinona estan relacionados con un
menor consumo de oxigeno (Bautista-Ferrufino, Cordero et al. 2011), como ocurre
en fibroblastos de piel tras un tratamiento con amitriptilina, un antidepresivo
triciclico que produce un decremento de los niveles de proteinas mitocondriales y
de CoQqo.

La adicion de MitoQqo, un analogo del coenzima Q, a células HepG2 y células
endoteliales de aorta bovina produce un incremento de la respiracion (Fink,
O'Malley et al. 2009; Plecita-Hlavata, Jezek et al. 2009).
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Figura 2.17. Cuantificacion de las actividades mitocondriales en la linea SH-SY5Y OE.

Analisis completo de

las actividades especificas de

los complejos de

la cadena

transportadora de electrones mitocondrial. Las medidas se realizaron sobre extracto total
referidas a actividad citrato sintasa. Valores

solubilizado con digitonina, y estan
correspondientes a la media = DS de medidas por triplicado.
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Figura 2.18. Cuantificacion del consumo de oxigeno en la linea estable SH-SY5Y PPTC7
OE. Determinacién del consumo mediante electrodo de Clarke. Datos relativizados al
consumo de la linea silvestre. Valores correspondientes a la media de triplicados + DS.
P<0.005

Para poder realizar una mediciéon sobre un elevado numero de células se utilizd
una linea celular, SH-SY5Y, estable para sobreexpresion de PPT7C/. Las medidas
se realizaron por triplicado sobre 5 millones de células resuspendidas en 3 mL de
medio completo fresco. Para determinar el consumo debido a respiracion se anadio
CNK para inhibir la actividad de la cadena, asumiéndose que la diferencia entre el
consumo con y sin cianuro potasico se debe exclusivamente a la reducciéon por
respiracion. En la figura 2.18 puede observarse que el incremento de la expresion
de PPTC7 causa un aumento del consumo de oxigeno por respiracion en células /in
vivo. La transfeccidn transitoria para sobreexpresar PP7C7 incrementa los niveles
de coenzima Qg al doble que una linea silvestre, y dicho incremento de los niveles
totales de ubiquinona se refleja en un aumento del consumo de oxigeno respiratorio
de hasta un 40%.

El coenzima Q;, producido, por tanto, se encuentra disponible en la membrana
para realizar una correcta fosforilacion oxidativa, consumiendo mas oxigeno sin
necesidad de incrementar las actividades de los complejos. Estos datos se
explicarian con un mejor acoplamiento del consumo de oxigeno en la cadena
transportadora de electrones, reflejo de una masa mitocondrial con una

funcionalidad 6ptima.
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2.4.5. Elciclo celular no se afecta al sobreexpresar PPTC7

El incremento de los niveles de coenzima Qi por niumero de células podria
explicarse si las células que sobreexpresan PPT7C7 sufriesen una parada en fase S
o simplemente fuesen de mayor tamafio, requiriendo una mayor cantidad de
organelas. Para comprobar tanto el ciclo celular como estimar el tamafo celular se

realiz6 un analisis por citometria de flujo con tincion con ioduro de propidio (IP).
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Figura 2.19. La sobreexpresion de PP7C7 no altera el ciclo celular. Determinacién del ciclo
celular mediante citometria. Las células silvestre (Wt) y SH-SY5Y OE (OE) se cultivaron
durante 24 horas, se recogieron por centrifugaciéon y se fijaron con etanol frio durante al
menos 24 horas a -20°C. Las células se tifieron con ioduro de propidio y se analizaron
mediante citometria. Los datos corresponden a la fluorescencia (FL3) de un experimento
representativo de tres. El tamafo se determin6 mediante el ratio SS/FS.
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Las células se fijaron con etanol 96% 4°C y se tifieron con IP segun se describe en
materiales y métodos. La linea SH-SY5Y OE no mostrd ninguna alteracion en el
ciclo celular, tal y como se observa en la figura 2.19. Tampoco se apreciaron
cambios sustanciales en el tamafio celular, indicando que el incremento del
contenido de coenzima Qio se debe a un aumento de éste en las membranas

celulares.
2.4.6. Produccion de ROS

Como se ha comentado anteriormente, la estirpe de levadura mutante pic/
presentaban una mayor produccion de ROS y carbonilacién de proteinas (Martin-
Montalvo 2009).
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Figura 2.20. Produccion de ROS en la cadena transportadora de electrones.

La mitocondria esta considerada como el mayor productor de superdxido en la
célula (Green and Grover 2000; Chance 2004). El anién superédxido en la cadena
respiratoria mitocondrial se produce mayoritariamente en el complejo I, en el ciclo
del CoQ, como resultado de la pérdida de un electron generado por la semiquinona
(Han, Antunes et al. 2002), aunque también se produce en el complejo | (Raha and
Robinson 2000). El anién superdxido corresponde al primer paso de reduccion del
oxigeno, anterior al peroxido de hidrogeno. La detoxificacion de este producto viene
dada por la superéxido dismutasa, la cual lo transforma en H,0,. La toxicidad de
esta especie reactiva de oxigeno radica en su capacidad de generar otros ROS y
de penetrar las membranas celulares, pudiendo producir dafios en diversas
moléculas organicas que conforman las estructuras de la célula,
desestabilizandolas.

El coenzima Q puede ejercer dos papeles muy diferentes frente al estrés oxidativo.
Su principal papel es el de antioxidante, aunque como hemos comentado, puede
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actuar como pro-oxidante al generar ROS en su ciclo redox. Un estudio en levadura
muestra que elevados niveles de coenzima Q no siempre significan una mejora en
el estado de la mitocondria. Una serie de mutaciones puntuales en COQ/
simulando un estado defosforilado y, por tanto, permanentemente activo, mostré
que, a pesar de los elevados niveles quinonicos, la produccion de ROS era mayor
que el silvestre, al igual que una estirpe deficiente en la sintesis de CoQg (Martin-
Montalvo 2009).

Mediante dihidroetidio y Mitosox se cuantificé el anién superdxido producido en la
célula y de forma especifica en la mitocondria respectivamente. Se observa un
drastico descenso en los niveles de superoxido en ambos casos.

Los niveles totales de O, son menores en la linea estable OE (Figura 2.21) en

comparacion con la linea silvestre de células SH-SY5Y.
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Figura 2.21. Cuantificacion de los niveles de anidon superéxido en la célula. Andlisis por
citometria de la oxidacion de hidroetidio (media de la fluorescencia FL2) /in vivo de cultivos
de la linea silvestre (Wt) y de la linea estable de sobreexpresién (OE). Datos
correspondientes a la media de al menos tres medidas + DS. P<0.001

En la mitocondria, la cual esta considerada como el mayor productor de superoxido
en la célula, los niveles también son menores (Figura 2.22), indicando un mejor
funcionamiento del transporte de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial,

contrario al defecto observado en el mutante KO de levaduras.
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El andlisis por citometria de la produccién de ROS es limitado debido al GFP
expresado en la linea estable de SH-SY5Y, de modo que tan sd/o fue posible

analizar la produccion del anion superoxido.
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Figura 2.22. Cuantificacién de la produccién anién superéxido en la mitocondria. Analisis
por citometria mediante tincién con MitoSox in vivo. Datos correspondientes a la media
de al menos tres valores de fluorescencia FL2 independientes + DS. P<0.001

Este dato, junto al consumo de oxigeno, se puede interpretar como un mejor
acoplamiento de la fosforilacidn oxidativa. Por tanto, los elevados niveles de
coenzima Qqo obtenidos en la linea OE no solo actuan en la mitocondria como
transportador de electrones, sino que lo hace de una manera mas eficiente.

Los incrementos de los niveles de coenzima Qi9 no implican un aumento de las
actividades de la cadena transportadora de electrones ni de la actividad citrato
sintasa, manteniendo el tamafo celular, pero si producen un aumento del consumo
de oxigeno por respiracion y una disminucion de la produccion de ROS. Esta mayor
eficiencia en el metabolismo respiratorio podria explicarse no sélo con un aumento
de los niveles quindnicos, sino también con una mejor calidad de la masa
mitocondrial. Mediante diversos mecanismos, la célula mantiene un reciclaje del
material intracelular dafiado. Este proceso es llevado a cabo por los lisosomas a
través de la autofagia, o por el proteosoma. Previamente se ha asociado a Ptc6p,

una de las fosfatasas que regulan la biosintesis de coenzima Qg en S. cerevisiae,

97



La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

con la mitofagia (Tal et al., 2007). En los ultimos afios se ha descrito en células de
mamifero un sistema especifico de degradacion de mitocondrias danadas a través
del sistema dual PINK/Parkin (Springer and Kahle, 2011), mediante el cual se
eliminan las mitocondrias defectuosas, evitando asi la generacion de ROS
producida por un metabolismo mitocondrial aberrante. Ptc6 parece conectar en
levadura el metabolismo bioenergético, modulando la biosintesis de CoQg, y el
reciclaje de las mitocondrias. Ante la ausencia de Ptc6 en eucariotas superiores,
Pptc7 podria ejercer como modulador de ambas rutas. Dada la similitud del fenotipo
de ambos mutantes fosfatasa en levadura, salvo el estimulo de disparo de su
expresion, no parece descabellado pensar que sea Pptc7 quien asuma el papel en
eucariotas superiores, en los cuales no es necesario un reajuste metabdlico como

en el caso de la levadura.

98



La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

3. Participacién de Pptc7 en el proceso de autofagia/mitofagia

Diversos estudios demuestran que fibroblastos de pacientes con deficiencia de
coenzima Qg muestran, ademas de una disfuncién mitocondrial, un incremento de
los niveles de ROS, activacion de la permeabilidad transitoria mitocondrial (MPTP)
y un incremento de la degradacion especifica de mitocondrias por macroautofagia
(mitofagia). Este proceso es revertido por la adicion de antioxidantes como la
ciclosporina, y se ha descrito como un sistema de defensa celular frente al dafio por
estrés oxidativo (Rodriguez-Hernandez, Cordero et al. 2009). La activacién del
MPTP produce una depolarizacion del potencial de membrana mitocondrial, sefial
que dispara el proceso de mitofagia. La autofagia es un sistema de control de la
calidad celular, para el mantenimiento de sus estructuras, pero una autofagia
masiva puede generar dafios celulares y contribuir a la patologia en si (Levine and
Yuan 2005). Un reciente estudio asocia la deficiencia secundaria de coenzima Qg
en fibroblastos de pacientes MELAS con un disparo de la mitofagia, ademas de un
defecto en la eliminacién de los autofagosomas (Cotan, Cordero et al. 2011).

3.1. Andlisis de la autofagia en células SH-SY5Y estables para sobreexpresién

de PPTC7

La fosfatasa Ptc6p en levadura se encuentra implicada en dos procesos diferentes
aunque interrelacionados. Ante una modificacién de la fuente de carbono disponible
a una no fermentable, y por tanto, la necesidad de una adaptacion y un cambio
metabolico, Ptc6p activa Coq7p para inducir la biosintesis de CoQg (Martin-
Montalvo 2009) y media en el disparo de la degradacién selectiva de las
mitocondrias (Tal, Winter et al. 2007). Se conoce que un estado alterado de la
bioenergética de la mitocondria dispara la mitofagia en levaduras (Priault, Salin et
al. 2005). Este es el primer mecanismo molecular descrito que medie entre estas
dos rutas tan intimamente relacionadas con la bioenergética. La regulacién por
Ptc7p se estimula ante situaciones de estrés oxidativo, aunque ninguna implicacion
en la mitofagia ha sido descrita para esta fosfatasa. La ausencia de homélogos de
PTC6 en eucariotas superiores deja a Pptc7 como profagonista unico en la
regulaciéon por defosforilacion de la actividad de hCoq7, pero la funcién en la
autofagia queda hasta ahora sin ningun representante. Es por ello que se decidi6é
observar la existencia de alguna perturbacion en el proceso degradativo de material

celular al sobreexpresar PPT7C7 en células humanas.
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3.1.1. La sobreexpresion de PPTC7 produce un incremento de la
degradacion de proteinas en la célula

Una estrategia general para monitorizar la degradacién de proteinas de
vida media larga, las cuales tienden a ser degradadas mayoritariamente por
autofagia en vez de por otros procesos (proteosoma, autofagia mediada por
chaperonas -CMA-, etc), es el pulso y caza. Para ello, se realiza un pulso con
aminoacidos radiomarcados, el cual debe ser lo suficientemente largo como para
garantizar un marcaje del poo/ de proteinas (Klionsky, Cuervo et al. 2007). Para
evitar la metabolizacion del aminoacido liberado, se seleccioné uno que fuese poco
metabolizado y facilmente intercambiado a través de la membrana plasmatica,
como la leucina marcada con titrio (*H).

Ciertamente, la distincion entre proteinas de vida media larga o corta no es
del todo correcta. Practicamente todas las proteinas celulares son degradadas por
la ruta lisosomal de autofagia (Kopitz, Kisen et al. 1990). Para estimar la
degradacion por rutas no lisosomales se utilizaron inhibidores de la protedlisis
lisosomal como el cloruro de amonio o la leupeptina (Fuertes, Martin De Llano et al.
2003). Con el fin de obtener una medida mas especifica de la degradacion por
autofagia, se utilizdé 3-metiladenina (3MA), un inhibidor selectivo de Ila
macroautofagia (Seglen and Gordon 1982).

De forma similar a las levaduras, la privacién de nutrientes induce la
autofagia en células de mamifero (Mizushima, Yamamoto et al. 2004). Como
método general para inducir la macroautofagia, las células se sometieron a una
privacion de suero tras el pulso con *H-Leu.

Se sembraron células SH-SY5Y vy células NIH-3T3 silvestres o
sobreexpresando PPT7C7 a una densidad de 50.000 células/pocillo en placas de 12
pocillos, y se anadié medio D-MEM completo con *H-Leu, dejando la incorporacién
del marcaje durante 48 horas. Se lavaron las células para eliminar cualquier posible
resto de radiactividad y se afiadieron los distintos medios (con o sin suero) con o
sin inhibidores de proteasas (cloruro de amonio y leupeptina -N/L-) o inhibidores de
macroautofagia (3MA), incluyendo en el medio 250 mM de leucina no

radiomarcada.
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Figura 3.1. Esquema del pulso y caza

La caza se llevd a cabo recogiendo 50 pL de medio a las 0, 6, 12 y 20
horas. Para cuantificar la liberacion de aminoacidos y evitar una posible
contaminaciéon con proteinas o restos celulares, las muestras se precipitaron
afiadiendo 9% de TCA y BSA 4 mg/ml, y posteriormente se filtraron antes de
cuantificar la radioactividad en el contador de centelleo. Para relativizar al total de
la incorporacion, a las 20 horas se realizé un homogenado total de las células y se
cuantificd en el contador de centelleo igualmente.

La determinacién del ratio de degradacion ante la retirada de suero con
respecto a la degradacion en las células cultivadas con suero (degradacion S-
/degradacion S+) aporta informacion sobre la capacidad de respuesta ante este
estimulo. Un ratio mayor corresponde a una mayor sensibilidad del sistema
degradativo celular a la retirada de suero del medio.

En la linea de sobreexpresion de SH-SY5Y se aprecia un leve incremento
de la degradacion basal en medio con suero en comparacion al silvestre (Figura
3.2, A). Pero no solamente existe una mayor degradacién de base, sino que la
respuesta a la retirada de suero es mayor al sobreexpresar PPTC7 (Figura 3.2, B).
Estas diferencias no son muy acusadas, lo cual pudiera deberse a otros factores
limitantes en el proceso de degradacion. Para este caso seria conveniente el
estudio del efecto del silenciamiento en la degradacion total. La imposibilidad de
obtener una linea estable silenciada para PPT7C/7 resulta un handicap a lo largo de

este trabajo.
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El uso de inhibidores de la protedlisis produce una disminuciéon de la
liberacion de *H-Leu al medio en ambos casos de manera similar (Figura 3.3, A),
aunque en el caso de la linea OE existe una mayor degradacion lisosomal a las 12

horas de la retirada de suero en comparacion al silvestre (Figura 3.3, B).
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Al ahadir 3MA al medio la liberacién disminuye en menor medida que en el
caso anterior (Figura 3.3, A). Esta diferencia marca la degradacion producida por
otras rutas como la debida a la autofagia mediada por chaperonas o la
microautofagia. Se observa una diferencia significativa en la inhibicién de la
macroautofagia a partir de las 12 horas, posiblemente debida a procesos
compensatorios. El ratio obtenido al relativizar la degradacién en presencia de

inhibidores de proteasas frente a la degradacion sin inhibidores da una idea de la
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degradacion resultante de la accidon de proteasas, excluyendo la accion del
proteosoma (Figura 3.3, B). Este ratio confirma que el incremento producido en la
degradacion en la linea SH-SY5Y OE se debe a un incremento de la actividad
lisosomal.

En el caso de la linea de fibroblastos de raton (NIH-3T3), las diferencias
fueron mucho menores, aunque se mantiene la tendencia a una mayor degradacion
(Figura 3.4, A). En este caso los niveles de sobreexpresién de PPTC7 eran mucho
menores que los conseguidos en SH-SY5Y, lo cual podria explicar la atenuacion

del resultado.
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Sin embargo, debido a la naturaleza mas resistente de este tipo celular, los
resultados fueron mucho mas robustos.

En este caso, aunque la degradacion basal es similar al silvestre, la
respuesta a la retirada de suero es mayor en todos los casos en la linea OE en
comparacion con el silvestre (Figura 3.4), aunque so6lo de manera significativa a las

12 y 20 horas de retirada de suero.

A
3097 —e—wts+
Oee Wt S-
OE S+
25 A1
OE s- -
) % :
o
N 0
o '
)
©
)
)
o
|
o
0 < ) T T T T 1
5 10 15 20 25
Tiempo (horas)
B
3,57 mmm wt Figura 3.4. Protedlisis ante la retirada
o 3,04 OE de suero en las lineas célulares NIH-
s '|' 3T3 silvestres y OE. Pulso con H-Leu
2 2,5 1 y seguimiento de la degradacion tras la
™ 201 a activacion de la autofagia. A:
8 + < T a Porcentaje de proteolisis tras un pulso
o $ ,5 T con °H-Leu. Valores en cultivos +/-
3~ suero. B: Respuesta de cada linea
o 1,01 celular ante la retirada de suero.
o 05 1 Valores correspondientes a la media de
! al menos tres ensayos + DS. P<0.05.
0'0 —_— — —
6h 12h 20h

104



La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

3.1.2. El sistema de degradacién por macroautofagia se encuentra
regulado positivamente en la linea de sobreexpresion de PPTCY.

LC3 es el homodlogo humano de Atg8, implicado en la formacion del
fagoforo en el proceso de la macroautofagia. En su forma libre es soluble (LC3-I), y
se modifica a su forma conjugada a fosfolipido (LC3-ll o LC3-PE) para formar el
autofagosoma (Kabeya, Mizushima et al. 2000). Una vez formado el autofagosoma,
éste se fusiona al lisosoma para formar el autolisosoma y degradar el cargo. Una
vez se encuentra en dicho compartimento, finalmente LC3-Il es degradado (Tanida,
Minematsu-lkeguchi et al. 2005). De este modo, mientras la aparicién de LC3-II
corresponde bien a una activacion de la macroautofagia o bien a un defecto en la
fusion del lisosoma al autofagosoma, un incremento de los niveles de su forma
conjugada tras un tratamiento con inhibidores de la protedlisis indican un correcto

flujo del cargo al autolisosoma.

Fagoforo Autolisosoma
Figura 3.5. Modelo de estudio del flujo de autofagosomas a autolisosomas. La adicion de
inhibidores de proteasas (Pl) como el cloruro de amonio (N) y la leupeptina (L) inhiben la
degradacion del cargo de los autofagolisosomas. Esto permite cuantificar, mediante un
ratio +PI/-PI, el contenido de los autofagosomas que es finalmente degradado.

Para comprobar el flujo de LC3 en la linea de SH-SY5Y estable para
sobreexpresion de PPTC7 se cultivaron en medio sin suero durante 6 y 12 horas. El
tratamiento con cloruro de amonio y leupeptina 20 uM y 100 uM respectivamente se
realizé durante 4 horas. Las células se recogieron y se homogeneizaron en RIPA
buffer. Del extracto de proteinas, 100 ug de cada muestra se resolvieron en una
SDS-PAGE con transnferencia a membrana de nitrocelulosa y se revelé con un

anticuerpo contra LC3 (Cell Signaling). Para cuantificar el flujo se realizé6 una
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cuantificacion densitométrica (ImageJ) de la banda correspondiente a LC3-Il, y se
realizé un cociente entre el valor obtenido con el tratamiento con N/L con respecto
a la ausencia de inhibidores. Dicho cociente valora la proporcion de autolisosomas
por autofagosomas formados, la cual genera un valor de degradacion.

Como se puede observar, el nivel basal de degradacion de SH-SY5Y-
PPTC7 se encuentra considerablemente mas elevado con respecto al silvestre
(Figura 3.6, Ay B), al igual que ocurria en el experimento de pulso y caza. Pero en
este caso la degradacion corresponde especificamente a un proceso de
macroautofagia (flujo de LC3 | a LC3 Il). La autofagia esta activa a nivel basal en
casi todos los tipos celulares, reflejo del reciclaje de proteinas de larga vida media y
de la eliminacion de estructuras dafiadas (revisado en Noboru Mizushima, 2007).
Pptc7 parece favorecer la ruta de la macroautofagia, sin necesidad de un estimulo

previo.
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La respuesta a la retirada de suero generada en la linea estable de

sobreexpresion vuelve a ser mayor en este caso, observandose un incremento de

la degradacién de LC3-1l a las 6 horas de retirada de suero que supera los niveles

del silvestre (Figura 3.6, B).

En el proceso selectivo de mitofagia, Parkin, una E3 ubiquitin ligasa, posee

un importante papel. Dicha proteina transloca a la mitocondria mediante PINK1,

una proteina kinasa de la membrana externa mitocondrial que se acumula en

mitocondrias dafiadas (Narendra et al., 2008). Al observar el flujo de Parkin se

observa un incremento de su degradacion tanto a niveles basales como tras la

retirada de suero en la linea SH-SY5Y OE, indicando una mayor tasa de

eliminacion de la mitocondria (Figura 3.7, B).

Parkina ' .

B

Degradacién (+IP/-IP)

A

IP

1,4
1,2 A
1,0 A
0,8 -
0,6 -

Oh

12h-S

Wt OE

Wt

OE

Wt OE

-+

OE

6h 12h 20h

107

T S A
TFelde F8F

+
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la retirada de suero con o
sin inhibidores de proteasas
(PI). A: WB con anti-Parkin y
anti-Gapdh como control de
carga. B: Cuantificacion de
la degradacion de Parkin
mediante analisis
densitométrico de las
bandas por imagen. Los
valores corresponden al
ratio del valor con Pl entre el
valor -PI.



La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

Por otro lado, los niveles proteicos de Parkin en la linea OE son menores
en condiciones basales que en células silvestres. Esto podria ser indicativo de un
proceso alternativo a PINK1/Parkin de sefalizacion en la mitofagia.

Un analisis de la degradacién basal de una proteina de la membrana
interna mitocondrial, como es la subunidad 2 de la citocromo c¢ oxidasa, revela un
incremento de la mitofagia en la linea SH-SY5Y OE respecto al silvestre (Figura
3.8, B). Esta degradacion se traduce en una disminucion leve de los niveles
proteicos, la cual no implica una disminucion de la actividad del complejo IV (Figura
2.13).

La mitofagia puede inducirse por la produccion de ROS (Kim et al, 2007).
En nuestro modelo, aun siendo los niveles de ROS considerablemente mayores en
el silvestre en comparacion con SH-SY5Y OE (Figura 2.16 y 2.17), los mecanismos
de autofagia parecen estar regulados positivamente en la linea estable de
sobreexpresion de PPTC/.

A

1,6 -
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0,8
0,6
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Degradacién CoxII (+IP/-IP)

Figura 3.8. Degradacion de la subunidad Il del complejo IV de la cadena respiratoria
mitocondrial. Cuantificacion de la degradaciéon basal de un marcador mitocondrial. A: WB
anti-COX Il de extractos proteicos resueltos en SDS-PAGE provenientes de células SH-
SYSY silvestres o OE con un tratamiento +/- inhibidores de proteasas durante 4h. B:
Cuantificacién de la degradacién de la subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa. Ratio de los
valores densitométricos con inhibidores respecto a sin inhibidores.

En este supuesto, Pptc7 estaria ejerciendo un control de la calidad de la
mitocondria mediante su degradacién, y una mejora en el proceso respiratorio, con
un transporte de electrones mejor acoplado y una disminucion en la produccion de
ROS.
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3.2. Ptc7p, al igual que Ptc6p, se encuentra implicado en la degradacién
selectiva de mitocondrias en Saccharomyces cerevisiae.

La levadura ofrece un modelo de facil manipulacién para el estudio de la
autofagia. Al igual que en la ruta de sintesis de coenzima Q, la mayoria de los
genes ATG (genes de autofagia) han sido descritos en S. cerevisiae. En los ultimos
2 afos diversos estudios en este modelo han desvelado mecanismos de
degradacion selectiva de la mitocondria, proceso al cual se le conoce por el nombre
de mitofagia (Kanki, Wang et al. 2009; Okamoto, Kondo-Okamoto et al. 2009).
Dada su facil manipulacion y a la existencia de recientes herramientas bioquimicas
desarrolladas para su estudio, se realizd un analisis del estado de la autofagia y la
mitofagia en los mutantes fosfatasas P7C6y PTC7 de levadura.

3.2.1. La ausencia de P7C6 o PTC7 no inhibe el proceso de autofagia
ante la privacién de nitrégeno

Una deficiencia en la degradacioén selectiva de mitocondrias puede provenir
de un defecto en la ruta de sefalizacion, nucleacién, elongacion o maduracién del
fagoforo, fusion del mismo con el lisosoma o un fallo en la degradacién del cargo.

Para poder determinar si Ptc7p es necesario para macroautofagia
inespecifica o para autofagia selectiva de mitocondrias, se utilizé un plasmido que
expresa Atg8p fusionado a GFP en el extremo C-terminal bajo su propio promotor
(Suzuki, Kirisako et al. 2001). Atg8-GFP es un marcador del fagdéforo, el
compartimento de secuestro inicial que forma el autofagosoma, y una poblacién de
esta proteina permanece asociada a la vesicula completa. GFP en constructos de
fusion es relativamente estable en el lumen de la vacuola, y frecuentemente se
libera como una proteina intacta tras ser transportada a la vacuola (Shintani and
Klionsky 2004). De este modo, en una estirpe silvestre, al inducir macroautogafia
mediante privacion de nitrégeno, se puede observar mediante Western Blot la

liberacion del tag de la quimera.
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Figura 3.9. Andlisis de la macroautofagia mediante liberacién de GFP del constructo Atg8-
GFP. Cultivos de los diversos mutantes en YPD se pasaron a medio SDc-N para activar la
autofagia por privacion de nitrégeno. Se recogieron muestras a las 0, 2, 4, 24, 48 y 72 horas
y se resolvieron en una SDS-PAGE. WB anti-GFP.

Se seleccionaron mutantes en un gen implicado en la elongacion y
maduracion del fagoforo (Tsukada and Ohsumi 1993) -ATGS5- y otro en la
maduracion de proteasas vacuolares (Woolford, Daniels et al. 1986) -PEP4- como
controles, ademas de una estirpe silvestre y los mutantes fosfatasas, y se
transformaron con el plasmido Atg8-GFP. Se hicieron cultivos en YPD, y en la fase
exponencial se pasaron a medio sin nitrégeno (SDc-N) para inducir la mitofagia. En
la figura 3.9 se observa como en el mutante afg5, en el cual no se llega a formar el
fagoforo, no se produce liberacion de GFP. Lo mismo ocurre en el mutante pep4, el
cual no es capaz de degradar el cargo que llega a la vacuola, y tampoco se
observa degradacién de la proteina recombinante Atg8-GFP. Sin embargo, en
ambos mutantes para las fosfatasas pic6 y pifc/, asi como en el silvestre, se
produce una degradacion de Atg8p y la concomitante liberacion de GFP, indicando
que tanto la induccion de la macroautofagia como la formacién del autofagosoma
no son el motivo de la falta de degradacién de las mitocondrias. Sin embargo si

puede apreciarse una ligera deficiencia en el mutante pfc/.
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3.2.2. Los mutantes pfc6'y pitc/ presentan un defecto en la degradacion
de porina en condiciones de privacién de nitrégeno

La proteina Ptc6 (Aup1) fue identificada a como una fosfatasa implicada en
la regulacién de la mitofagia en fase estacionaria (Tal, Winter et al. 2007).
Anteriormente se ha demostrado la implicacién de esta fosfatasa en la regulacion
de la sintesis de coenzima Qg en levaduras (Martin-Montalvo 2009). Aup1p regula
la translocacion al nucleo de Rtg3p/Rtg1p. Rtg3p es un factor de transcripcion que
activa la ruta de la respuesta retrogada (RTG) y la ruta TOR (macroautofagia). Esta
relaciéon entre Ptc6p y RTG explica la relacion de la fosfatasa con la mitofagia, dado
que la respuesta retrogada regula la mitofagia en fase estacionaria (Journo, Mor et
al. 2009). Posteriormente se ha descrito un protocolo para la monitorizacién de
mitofagia, en el cual las células son sometidas a un cambio tanto de la fuente de
carbono como de la disponibilidad de nitrégeno (Kissova, Salin et al. 2007). En su
trabajo, cultiva levaduras en medio con lactato, favoreciendo la biosintesis
mitocondrial, para después pasarlas a medio SDc -N, en el cual la masa
mitocondrial es dispensable, ademas de requerir un reciclado del material
innecesario ante la falta de nitrogeno. Kanki destaca la importancia de la fuente de
carbono, puesto que aun a pesar de no disponer de nitrégeno en el medio, si las
células permanecen en lactato la mitofagia ocurre a niveles muy bajos (Kanki, Kang
et al. 2009).

En nuestro estudio, las distintas estirpes se cultivaron en medio SD
completo con glucosa como fuente de carbono y se indujo la autofagia mediante un
cambio a SDc sin fuente de nitr6geno durante 120 horas. Este protocolo presenta
una modificacion del método descrito por Kissova. En este caso no se indujo la
biogénesis mitocondrial previo a la privacion de nitrégeno, por lo que la
monitorizacion debié realizarse a tiempos mas largos. Se tomaron muestras a
distintos tiempos y se cargaron en geles de acrilamida y se resolviéo en una SDS-
PAGE. Al revelar contra porina, una proteina de membrana externa mitocondrial, se
observa un descenso de los niveles de dicha proteina en el caso del silvestre. En la
estirpe mutante para A7G5 este decremento de los niveles de porina no sucede
como consecuencia de un defecto en la maquinaria autofagica, asi como en
mutantes para PEP4. Como era de esperar, en el caso del mutante pfcé6 también

existe un defecto en la eliminacién de mitocondrias. Esta deficiencia se repite en la
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estirpe pfc/ a pesar de no haber aparecido en screenings anteriores de genes
implicados en mitofagia, al igual que ya sucedié con Ptc6p (Tsukada and Ohsumi
1993) (Kanki, Wang et al. 2009). De este modo, Ptc7p se convierte en la novena
proteina mitocondrial implicada en mitofagia en levaduras.

Dias 0 1 2 45 01 2 45 01 2 4 5 0 1 245 0124°G%5
POMNA | e | oummmesamnm | ————— ————— e o
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Wt ptcbé ptc7 atgs pep4

Figura 3.10. Determinacién de defectos en la mitofagia en la deprivacién de nitrégeno. Las
estirpes se cultivaron en medio YPD, y en fase exponencial se pasaron a medio sin
nitrégeno SDc-N. Muestras tomadas a 0, 24, 48, 96 y 120 horas se resolvieron en SDS-
PAGE. En la imagen WB con anti-porina y ponceau de la membrana de nitrocelulosa.

3.2.3. Las estirpes que sobreexpresan P7TC7 o PPTC7 poseen mayores
niveles de mitofagia en fase estacionaria.

Otra técnica para monitorizar mitofagia también hace uso de la diferencia
del tiempo de degradacion del GFP de proteinas recombinantes en la vacuola. Para
ello se generan estirpes transformantes que expresan una proteina de origen
mitocondrial fusionada a GFP. En este caso se utilizd6 Om45p, una proteina de la
membrana externa mitocondrial (Kanki, Kang et al. 2009).

Previamente se ha descrito en S. cerevisiae el proceso de mitofagia en fase
estacionaria (Tal, Winter et al. 2007) bajo condiciones de respiracién, usando
lactato como fuente de carbono. En este supuesto, levaduras silvestres cultivadas
en estas condiciones, muestran una mitofagia masiva a los 3 dias. En este proceso,
al contrario que en el protocolo anterior, no existe un cambio de medio, y las células
son cultivadas en condiciones en las que las que la fosforilacion oxidativa esta
activa completamente. En esta situacion se piensa que existe una seleccion de
mitocondrias, y no una eliminacion de lo dispensable, representando un mecanismo
de control de la calidad.

Se transformo una estirpe con OM45-GFP insertado en el genoma con los
plasmidos pCM189 vacio, pCM189-P7C7 o pCM189-PPTC7 para obtener una
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estirpe silvestre y estirpes con sobreexpresion de los dos genes homdlogos. Se
cultivaron las diversas lineas en YPD y posteriormente se pasaron a medio YPL
durante 5 dias. Se tomaron puntos siguiendo el protocolo anterior para porina, se

resolvio en SDS-PAGE y se blote6 con anticuerpo para GFP.
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Figura 3.11. Monitorizaciébn de la mitofagia en fase estacionaria en estirpes con
sobreexpresion de PTC7y PPTC7. Levaduras OM45-GFP silvestre, sobreepresando P7C7
(SEPTC7) o PPTC7 (SEPPTCY7) se cultivaron en YPD y en fase exponencial se pasaron a
YPL. Muestras tomadas a 0, 12, 36, 60 y 120 horas se resolvieron en SDS-PAGE. A: WB
con anti-GFP y anti-Kar2.

El punto cero corresponde al cultivo previo en YPD, y se puede observar el
incremento de la masa mitocondrial a las 12 horas en medio con lactato. En Ia
levadura silvestre se dispara la mitofagia a los 3 dias, pudiendo verse la liberacion
de GFP de la quimera. Tanto en la levadura que sobreexpresa P7C7 como la
estirpe portadora de su homoélogo humano se observa un incremento de la cantidad
total de liberacién de GFP. En el caso de la estirpe que expresa PPT7C/7, el proceso
de mitofagia se adelanta incluso a las 36 horas de cultivo en YPL, y a los 5 dias

practicamente la totalidad del pool de Om45-GFP ha desaparecido en favor de
GFP libre (Figura 3.11).
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Para comprobar que este proceso es exclusivo de la mitocondria, se
monitorizé a su vez Kar2p, un marcador de reticulo endoplasmico. Los niveles de
esta proteina no disminuyeron de manera significativa (Figura 3.11), indicando que
el incremento de la degradacién es especifico de una regulacién positiva de la
mitofagia.

Los datos obtenidos en levadura apuntan a una relacion entre la regulacion
del metabolismo bioenergético, a través de la sintesis de coenzima Q, y el reciclaje
especifico de mitocondrias (mitofagia), mediado por la acciéon de Ptc7p. En células
de mamifero, Ppct7 regula la sintesis de CoQqo y a la vez promueve la autofagia,
manteniendo la célula en un estado mas saludable. Las células que sobreexpresan
PPTC7 presentan un incremento del contenido de coenzima Qiq y consumen
mayores niveles de oxigeno, aunque producen menores cantidades de ROS,
sintoma de una masa mitocondrial sana. Ademas, existe una relacion entre esta
fosfatasa y el mantenimiento de la funcionalidad de los componentes celulares a
través de un apropiado reciclaje de las mitocondrias.

La sobreexpresion de PPTC7 en células de mamifero y de P7C7 en
levadura conduce a un incremento de la degradacién del material celular. Un
aumento del reciclaje de la masa mitocondrial podria explicar una disminucién de la
produccion de ROS, asi como el incremento de la carbonizacién de proteinas y la
disminucion de la longevidad del mutante pfc/ (Martin-Montalvo 2009). Sin
embargo no explicaria el incremento de la sintesis de coenzima Q. Una regulacién
coordinada de ambas rutas lleva al mantenimiento de la homeostasis celular,
manteniendo por un lado un metabolismo eficiente y por otro una masa
mitocondrial sana. Un sistema equilibrado en este aspecto se encuentra en el
modelo de restriccion calérica, la cual genera un estrés leve que produce un efecto

hormético que protege a la célula.
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4. Lainterrelaciéon mitofagia -bionergética y Pptc7
4.1. Expresion de PPTC7en condiciones de estrés
4.1.1. El estrés oxidativo incrementa los niveles de ARNm de PPTC7

El coenzima Q es un antioxidante que funciona protegiendo a la célula ya
sea previniendo la peroxidacién lipidica o regenerando otros antioxidantes como
pueden ser el ascorbato y el a-tocoferol (Kagan, Tyurina et al. 1998)

Si ciertamente Pptc7 regula la biosintesis de coenzima Q, su expresion
génica estara sujeta a modulaciones ante ciertas situaciones en las que los niveles
de quinona se incrementen, como puede ser una situacion de estrés oxidativo leve.
Aunque se han descrito multiples situaciones en las que los niveles de CoQ
descienden (envejecimiento, enfermedades degenerativas, tratamiento con
estatinas, cardiomiopatias) (Eggens, Elmberger et al. 1989; Kalen, Appelkvist et al.
1989; Folkers, Langsjoen et al. 1990; Mortensen 2003, Shults, 1999), existen
estimulos que inducen una regulacion positiva de su biosintesis.

Estudios en levadura han descrito como activador de la sintesis de
coenzima Qg a agentes oxidantes como el peréxido de hidrogeno y el acido
linolénico (Padilla, Tran et al. 2009).

Sin embargo, se conoce muy poco sobre la regulacién de la biosintesis de
coenzima Qqo en células de mamifero. Tratamientos de estrés como puede ser el
CPT producen un incremento de los niveles de ubiquinona (Brea-Calvo, Rodriguez-
Hernandez et al. 2006) a través del factor de transcripcion Nf-kB en celulas H460
(Brea-Calvo, Siendones et al. 2009).

El coenzima Q mitocondrial protege especificamente contra estrés
bioguimico como el peréxido de hidréogeno (H,O,) (Alleva, Tomasetti et al. 2001).
Tras un tratamiento con 400 uM de perdxido de hidrogeno, se observo la expresion
de PPTC7 en células HeLa mediante RT-PCR. El H,O, es un agente oxidante que
produce un estrés oxidativo el cual induce finalmente apoptosis. El tratamiento con
peréxido de hidrogeno fue de 24 horas dada su toxicidad. Bajo dichas
circunstancias, el nivel de expresion de PPT7C7 aumenta mas de 5 veces frente al
cultivo control (Figura 4.1), indicando una respuesta a nivel de ARN mensajero a

una situacion de estrés.
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Figura 4.1. Determinacién de la expresiéon de PPTC7 ante estrés por H>O,. Células Hela se
trataron con 400 uM de perdxido de hidrégeno durante 24 horas. La expresion se determind
mediante RT-PCR. Valores relativizados a la expresion de GAPDH. Los valores se
corresponden a la media de al menos tres medidas + DS. P<0.001

4.1.2. Induccién de la expresién de PPTC7 ante la retirada de suero

La retirada de suero es un modelo para el estudio de los mecanismos involucrados
en la induccién de la apotosis causada por un estrés leve. Ante este estimulo se
promueve la generacién de ROS y se incrementan los niveles de antioxidantes
como la superoxido dismutasa, el a-tocoferol y el CoQ (Greenlund, Deckwerth et al.
1995) (Villalba and Navas 2000) para prevenir el proceso apoptético. La adiciéon de
coenzima Q evita la peroxidacion lipidica, la liberacion de ceramidas y la muerte
celular (Navarro, Arroyo et al. 1999; Fernandez-Ayala, Martin et al. 2000; Navas,
Fernandez-Ayala et al. 2002).

Por otro lado, la generacion de ROS provocada por la privacion de nutrientes
produce un disparo de los mecanismos de autofagia de la célula (Scherz-Shouval
and Elazar 2007; Scherz-Shouval, Shvets et al. 2007). Durante este proceso se
produce peréxido de hidrégeno derivado de la mitocondria que inhibe la accion
proteolitica de Atg4 sobre Atg8 conjugado a fosfatidiletanolamina, promoviendo
finalmente la formacién del autofagosoma.

La retirada de suero del medio en células HelLa produce una sobreexpresiéon de
PPTC7 a las 24 horas de privacion nutricional, que alcanza hasta mas de 6 veces

los niveles basales de expresion a las 48 horas.
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Figura 4.2. Analisis de la expresion de PPTC7 ante la retirada de suero. Células HelLa se

cultivaron con o sin suero (S +y S - respectivamente) durante 24 y 48 horas. La expresion se
determin6 mediante RT-PCR, tomando como gen de referencia GADPH. Media de al menos
tres ensayos + DS. P<0.001

El incremento de la expresion de PPTC7 en situaciones de estrés junto a la
disminucion de la produccion de ROS al sobreexpresar PPTC7 mediante
transduccion indica un papel protector de esta fosfatasa en la célula.

4.2. Regulacion de la expresion de PPTC7 en células en restriccion calérica

El descenso de los niveles de glucosa de la dieta produce un efecto similar a la
privacion de nutrientes, generando ROS en la célula y activando la autofagia
(Morselli, Galluzzi et al. 2009; Morselli, Maiuri et al. 2010; Morselli, Maiuri et al.
2010). Para analizar esta relacion obtuvimos una linea de cultivo de células Hela
adaptadas a un crecimiento en DMEM 1gr/L glucosa y se comparo la expresion de
PPTC7 con respecto a células HeLa en DMEM 4.5gr/L glucosa. Los niveles de
expresion en restriccion caldrica (RC) son considerablemente mayores al control
(Figura 4.3, B). La retirada de suero del medio de esta linea celular continua
produciendo un incremento de los niveles de ARNm aunque en menor medida
(Figura 4.3, A), posiblemente debido a que ya existe una regulacion al alza de su
transcripcion. Este incremento, sin embargo, no se produce en el caso de COQ’,
no dandose por tanto una regulacion transcripcional de éste como repuesta a la

retirada de suero.
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Figura 4.3. Expresion de PPTC7en bajas concentraciones de glucosa. A: Analisis mediante
RT-PCR de la expresion de PPTC7y COQ7 en células HeLa adaptadas a crecer en medio
con una concentracion de 1gr de glucosa/L en comparacién con células HelLa control (4.5 gr
glucosal/L. medio). B: Andlisis de la expresion de PPTC7y COQ7en las células HeLa en RC
ante la retirada de suero. Las células se cultivaron durante 48 horas en medio con (S+) o sin
suero (S-). C: Modulacién de la expresion de PPTC7 en células HeLa RC al cultivarlas 24
horas en medios con 0.5, 1 6 4.5 gr glucosa/L. Como gen calibrador se utilizo6 GAPDH. Los
datos corresponden a la media de al menos tres ensayos + DS. P<0.001

Con el fin de confirmar si las variaciones de la expresion de PPTC7 se debian a la
modificaciéon del contenido de glucosa, la linea en RC se cultivd durante 24 horas

en concentraciones crecientes (4.5gr) y decrecientes (0.5gr) de glucosa y se
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observo la modulacion de la expresion de PP7C/. Aunque los cambios no son tan
notables como en los casos anteriores, se puede apreciar una tendencia a
disminuir los niveles de transcrito al aumentar los niveles de glucosa en medio,
indicando que la expresion de PPTC7 es sensible al contenido de glucosa en el

medio.

4.3. Fenotipo de la linea celular HeLa adaptada a bajas concentraciones de
glucosa.

4.3.1. Niveles de coenzima Qo

Aunque es bien conocido el efecto beneficioso del coenzima Q ante el estrés
generado por la retirada de nutrientes (Barroso, Gomez-Diaz et al. 1997), hasta
ahora no se habian observado variaciones de los niveles de ubiquinona en

restriccion calorica.

Se cultivaron las células HelLa control y la linea adaptada RC durante 24 horas
hasta un 80 % de su confluencia y se realizd una extraccién de lipidos a partir de un
homogenado total. Las muestras se separaron por cromatografia liquida de alta
resolucion y se analizo el contenido de CoQjq (Figura 4.4). La linea RC presento un
incremento de hasta el doble de los niveles de coenzima Q1o que la linea control, de
manera similar al fenotipo obtenido con la sobreexpresion de PPTC/.
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Figura 4.4. Cuantificacién del contenido de coenzima Q1o en la linea de células HeLa RC. Se
cultivaron células control y RC hasta el 80% de confluencia, se homogeneizaron y se realizé
una extraccion de lipidos. Como estandar interno se utilizo CoQs. La mezcla compleja se
separ6é mediante HPLC y se detectaron las quinonas mediante un detector electroquimico.
Los datos corresponden a pmoles de coenzima Q1o por millén de células. P<0,01
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4.3.2. Las células HeLa RC incorporan menos pHB que las control

La velocidad de sintesis de coenzima Qi se determind mediante la incorporacion
de [14C]pHB durante 24 horas. Al igual que ocurre en el caso de la sobreexpresion
de PPTC7 mediante trasnfeccion o transduccion, la velocidad de la biosintesis se
encuentra disminuida en las células HeLa RC. En este caso se trata de células
adaptadas a unas condiciones de baja concentracidon de glucosa, y no a una
modulacién artificial de la expresion de PPTC7. En comparaciéon con los casos
anteriores, la diferencia en la velocidad de sintesis es menor en las células
transfectadas de manera transitoria, y mayor en las células HeLa RC
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Figura 4.5. Velocidad de sintesis de Coenzima Q1o en células HeLa RC vs. HelLa control.
Las células HelLa control y HeLa RC se cultivaron durante 24 horas en presencia de
[14C]pHB. Se realizé una extraccion de lipidos rapida y las muestras se resolvieron en
cromatografia de capa fina. La incorporacién se cuantificé en el contador de centelleo.
Datos de incorporaciéon en cpm/millon de células, correspondientes a la media + DS de
valores por triplicado de un experimento representativo. P<0.001

4.3.3. Actividad de la cadena respiratoria

La linea RC presenta un crecimiento mas lento que las células HelLa control, y
elevados niveles de CoQq Este hecho refleja un cambio metabdlico en estas
células al crecer en bajas concentraciones de glucosa. Dado que las lineas
tumorales presentan una disminucién del metabolismo respiratorio, y estas células
poseen altos niveles de coenzima Q, se procedidé al analisis de las actividades de

la cadena transportadora de electrones. Para ello se realiz6 un extracto total de
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células permeabilizadas con digitonina, y se analizaron las actividades en

condiciones saturantes de sustrato.

Al igual que ocurre con las células que sobreexpresan PPTC7, a pesar del
incremento de los niveles de coenzima Qqo, Nno se observa un incremento de las
actividades de la cadena en las que éste se encuentra implicado, tanto
relativizandolo a miligramos totales de proteina como a actividad citrato sintasa,

reflejo de la cantidad de mitocondria activa en el extracto.
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Figura 4.5. Actividades de la cadena transportadora de electrones en las que interviene el
coenzima Q. Determinacion de la actividad especifica por miligramo de proteina de un
extracto total o referido como porcentaje respecto a la actividad citrato sintasa de células
control y RC.

Esta medida es la actividad maxima en presencia de un exceso de sustrato, y no
tiene por que reflejar la actividad natural en la célula. Con el fin de conocer el
estado de la cadena completa /n vivo se midié el consumo de oxigeno mediante

electrodo de Clarke en células enteras.
4.3.4. Consumo de oxigeno

Al cuantificar mediante electrodo de Clarke el consumo de oxigeno de células
enteras se aprecia un descenso notable del mismo en las células HeLa RC. Sin
embargo, al afiadir CNK 1mM pata inhibir la actividad del complejo IV se observa
que practicamente la totalidad del consumo de oxigeno de las células cultivadas en

1 gr glucosallL corresponde a respiracion mitocondrial, mientras que en el caso de
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las células HelLa control apenas se produce efecto en el consumo del oxigeno,

procediendo el mismo de produccion de ROS en la célula.

Junto con los datos de actividad de la cadena transportadora de electrones, este
ensayo indica que al poseer una mayor cantidad de CoQio no existe mayor
actividad del mismo en la cadena respiratoria, sino un mejor acoplamiento con la
fosforilacion oxidativa. Este hecho deberia reflejarse a su vez en un descenso en la

produccion de ROS.
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Figura 4.6. Consumo de oxigeno de la linea de células HeLa RC frente a HelLa control. Se
determino el consumo mediante un electrodo de Clarke /n vivo en 5 millones de células
Hela cultivadas a 4.5 gr de glucosa/L o a 1 gr glucosal/L. se monitorizé durante 10 minutos,
tras los cuales se afiadi® CNK 1 mM para inhibir el consumo por respiracion. Se monitorizd
10 minutos mas. Los datos se representan en descenso de la concentracion de oxigeno por
minuto.

4.3.5. Produccion de ROS

Se realiz6 un analisis completo de la produccion de especies reactivas del oxigeno
mediante citometria de flujo, tanto a nivel celular como a nivel mitocondrial, para

confirmar los indicios obtenidos en la cuantificacion del consumo de oxigeno.

Como ya se ha comentado anteriormente, la mitocondria es la mayor fuente de
produccion de superdxido en la célula (Green and Grover 2000; Chance 2004),
generado por pérdida de electrones en el complejo Ill mayoritariamente (Han,
Antunes et al. 2002).
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Se cuantificé el O, producido en la célula o mas especificamente en la mitocondria
mediante diversos frackers visualizados por citometria de flujo. El dihidroetidio
marca la produccion de superdxido total, mientras el Mitosox indica
especificamente aquel producido por la mitocondria. En la figura 4.7 podemos
observar que las células HeLa RC generan menos superéxido en ambos niveles.

Estos datos confirman un mejor funcionamiento de la fosforilacién oxidativa en este
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Figura 4.7. Determinacion de la produccion del radical superéxido en células HeLa RC. Las
células Hela control y RC se incubaron con hidroetidio o MitoSox y se analizaron mediante
citometria. Los datos corresponden a la media + DS del valor de fluorescencia (FL2) de al
menos tres experimentos. P<0.005

Como resultado de la detoxificacién del anion superéxido producido por la
mitocondria, éste es convertido en peroxido de hidrogeno en la matriz mitocondrial
por la superdxido dismutasa (MnSOD) (Fridovich 1997) para posteriormente ser
eliminado por la catalasa, glutatién peroxidasa (GPX) o peroxirredoxina Ill (Green,
Brand et al. 2004). EI O, generado por el Complejo | se libera exclusivamente al
lado matricial de la membrana interna, mientras que el Complejo Il libera
superoxido tanto a la cara matricial como el espacio intermembrana y al citosol
(Han 2001; St-Pierre, Buckingham et al. 2002). El superéxido liberado al citosol es

convertido de modo similar a H,O, por la CuZnSOD (Jezek and Hlavata 2005;
Temple, Perrone et al. 2005).

Para la determinacion del peréxido de hidrogeno se utilizd dicloro-
dihidrofluoresceina y dihidro-rodamina (mas especifico de mitocondria) y se analiz6é

por citometria. En el caso del peréxido de hidrégeno, las células Hela cultivadas en
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1 gr glucosa/L también presentan menores niveles que las células control, aunque
no llega a ser significativa en el caso especifico de la rodamina (Figura 4.8). El
potencial mitocondrial de membrana se genera al bombear protones desde la
matriz al espacio intermembrana, un proceso dependiente de sustrato y del
transporte electrénico, compensado por un transporte de protones en la direccion
opuesta en un proceso denominado fuga de protones. Dicho potencial es utilizado
por el complejo V para generar ATP. Una pérdida de este potencial sera el
resultado de cualquier proceso que devuelva los protones a la matriz, como puede
ser la apertura del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial (MPTP), o la
accion de proteinas desacoplantes (UCPs), interaccidn de acidos grasos con
proteinas mitocondriales, algunas drogas o quimicos o un trastorno general de la
membrana interna (Chan, Truong et al. 2005; Khailova, Prikhodko et al. 2006;
Seifert, Bezaire et al. 2008))
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Figura 4.8. Produccion de peroxido de hidrégeno /in vivo en células HeLa RC. Las células se
trataron con dicloro-fluoresceina o dihidro-rodamina durante 30 minutos y se analizaron por
citometria. Valores correspondientes a la media + DS de la fluorescencia FL2 de
experimentos por triplicado. P<0.002

El 6xido nitrico (NO) puede disminuir la respiracion en la mitocondria y disparar el
proceso apoptético al inhibir la citocromo oxidasa. (Brown and Borutaite 2001).
Puede interaccionar con el superédxido generando el radical peroxinitrito (ONOO-)

(Huie and Padmaja 1993; Padmaja and Huie 1993; Erusalimsky and Moncada
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2007), el cual puede danar proteinas involucradas en el transporte de electrones
(Radi, Rodriguez et al. 1994).

El fluorocromo DAF-FM (4-Amino-5-metilamino-2°,7’-difluorofluoresceina) detecta
los radicales de Oxido nitrico. De nuevo las células RC generan menores
cantidades de radicales libres, que en este caso llega a reducirse hasta en un 50%

de manera significativa.
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Figura 4.9. Cuantificacion del radical éxido nitrico en células HeLa RC. Se sembraron
células HelLa control y RC 24 horas antes del tratamiento. Las células se incubaron con
DAF-FM durante 30 minutos y se recogieron por centrifugacion. La produccion del 6xido
nitrico se determiné mediante citometria. Valores de fluorescencia FL2 correspondientes a
la media = DS de experimentos por triplicado. P<0.001

Se utilizaron rodamina 123 y DASPMI (4-(4-(dimetilamino)stiril) -N-metilpiridinio
ioduro) (Invitrogen), los cuales son secuestrados especificamente por mitocondrias
activas, aportando informacion sobre el estado del potencial mitocondrial. Como se
observa en la figura 4.10, al realizar un andlisis mediante citometria de flujo, las

células HelLa RC poseen menor potencial que las células Hela cultivadas en 4.5 gr
glucosalL.
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Figura 4.10. Potencial mitocondrial de las células HeLa RC respecto a células HelLa control.
Analisis por citometria de la tincion /n vivo con Rodamina 123 y DASPMI de células Hela
control y RC. Los datos corresponden a la media + DS de valores provenientes de tres
experimentos. P<0.002

Estos datos junto a la menor produccién de ROS y los datos obtenidos sobre el
consumo de oxigeno apuntan a una actividad respiratoria mas eficiente, al igual
que ocurria con las células con sobreexpresion de PPTC/. De este modo, las

células HeLa RC parecen mimetizar el efecto producido por la sobreexpresion
artificial de PPTCY.
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RESUMEN

El coenzima Q (CoQ) es un componente esencial de la bioenergética y de la
proteccion antioxidante de la célula. Esto se debe en parte a su estructura, formada
por una cabeza polar y una cola poliisoprenoide, que le permite insertarse y
moverse en las biomembranas. Y por otro lado a su capacidad rédox, ejerciendo un
importante papel en el transporte de electrones en diversos sistemas, siendo la
funcion mas relevante la que acontece en la cadena respiratoria mitocondrial y en

la regeneracion de antioxidantes celulares.

El creciente numero de estudios de enfermedades que cursan con un déficit de
coenzima Q4o han permitido incrementar el conocimiento sobre el papel del CoQ en
la fisiologia celular. La deplecidn de los niveles de coenzima Q se ha asociado, no
s6lo a una causa primaria por defectos en la biosintesis del mismo, sino también a

enfermedades neurodegenerativas y al envejecimiento.

El mayor handicap en el tratamiento de estas patologias se debe a la baja
biodisponibilidad del coenzima Q. El CoQ es el uUnico antioxidante lipidico
sintetizado por la célula. Su caracter lipofilico, necesario para el ejercicio de sus
funciones, se convierte en un inconveniente en las terapias basadas en la
complementacion en la dieta con coenzima Q, especialmente para el acceso a
organos como el cerebro a través de la barrera hematoencefalica, uno de los mas
dafados ante una deficiencia metabdlica. Hasta ahora las estrategias de los
tratamientos se enfocaban en la obtencién de analogos con baja hidrofilicidad,
aunque recientemente, y cada vez mas, se hace patente la necesidad de terapias

alternativas basadas en la estimulacion de la sintesis enddgena.

Excepto en organismos unicelulares como bacterias y levaduras, la deficiencia total
de coenzima Q no existe en la naturaleza, y tan sd/o deficiencias de un cierto
porcentaje son relativamente viables. Por ello, una estimulacién de la biosintesis de
CoQqy en dichos pacientes podria restaurar o al menos paliar el fenotipo
disfuncional. Sobre la biosintesis de coenzima Q, numerosos estudios en
Saccharomyces cerevisiae han establecido una serie de genes que codifican para
proteinas implicadas en dicha ruta, los genes COQ (COQ7-COQ170). EI
conocimiento sobre esta ruta en mamiferos es muy limitado, aunque menos datos

existen en la literatura sobre la regulacion de la biosintesis de coenzima Q.
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En levadura se han establecido diversos puntos de regulacién en la ruta
biosintética. Uno de ellos es Coq7p, una monooxigenasa implicada en catabolizar
uno de los ultimos pasos de la sintesis. La actividad de esta proteina esta regulada
en levadura por ciclos de fosforilacién y defosforilacién, activandose por la accién
de dos fosfatasas, Ptc6p y Ptc7p. En el trabajo desarrollado en esta tesis doctoral
se describe el primer mecanismo biomolecular a través del cual se regula la

biosintesis de coenzima Q4 en células humanas en cultivo de manera enddgena.

En una busqueda de homoélogos de las fosfatasas implicadas en la regulacion de
Coq7p, se encontraron tan s6lo homélogos de Ptc7p en eucariotas superiores,
quedando Ptc6p relegado al reino Fungi. En humanos, éste corresponde a Pptc7,
una presunta fosfatasa. Analisis /in silico de la secuencia peptidica de esta proteina
determina que pertenece a la familia de serinas/treoninas fosfatasas dependientes
de metales, PP2C. Mediante una caracterizacién bioquimica, se determina la
actividad de Pptc7 como proteina fosfatasa en ensayos /n vitro. Para su actividad
fosfatasa requiere los cofactores Mg+2 y Mn*?, los cuales son insustituibles por otros
metales como Fe*? o Fe*®. Esta dependencia de Mn*? y Mg*? es caracteristica de la
familia PP2C de fosfatasas monoméricas. Ademas, su actividad no se ve afectada
por el inhibidor de fosfatasas genérico ortovanadato sodico, al igual que los otros

miembros de la misma familia.

Una de las mayores diferencias con otras familias de fosfatasas es la ausencia de
subunidad reguladora. Por ello su regulacién viene dada por modulacion de su
expresion y por la sublocalizacion celular. EI complejo de biosintesis de coenzima
Q se localiza en la mitocondria, asi como hCoq7. La secuencia peptidica de Pptc7
muestra, en ensayos /1 silico una potencial secuencia de importaciéon mitocondrial.
Mediante fraccionamiento se comprueba que efectivamente, Pptc7 se transloca a la

mitocondria.

El mutante pfc/ presenta una deplecién de los niveles de coenzima Qg y de sus
actividades asociadas de la cadena transportadora de electrones mitocondrial, asi
como un incremento del consumo de oxigeno /n vivo en células enteras. Estos
datos indican una disfuncién mitocondrial causada por la deficiencia de CoQg, la
cual es revertida al complementar la estirpe mutante con el propio gen de levadura

o con el heterélogo humano. Mediante complementacion funcional se observa que
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el fenotipo del mutante para P7C7 en levadura se recupera al sobreexpresar

PPTC7, confirmando la homologia entre ambas fosfatasas.

En ensayos /n vitro se describe a la proteina humana hCoq7 como una

fosfoproteina, la cual es capaz de ser defosforilada por Pptc7.

La manipulacion de la expresion de PPT7C7 en células humanas en cultivo produce
una modulacién de los niveles de coenzima Qqo. La sobreexpresion de PPTC7
transitoria duplica los niveles de CoQiy de una linea control, mientras que su
silenciamiento produce, en 48 horas, una deplecién del 50%. Este silenciamiento
afecta al estado de la célula de tal modo que el establecimiento de una linea
estable silenciada es inviable. En moscas el silenciamiento de PP7C7 produce un
defecto en el desarrollo y una consecuente parada en los primeros estadios de la
pupa, ademas de una deficiencia del contenido quinénico. En el caso de levadura,
mientras que el mutante simple pfc/ o pitc6 resultan viables, el doble mutante es
letal.

Aunqgue los niveles de coenzima Qg se incrementan, la velocidad de sintesis se
encuentra disminuida en las células que sobreexpresan PPTC/. En la levadura
mutante pfc/ se observa un incremento de la incorporacion del precursor pHB
radiomarcado con [14C] con respecto al silvestre. Este efecto se ha observado en
otros estudios del grupo sobre deficiencias secundarias de coenzima Q. En
pacientes con deficiencias primarias de CoQq,, el complejo de biosintesis del
mismo presenta un defecto, y la velocidad de sintesis de coenzima Q1o €s menor en
comparaciéon con células provenientes de individuos sanos. En una deficiencia
secundaria, las diversas proteinas que componen la ruta de sintesis de coenzima Q
se encuentran intactas, siendo capaces de realizar el proceso correctamente. En
este caso, los bajos niveles de CoQ, obtenidos a causa de un defecto en un punto
fuera de la propia ruta de sintesis, pueden estimular la actividad del complejo de
biosintesis con el fin de paliar la deficiencia. Por ello no es de extrafar que la

incorporacion de pHB se encuentre incrementada en estos casos.

A pesar de presentar un incremento de los niveles de CoQq, en células que
sobreexpresan PPTC/, las actividades de la cadena no se ven afectadas, aunque
si presentan un incremento del consumo de oxigeno por respiracion. Estos datos,
junto con una menor produccion de ROS, tanto a nivel celular como mitocondrial,

sugieren un mejor acoplamiento de la fosforilacion oxidativa y una actividad de la
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cadena transportadora de electrones mitocondrial mas eficiente. Un reciclaje
competente de la masa mitocondrial elimina aquellos organulos dafados y
potencialmente dafinos para la célula, obteniendo una menor liberacién de ROS

provenientes del mal funcionamiento de la cadena transportadora de electrones.

Estudios recientes relacionan diferentes patologias asociadas a deficiencias de
coenzima Qi con procesos de mitofagia como sistema de defensa ante el dafio
generado por mitocondrias disfuncionales, ante la necesidad de un reciclaje de las
mismas. En levadura, Pic6p estd implicado en dos procesos intimamente
relacionados, la biosintesis de coenzima Qg y la degradacion selectiva de
mitocondrias ante un cambio en la fuente de carbono. De tal manera, en la
adaptacioén a fuentes de carbono no fermentables y ante la necesidad de activar el
metabolismo respiratorio, dispara la biosintesis de CoQg. Ante una situacion
contraria de adaptacién al metabolismo fermentativo, activa la mitofagia para la
eliminacion de la masa mitocondrial residual. En células de mamifero la mitofagia, a
excepcion de la ejercida en la diferenciacion de los eritrocitos, se compone de un
nivel basal para el mantenimiento de la homeostasis celular, y de una degradacion
selectiva de aquellas mitocondrias disfuncionales que presentan una pérdida del
potencial mitocondrial e incremento en la producciéon de ROS. En levadura Ptc7p
responde, a diferencia que Ptc6p, a estimulos de estrés. Un estrés leve posee un
efecto hormético en la célula, generando una respuesta antioxidante. Este es el
caso de la restriccion calérica y de compuestos ampliamente estudiados como el
resveratrol. Sin embargo, un estrés oxidativo mas fuerte puede generar graves
danos en las estructuras celulares y finalmente muerte por apoptosis. La cadena
transportadora de electrones mitocondrial es uno de los mayores productores de
ROS en la célula. Una degradacion selectiva de las mitocondrias dafiadas es

esencial para el mantenimiento celular.

Lineas estables para la sobreexpresion de PPTC7 presentan un incremento de los
procesos degradativos celulares, incluyendo la degradacion de proteinas
mitocondriales, ante una retirada de suero. La monitorizacion de la autofagia en los
mutantes pfc6'y ptfc7 de levadura revela un papel esencial de ambas en el proceso
de degradacién selectivo de mitocondrias, pero no en la macroautofagia ante la
deprivacion de nitrégeno. Por otro lado, la sobreexpresion de las fosfatasas Ptc7 y

Pptc7 en levadura silvestre produce un incremento de la mitofagia en fase
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estacionaria. Los mecanismos a través de los cuales Pptc7 regula la actividad

autofagica de mitocondrias continuan siendo desconocidos.

Las pautas de expresion de PPTC7 se corresponden tanto a situaciones de
incremento de coenzima Q como situaciones de disparo de la autofagia,
incrementando los niveles de ARNm ante diversas situaciones de estrés. Ante un
insulto con un estrés leve, la célula activa los mecanismos de defensa antioxidante,
incrementando, entre otros, los niveles de coenzima Q. Para ello es necesaria una
activacion de la regulacion del complejo de biosintesis, modulada por la accion de
Pptc7 sobre hCoq7. Cuando el dano producido no puede solventarse, es necesaria
la activaciébn de mecanismos de reciclaje con el fin de atenuar el efecto oxidativo,
especialmente al tratarse de la mitocondrias. Un dafio en este organulo puede
producir un incremento de la produccién de ROS, acentuando el trastorno
producido. Ante esta situacién, Pptc7 podria activar la mitofagia selectiva,

manteniendo asi la calidad del contenido celular.

La restriccion caldérica se ha considerado ampliamente en la literatura por los
efectos beneficiosos que supone un estrés moderado para la homeostasis celular.
En estas situaciones de estrés moderado, los mecanismos de respuesta
antioxidante se encuentran regulados positivamente, como es el caso del coenzima
Q. En una linea de células HelLa adaptadas a crecer en medio con menos del 25%
de glucosa (RC) que la linea original, se sintetiza del orden de dos veces mas
coenzima Qqo, al igual que ocurre al sobreexpresar PPTC/7. La expresion de este
gen se encuentra regulada positivamente en esta linea RC, mientras que la
expresion de COQ7 no se afecta, apuntando a una regulacion post-traduccional de
su actividad. En una caracterizacién de esta linea se observa que los niveles de
CoQqp no afectan las actividades de la cadena respiratoria pero si produce una
fosforilacién oxidativa mejor acoplada, disminuyendo considerablemente Ia

generacion de ROS.

Por tanto, en un sistema /n vivo sin manipulacion génica, ante una situacién de
estrés moderado, la expresién de PPTC7 se regula positivamente, estimulando la
sintesis de coenzima Q1o del mismo modo que al generar lineas de sobreexpresion
del mismo, y las mitocondrias funcionan de una manera mas eficiente y funcional.
Diversos estudios han determinado el disparo de la autofagia en condiciones de

restriccion caldrica y el efecto beneficioso que éste acarrea.
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Recientes estudios describen regulaciones por ciclos de fosforilacion y
defosforilaciéon de las proteinas implicadas en la mitofagia. La proteina quinasa
activada por AMP (AMPK) es un sensor intracelular de la disponibilidad de
nutrientes y de estrés. Esta quinasa fosforila Ulk1, ortélogo en mamifero de la
proteina quinasa de levadura Atg1, implicada en la iniciacion de la autofagia y
requerido para el proceso especifico de degradacion de mitocondrias. Esta
fosforilacion es requerida para una correcta mitofagia. La induccion de la expresion
de PTC7 en levadura ante un estrés osmoético depende de Hog1p, una de las dos

MAPKSs descritas en el proceso de fosforilacién de Atg1 en levadura.

hCoq7* p
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Figura 5.1. Esquema del modo de accion de Pptc7 sobre el metabolismo bioenergético y la
mitofagia

Por otro lado, la proteina de levadura Atg32, considerada un receptor mitocondrial
de la mitofagia, presenta dos serinas fosforiladas requeridas para su interaccion
con Atg11 y para la mitofagia. Sin embargo, la sustituciéon de dichas serinas por
acido aspartico o glutamico para mimetizar la fosforilacién no resultan funcionales

para la mitofagia. Esto hace suponer que Atg32 no solo requiere de la fosforilacion,
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sino también de una eliminacién de los grupos fosfatos mediante una fosfatasa, lo
cual no es posible en el caso de la sustitucidon de las serinas. Ambas proteinas,
Ulk1 y Nix (proteina de mamifero sobre la cual se ha sugerido ser homdlogo de

Atg32), podrian ser presuntas dianas de Pptc7 en el disparo de la mitofagia.

En la literatura se ha asociado PPTC7 con mecanismos de supervivencia y
actividad antitumoral. Ademas, un estudio reciente sobre una poblaciéon con una
mutacioén en la hormona del crecimiento la cual produce una grave deficiencia de la
misma y de IGF-1, revela un incremento de la respuesta antioxidante y de los
mecanismos de autofagia en células cultivadas con suero de individuos de dicha

poblacién. Estas células presentan un incremento de la expresion de PPTC/.

Pptc7 es el primer sistema descrito de regulacion post-traduccional de la biosintesis
de coenzima Qg en células de mamifero, ademas del primer nexo entre esta ruta y
la degradacién especifica de mitocondrias. Ambas rutas se encuentran
relacionadas en multitud de situaciones, y se han descrito ampliamente en la
enfermedad (MELAs, Fibromialgia, Parkinson, etc.). Los datos de esta tesis
doctoral destacan a Pptc7 como posible diana para el estudio de tratamientos que
activen dicha enzima, paliando las deficiencias generadas en las diversas
patologias que cursan con un déficit de coenzima Qqo, tanto por incrementar su
sintesis endégena como por estimular la mitofagia, eliminando asi selectivamente

aquellas mitocondrias disfuncionales.
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CONCLUSIONES

—

10.

11

Pptc7 es una fosfatasa mitocondrial perteneciente a la familia PP2C.
PPTC7 es el homodlogo humano del gen PTC7 de Saccharomyces
cerevisiae, siendo capaz de complementar funcionalmente el fenotipo del
mutante.

hCoq7 es una fosfoproteina en ensayos in vitro.

Pptc7 defosforila hCoq7 /n vitro.

Pptc7 activa la biosintesis de coenzima Qi en células en cultivo, y la
inhibicion de su expresion produce una linea celular no viable.

La sobreexpresion de PPTC7 no produce ningun efecto significativo en las
actividades de la cadena respiratoria mitocondrial.

La sobreexpresion de PPTC7 genera un incremento del consumo de
oxigeno respiratorio en células enteras y una disminucion de la produccion
de ROS.

La macroautofagia esta activada en la linea estable de sobreexpresion de
PPTC7.

Ptc6p y Pic7p estan implicados en la degradacién selectiva de
mitocondrias pero no en el proceso de macroautofagia en S. cerevisiae.

PPTC7 se expresa en condiciones de estrés.

. Células HelLa en restriccion calérica incrementan la expresion de PPTC7 y

su fenotipo mimetiza el efecto de la sobreexpresion mediante transduccién-

transfeccion.
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MATERIALES Y METODOS
1. Bacterias
1.1. Estirpes, medios y cultivo

Para llevar a cabo las transformaciones y para mantener las construcciones de
plasmidos se utilizd la estirpe de Escherichia coli DH5a (F-, $80d/acZAM15,
N(lacZYA-argF\U169, deoR, recAl, endA7, hsdR17(r., my’), phoA, supEA4, A-, thi-
1, gyrA96, relAT).

La estirpe de E. coli BL21 (B F- decm ompT hsdS(rB-mB) gal) se utilizé para la

purificacion de proteinas recombinantes.

Las estirpes de bacterias se cultivaron de forma rutinaria en medio Luria Broth (LB),
1% triptona, 0.5% extracto de levadura y 1% NaCl (Pronadisa). Cuando fue
necesario se us6 ampicilina a una concentracion final de 10 pug/ml. Los cultivos

fueron incubados a 37°C en agitacion (200 rpm.)

1.2. Determinacion del crecimiento de los cultivos de bacterias

Para cuantificar el crecimiento de las bacterias en cultivos liquidos se determiné la

densidad 6ptica a 600 nm.

1.3. Transformacion de bacterias con ADN plasmidico

Para la transformacién de bacterias con ADN plasmidico se utilizaron bacterias
competentes obtenidas mediante el método del CaCl,. Los cultivos a DOgognm igual
a 0,5 se centrifugaron y resuspendieron en 50 mM de CacCl, frio. Se incubaron
durante 2 horas a 4°C, se lavaron y se resuspendio la pella de nuevo en CaCl, a
0,125 DOgognm/ml. Se tomaron 50 ul de las bacterias competentes e
inmediatamente se incubaron con 30 ng de ADN plasmidico durante 30 minutos en
frio, y se someti6 a un choque térmico de 42°C durante 2 minutos para
permeabilizar la membrana. Tras una incubacion a 37°C de 30 minutos, las

bacterias transformadas se sembraron en placas selectivas.
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2. Levaduras
2.1. Estirpes, medios y cultivo

Las estirpes de Saccharomyces cerevisiae se obtuvieron de EUROSCARF

(European Saccharomyces Cerevisiae Archive for Functional Analisis):

Estirpe Genotipo

BY4742 MATa ; his3AT; leu2A0; lys2A0; ura3A0

APTC6 BY4742, MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YCR0O79w::kanMX4
APTC7 BY4742, MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YHRO76w::kanMX4
AATGS BY4742, MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YPL149w::kanMX4
APEP4 BY4742 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YPL154c::kanMX4

OM45-GFP MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; GFP(S65T)::HIS3MX6 (Invitrogen)

Los medios y los protocolos de manipulacion de las estirpes se basaron en
manuales basicos de laboratorio (Campbell and Duffus 1988; Guthrie and Fink
1991).

- Medios ricos: Las estirpes de levaduras fueron cultivadas de forma rutinaria
en medio rico (2% extracto de levadura, 1% peptona) usando como fuente
de carbono azucares fermentables como la dextrosa al 2% (YPD) o fuentes

no fermentables como el glicerol al 2% (YPG).

- Medios selectivos: Para las estirpes transformadas se us6 como medio
selectivo un medio sintético sin uracilo (SDc-URA) (1,7 g/L de YNB, 3,5/L g
de sulfato aménico, 1 g/L de fosfato potasico monobasico y 1,73 g/L de una
mezcla de aminoacidos esenciales y nucledtidos sin uracilo (Sigma) con

glucosa (2%) o galactosa (2%) como fuente de carbono ajustado a pH 6.
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- Otros medios: Para inducir la formacién de mitocondrias las levaduras se
cultivaron en un medio rico con lactosa como fuente de carbono (YPL). Para
la induccion de la autofagia se usdé medio SDc-URA sin fuentes de
nitrogeno, usando como fuente de carbono glucosa al 2% (Cheong and
Klionsky 2008). Para inducir especificamente mitofagia se cultivaron en el
mismo medio usando en este caso lactosa al 2% como fuente de carbono
(Kanki, Kang et al. 2009).

Para los cultivos en medio sélido se anadié 2% de agar al medio liquido. Todos los

cultivos en medio liquido o solido se incubaron a 30°C.

2.2. Determinacién de la masa y concentracion celular

En el caso de los cultivos liquidos de levaduras se determiné la densidad éptica a
660 nm. En fase exponencial una unidad de densidad optica se corresponde con 26
millones de células/ml, 2.6 mg peso fresco 6 0.8 mg de peso seco, mientras que en
fase estacionaria se equipara a 18 millones de células/ml, 1.8 mg de peso fresco 6

0.45 mg de peso seco (Serrano 1988).

2.3. Transformacion de levaduras con ADN plasmidico

Las distintas estirpes de levaduras fueron transformadas con DNA plasmidico
usando el método del acetato de litio (Agatep, Kirkpatrick et al. 1999) salvo algunas

modificaciones.

Se recogieron levaduras crecidas hasta 1 unidad de DOggnm mediante
centrifugacion, se lavaron con agua estéril y se incubaron durante 5’ en acetato de
lito 0,1 M a temperatura ambiente. Tras este primer paso se afadieron los

siguientes componentes estériles en este orden:

- 240 pl PEG 50%
- 36 pl acetato de litio 1M

10 pl ADNss 10 mg/ml (Salmon Testes DNA, Sigma)

5 pl plasmido

40 pl H,0dd.
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Se mezcld con vortex 30” y se incubo 30’ a 30°C. Posteriormente se sometieron a
un choque térmico a 42°C 30’, se recogieron por centrifugacion y se incubaron en

medio YPD durante 2 horas a 30°C.
Las levaduras se sembraron en placas selectivas.

2.4. Obtencién de mutantes por delecion

Para deleccionar el gen de interés se utilizaron casetes de deleccién obtenidos
mediante amplificacion por PCR de un conjunto de plasmidos denominado Del
Marker Set distribuido por EUROSCARF. La amplificacion se llevé a cabo de
acuerdo al método publicado previamente (Gueldener, Heinisch et al. 2002). Se
utilizaron tanto marcadores de resistencia a higromicina como auxotrofias HIS o
LEU.

Se tomaron 20 ml de un cultivo a 1 DOggonm, S€ lavé con agua estéril y se
resuspendio en 100 pl de TE/LiAc (10 mM Tris HCI pH 7.5, 1 mM EDTA y 100 mM
acetato de litio). Se afiadieron 20 mg de ADNSss, 10 pl del producto de PCR y se
incubd 10’ a temperatura ambiente. Se afiadieron 260 ul de una solucién de PEG al
50% en 10 mM Tris HCI pH 7.5, 1 mM EDTA y 100 mM acetato de litio y la mezcla
se incubd a 30°C durante 1 h. Tras la adiciéon de 43 pl de DMSO, se aplicé un
choque térmico de 5’ a 42°C. Las transformaciones se lavaron en agua estéril y se
incubaron 2 horas a 30°C en agitacion con YPD. Posteriormente se sembraron en

las placas selectivas correspondientes.
3. Cultivos celulares de mamifero
3.1. Tipos celulares, medios y cultivo

Se han utilizado diversos tipos de células de mamifero. Las células HelLa se han
adquirido de la American Type Culture Collection. Las células Hela fueron
cultiivadas en medio DMEM (Gibco) suplementado con solucién
antibiética/antimicético (Sigma) y 10% de suero fetal bovino (FBS). De forma
rutinaria la concentracion de glucosa fue de 4.5 g/L y 1 g/L para establecer

condiciones de restriccion calérica.

Las células SH-SY5Y, derivadas de neuroblastoma humano, y fibroblastos de ratdon
3T3-NIH fueron utilizadas para generar lineas estables de sobreexpresién. Se
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cultivaron en medio DMEM, 4.5 g/L de glucosa y 10% de FBS. Para las
transfecciones con ADN plasmidico o con siRNA oligos, se utilizé6 medio Opti-MEM
(Gibco) al 5% de FBS. Las células 293T se usaron para producir lentivirus. Todas

las células se cultivaron a 37 °C y 5% CO..

3.2. Determinacién de la concentracion y viabilidad celular

Para confirmar el buen estado de los cultivos se determiné la viabilidad celular de
forma periddica. Aunque gran parte de las células muertas quedan en suspension
en el medio, algunas permanecen adheridas a la superficie. Las células en
suspension se eliminaron retirando el medio y lavando con PBS 1x. Para levantar la
monocapa de células adheridas se utilizé tripsina a 37°C. La viabilidad del cultivo
se determind mediante tincion con 7rypan Blue y posterior observacion al

microscopio en camara de Neubauer.

3.3. Obtencién de lineas de sobreexpresion transitorias mediante transfeccion
de DNA plasmidico en células HeLa

Para transfectar células HeLa con DNA plasmidico se utilizd Lipofectamine 2000
(Invitrogen) como agente de transfeccion. Se siguieron las recomendaciones del
fabricante salvo pequefias modificaciones. En el momento de la transfeccion la
confluencia celular fue del 80% en medio DMEM sin antibitoticos, 5% FBS. Para la
formacioén de los complejos agente-plasmido se utilizd Opti-MEM | Reduced Serum
Medium sin suero. Las células se incubaron con los complejos de transfecciéon a
37°C en un incubador de CO, durante 8 horas, se les cambié el medio por medio
DMEM fresco sin antibiéticos, 5% FBS. El fenotipo se observo a las 48-60 horas de

la transfeccion.

3.4. Obtencién de lineas silenciadas mediante transfeccion de oligos siRNA en
células HelLa

Los estudios de silenciamiento génico fueron llevados a cabo mediante
interferencia de RNA con oligos de RNA de interferencia (siRNA). Para la
transfeccion de siRNA (Ambion) se utilizdé Oligofectamine (Invitrogen) como agente
de transfeccidén, siguiendo las recomendaciones del fabricante con algunas
modificaciones para su optimizaciéon. La confluencia celular fue del 50% en el

momento del silenciamiento en medio DMEM sin antibidticos al 5% FBS. Los
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complejos siRNA-Oligofectamine fueron incubados 20’ a temperatura ambiente en
medio Opti-MEM | Reduced Serum Medium sin suero. Las células se incubaron con
los complejos durante 8 horas en un incubador de CO; a 37°C, y posteriormente se
les afadio suero hasta una concentracion final del 5%. A las 72 horas después del
silenciamiento las células se lavaron con PBS 1x, se levantaron con tripsina y se
sembraron para realizar un segundo silenciamiento. Tras 48 horas del segundo

silenciamiento se observo el fenotipo.

3.5. Empaquetamiento de particulas lentiviricas mediante cotransfecciéon de
vectores de empaquetado en células 293T

Para obtener las particulas lentiviricas se utilizaron células 293T, sembradas a una
confluencia del 50-60%. Previo a la transfeccion, las células se incubaron en medio
Iscove's Modified Dulbecco's Médium (IMDM)-GlutaMAX, 10% de FBS. ElI ADN
plasmidico para una placa se preparé como sigue:

- Plasmido ENV (VSV-G), 3ug

- Plasmido pMDL/pRRE (empaquetamiento de Il generacion), 5 ug
- Plasmido REV 2.5, ug

- Plasmido con el vector de transferencia, 15 ug

La mezcla se hizo hasta un volumen maximo de 150 pl junto con H,Odd. Se
anadieron 300 pl de TE 0,1x (TE 1x: 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8)
estéril y 50 pl de CaCl, 2,5 M. La mezcla se incub6é durante 5 minutos a
temperatura ambiente, tras lo cual se anadieron 500 pl de HBS 2x (280 mM NaCl,
100 mM HEPES-NaOH, 1,5 mM Na,HPOQO,, pH 7,1) gota a gota mientras se aplica
vortex a maxima velocidad. Rapidamente, la mezcla total se anadié al cultivo de
células. Se cultivaron durante 16 horas a 37°C con el ADN plasmidico precipitado, y
se sustituy6 el medio por 8 ml de D-MEM 10% FBS y 1% PSF. Pasadas 24 horas,
el medio se recogié y se centrifugé a 2000 xg 3 minutos para eliminar restos
celulares, y se filtr6 con filtros 0,45 um. Las fracciones alicuotas de lentivirus se

almacenaron a - 80°C.
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3.6. Obtencion de lineas estables mediante transduccién con particulas
lentiviricas

Las células SH-SYS5Y se sembraron un dia antes de la transduccion a una densidad
de 50.000 células/pocillo en placas de 6 pocillos. Para la infeccién se utilizaron 0,5
ml del sobrenadante obtenido de particulas lentiviricas y 8 pg/ml de Polybrene
(Santa Cruz Biotechnology) para incrementar la eficiencia. Tras 16 horas se anadio
1 ml de medio DMEM complementado. Tras 48 horas se comprobé la eficacia de la
transduccion mediante sefial GFP en microscopio de fluorescencia, y la

sobreexpresion mediante SDS-PAGE, electrotransferencia e inmunotinciéon (WB).

En el caso de lentivirus para silenciamiento por shRNA, tras el primer pase de

células se anadioé puromicina para seleccionar las células transducidas.

3.7. Cuantificacion de ROS y potencial mitocondrial mediante citometria de
flujo

La produccion de superdxidos se determino tratando las células con hidroetidio
(genérico) o MitoSox (especifico de la mitocondria). En el caso de los peroxidos de
hidrégeno se utilizaron diclorodihidrofluoresceina y dihidrorodamina, mas especifica
de la mitocondria. Para determinar el potencial mitocondrial se trataron con DAF-
FM. Las células se sembraron en placas de 12 pocillos, se incubaron con cada
tratamiento a una concentracion final de 5 uM en medio durante 30 minutos, se
lavaron con PBS 1x y se tripsinizaron para su posterior analisis mediante citbmetro
de flujo Epics® XL (Coulter). La poblacion se seleccioné mediante FS y SS, y la
fluorescencia se cuantificé con el detector FL1 (525 + 20 nm), excepto para
hidroetidio y MitoSox, para los cuales se utilizé FL2 (585 + 20 nm) o FL3 (625 + 20

nm). Todos los fluorocromos fueron adquiridos a Molecular Probes.
3.8. Determinacién del ciclo celular mediante citometria de flujo

Las células, sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de 50.000
células/cm?, se recogieron por centrifugacion a 500 xg, 5 minutos a 4°C y se fijaron
en etanol 70% a 4°C. Se almacenaron a -20°C durante al menos 24 horas. Una vez
fijadas las células, se lavaron dos veces con tampdén Hanks 1x frio (Biorad), se
resuspendieron en 1 ml de tampén de tincion de ADN (PBS pH 7,5, 0,1% Tritén X-
100, 0,1 mM EDTA, 50 pg/ml ARNasa-A y 50 pg/ml de ioduro de propidio) y la
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tincién se llevé a cabo durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. La

fluorescencia se cuantifico mediante un citometro Epics® XL (Coulter).

3.9. Andlisis de la degradacion de proteinas mediante pulso y caza con 3H-
leucina

Se sembraron 60.000 células/pocillo en placas de 12 pocillos el dia anterior. El
pulso se realizo con 500 pl de medio DMEM completo con 2 uCi *H-leucina/ml de
medio durante 48 horas. Tras la incorporaciéon del aminoacido radiomarcado, las
células se lavaron con Hanks 1x y se afiadieron 400 pl de medio DMEM con o sin
suero con 250 mM de leucina no radiomarcada. A cada pocillo se anadieron los
inhibidores, N/L (20 pM NH,'CI, 100 pM leupeptina) o 3MA (10 mM 3-

metiladenina), o ninguno de los anteriores.

Se dejo la incorporacion de la leucina fria durante 20 minutos, y se recogio el punto
cero. Para ello, en una placa de filtro de 96 pocillos se afiadieron 70 pl TCA 20%,
50 pl del medio y 30 ul BSA 20 mg/ml para precipitar las proteinas. Las placas se
filtraron para evitar contaminacion con restos celulares. Se recogieron muestras a
las 0, 6, 12 y 48 horas. Tras el ultimo punto se lavaron las células con Hanks 1x y

se homogeneizaron con 400 pl de buffer de lisis RIPA.

Finalmente se tomaron 20 ul de cada muestra (incluido el homogenado final) y 180
pl de liquido de centelleo y se cuantificaron en el contador de centelleo durante 5

minutos/muestra.
4. Métodos de biologia molecular
4.1. Disefio de cebadores

Los cebadores utilizados para PCR asi como aquellos utilizados para realizar las
secuenciaciones se disefiaron mediante el programa informatico Primer Premier
5.0 (Biosoft). Para la determinacion de la expresion génica mediante PCR a tiempo
real se utilizaron cebadores disefados por el programa Beacon Designer 4.0
(Biosoft).

4.2. Amplificacién de PPTC7 y hCOQ7 mediante PCR y clonaje en vectores

Ambos genes se amplificaron a partir de ARN comercial de cerebelo (Clontech)
mediante RT-PCR para la obtencién del ADNc (RevertAid M-MuL V Reverse,
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Fermentas) y posterior PCR. Para amplificar el gen PP7C7 completo se utilizaron
los primers hPTC7clonF y hPTC7clonR, y en el caso de hCOQ7 los primers
hCOQ7pGEMTF y hCOQ7pGEMTR. Los productos se clonaron en un plasmido
comercial pGEM-T Easy Vector (Promega) mediante asas-T y a partir de ahi se
obtuvieron los amplicones necesarios para generar las diversas construcciones
utilizadas. Para ello se realizaron Touch Down PCR (ver tabla adjunta) utilizando en
la mayoria de los casos Taq polimerasa (MBL-Taqg DNA polimerasa) o Pfu

polimerasa (MBL-Pfu polimerasa).

Los fragmentos de PCR se seleccionaron tras realizar una electroforesis de ADN
en geles de agarosa-TBE con bromuro de etidio al 1%. Una vez obtenidos los
productos de PCR se clonaron en el vector comercial pGEM-T Easy Vectory se
transformaron en bacterias E. co/i DH5a. El vector porta el gen AMP7T de
resistencia a ampicilina, lo que permitid la seleccion de transformantes positivos
mediante el cultivo en presencia de dicho antibidtico, y con la ayuda de un A/t

comercial se realizé una purificacion de ADN plasmidico (MBiotech).

Ciclo Repeticiones Paso Tem([Z%r)a tura TZ;Tnp;o

1 1 Desnaturalizacion 95°C 5

2 24 Desnaturalizacion 95°C 1
Alineamiento 62°C ( A -0,5°C/min) 1

Extension 72°C 2

3 6 Desnaturalizacion 95°C 1
Alineamiento 50°C 1

Extension 72°C 2
4 1 Extensién 72°C 10

Tras comprobar por secuenciacion la idoneidad del fragmento de PPTC7, se
subclond utilizando los mismos primers en el vector comercial de expresiéon en

levadura pYES.1/V5-His-TOPO (Invitrogen) mediante asas-T. A los productos de
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PCR obtenidos por Pfu polimerasa, se les afadieron las asas-A mediante una

incubacion 20’ a 72°C con dATP 2 mM y Taq polimerasa.

Para clonar PPTC7 en el plasmido de expresién en levaduras pCM189 se usaron
los cebadores hPTC7pCMF y hPTC7pCMR y se clono el producto en pGEM-T
Easy Vector. El plasmido pGEMT-PPTC7pCM y pCM189 se digirieron con BamHI y
con Pstl, y ambos se ligaron mediante T4-DNA Ligasa (Fermentas). En el caso del
plasmido de expresion en células de mamifero pcDNA3-1b se clon6é usando los
oligos PTC7pcDNAF y PTC7pcDNAR vy la digestion se realizé con las enzimas Xhol
y Xbal. Otra versidn se obtuvo para generar un transcrito en fase con el fag c-myc
del vector pcDNA3-1b. En este caso se utilizd como antisentido el cebador
PTC7pcFASE, subclonandose del mismo modo en el vector pcDNA3-1b. Para
clonar el gen PPTC7 en el plasmido de expresion de proteinas recombinantes en
bacterias (pGEX) se utilizaron los cebadores hPTC7BamHF y hPTC7SallR,
digiriendo los fragmentos con BamHI y con Sall (Fermentas). En el plasmido pPGK
se subclon6é PPTC7 a partir de pcDNA3-1b-PPTC7, digiriendo con las enzimas
Bglll y Pmel (Fermentas) un fragmento que comprende el promotor CMV del
plasmido y el inserto de PPTC7 en fase con el /ag c-myc. Los bordes se hicieron
romos con Klenow (Promega). El plasmido pPGK se digirié con EcoRV (Fermentas)
la cual genera extremos romos. El inserto se traté con fosfatasa alcalina (BioLab) y

se ligo con T4-DNA ligasa en el plasmido digerido.

COQ7 se clon6 en pGEM-T Easy Vector utilizando como molde pGEMT-hCOQ7 y
los primers hCOQ7BamHIF y hCOQ7XholR. Tras su secuenciacion, el fragmento
se digirié con las enzimas BamHI y Xhol, al igual que el plasmido pGEX , donde se

subclono por ligaciéon con T4-DNA ligasa.
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4.3. Plasmidos utilizados

Nombre Caracteristicas Huésped

Plasmido comercial de clonacién de

PGEM-T Easy productos de PCR por asas-T E. coli (DH5a)
_ PGEX-4-T1-PPTC7-GST tag :

PR FRIET (purificacion de GST-Pptc7) = a2

PGEX-hCOQ7 PGEX-4-T1-hCOQ/-GST g E. coli(BL21)

(purificacion de GST-hCoq7)

pcDNAS3-1b-PPTC7
pcDNA-PPTC7 (sobreexpresion de PPTC7 en células de Células HelLa
mamifero)

pCM189-PPTC-myc-6xHIS tag
pcDNA-PPTC7F (sobreexresion de PPTC7 en células de Levadura
mamifero)

pCM189-PPTC7

PRI (Sobreexresion de PPTC7 en levadura)

Levadura

pRS316-ATG8-GFP fag
ATG8-GFP (Expresién de la proteina recombinante Levadura
Atg8-GFP en levaduras)

Plasmido de empaquetamiento de lentivirus  Células de

ERCISERIC para cotransduccion de PPTC7 y GFP mamifero

4.4. Comprobaciéon de transformantes por PCR y digestién con enzimas de
restriccién

Se utilizaron dos técnicas para comprobar los transformantes positivos. En primer
lugar se realizaron PCR desde colonias con los cebadores internos del gen PPTC?7,
hPTC7intF y hPTC7intR.

Para confirmar los resultados se realizé una digestion sobre los plasmidos con las

enzimas de restriccion (Fermentas) utilizadas para la clonacién en cada plasmido.

4.5. Secuenciaciones de los clonajes

Todas las construcciones se analizaron mediante secuenciacion. Este analisis se

llevé a cabo en plasmidos purificados desde las colonias que resultaron positivas
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en las pruebas de PCR y de digestion. En las secuenciaciones se utilizaron los
cebadores internos del gen PP7C7 en la mayoria de los casos. En el caso de los
vectores pGEM-T Easy y pYES2.1/V5-His-TOPO se utilizaron los cebadores T7 y

SP6, y Gal1 y V5 respectivamente, proporcionados por el fabricante del vector.

En el caso de las secuenciaciones directas desde levadura se realizaron a partir de
PCR desde colonias, utilizando los mismos cebadores que en el caso de los

analisis en bacterias.

Las secuenciaciones fueron llevadas a cabo por la empresa Eurofins MWG

Synthesis GmbH (Ebersberg, Alemania).

4.6. Extraccion de ADN gendmico de levadura

Para amplificar los genes de levadura que posteriormente se clonaron y
transformaron, se extrajo ADN gendmico (ADNg) segun el método descrito
previamente (Philippsen, Stotz et al. 1991). El ADNg se extrajo de cultivos de 30 ml
en YPD a 2 x 10® células/ml. Las células se recogieron mediante centrifugacion, se
lavaron con agua destilada y se resuspendieron en 3 ml de sorbitol 0,9 M, EDTA
0,1 M, DTT 50 mM vy fosfato potasico 20 mM pH 7,5. Se le afiadié 0,25 mg de

Zymoliasa 20T y se incub6 durante 90 minutos en agitacion a 37°C.

Una vez obtenidos los esferoplastos, se centrifugaron y se resuspendieron en 3 ml
Tris-HCI 50 mM pH 8 y EDTA 50 mM. La suspensién se incub6 con 0,3 ml SDS
10% a 65°C durante 30 minutos. Se afnadid posteriormente 1 ml de acetato
potasico 5 M manteniéndose en hielo durante 1 hora. Tras centrifugar a 15.000 rpm
durante 30 minutos se separo el sobrenadante que se mezcld con un volumen igual
de etanol absoluto. Se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos y se lavo el
pellet con etanol al 70%. Se resuspendié en 300 pl de tampoén TE (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8). La contaminacién con RNA se elimind tratando la muestra
durante 30 minutos a 37°C con 15 pl de una soluciéon 10 mg/ml de RNAsa libre de
DNAsa. Se afnadieron 300 pl de fenol/cloroformo (1:1), se mezclé por inversion, se
centrifugé 10 minutos y al sobrenadante se le afiadié 15 pl de 3 M de acetato
sédico y 900 pl de isopropanol. Tras centrifugar 10 minutos la pella se lavé con
etanol 80%, se elimind todo el exceso de etanol en el Speed-Vacy se resuspendid
en 100-300 pl de tampon TE.
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4.7. Extraccién de ADN gendmico a partir de colonias de levadura

Para realizar la PCR de comprobacion de transformaciones se extrajo ADNg a
partir de colonias. Para ello se transfirieron colonias frescas a tubos con 100 ul de
tampon de lisis (Tris-HCI 100 mM, pH 7.5, SDS 0.5%, y EDTA 30 mM), se
mezclaron con voértex 5” y se lisaron las células incubandolas 15 minutos a 95°C.
Se precipitaron los restos celulares incubando con 50 pl de acetato potasico 5 M
durante 20 minutos en hielo. Se eliminaron los restos celulares por centrifugacion y
al sobrenadante se le afiadié 150 pl de cloroformo. Tras centrifugar se recogio la
fase acuosa para precipitar el ADN con 70 pl de isopropanol. La pella se lavo con
etanol 95%, y tras secarla en el Speed-Vac se resuspendié en 50 pl de tampon TE.

4.8. Extraccion de ARN de cultivos celulares

Se utilizd easy-BLUE Total RNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnology), siguiendo
las instrucciones del fabricante. El proceso se realiz6 con material tratado con
agua-DPEC. Una vez obtenido el ARN se trataron las muestras con DNAasal
Amplification Grade (Sigma) durante 30 minutos para eliminar posibles

contaminaciones con ADN genomico.
4.9. Cuantificacién de ADN/ARN

Las purificaciones de ADN plasmidico, gendémico y de ARN se cuantificaron
mediante espectofotometria (Nanodrop ND-1000 de Nanodrop). En todos los casos
se seleccionaron las muestras que presentaron un ratio 260 nm/280 nm de 1.6-1.9
para el ADN y entre 1.8-2 para el ARN. Para descartar la degradacion de las
muestras de ARN y su pureza se resolvieron mediante electroforesis en geles de
agarosa-TBE al 1%.

4.10. Sintesis de cDNA mediante RT-PCR

La reaccion de transcripcion reversa se realiz6 mediante /Script cDNA Sintesis Kit
(Bio-Rad), y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se obtuvo el cDNA a partir
de 0.5 pg de ARN para realizar posteriores PCR a tiempo real.

Previamente a la sintesis de cDNA, las muestras se trataron con DNase /
Amplification Grade (Sigma) para eliminar posibles contaminaciones con ADN. Se
siguieron las instrucciones del fabricante. La reaccion se detuvo anadiendo 5 mM
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de EDTA como agente quelante y desnaturalizando la DNasa | a 70°C durante 10

minutos.

4.11. Medida de la expresion génica mediante PCR a tiempo real

La PCR a tiempo real se realizdé con SensiMix SYBR & Fluorescein Kit (Quantace),
siguiendo las instrucciones del fabricante, con 2 pl de cDNA en un volumen final de
reaccion de 25 ul. Como gen constitutivo se utilizé GAPDH. Los cebadores se
disefiaron con similar temperatura de fusion para poder determinar la expresion de
diversos genes en las mismas condiciones de PCR, siendo la concentracién final

en la reaccién de 0.2 uM. El programa utilizado en el termociclador fue el

Ciclo Repeticiones Paso Temperatura Tiempo

(°C) (min)
1 1 Activacion enzimatica 95°C 10:00
2 35 95°C 00:15

Adquisicion del dato o )
al final del tercer X°C (segin Tm 00:30

paso del cebadonr
72°C 00:30
3 >80 95°C 01:00
Analisis de la curva 55°C 01:00
de melting

55°C

00:10
( A0,5°C/ciclo)

determinado por el fabricante, en el que se incluye una curva de fusién para

determinar la especificidad de cada producto de PCR.

Para cada pareja de cebadores se realizd una recta de calibrado para definir la
eficiencia de los mismos. El ratio de expresion se calculd con el método de 24P
(Pfaffl 2001).

5. Maétodos bioquimicos
5.1. Purificacién de proteinas recombinantes

La expresion de proteinas recombinantes se indujo en la estirpe de bacteria BL21
transformada con el plasmido pGEX-PPTC7. La induccién se realiz6 durante 3
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horas a 18°C con 0,4 mM de IPTG y 2% (v/v) de etanol 96% para inducir la
expresion de chaperonas y facilitar asi un correcto plegamiento de las proteinas

recombinantes.

Las bacterias se lisaron en tampon GST (Tris-HCI 0,1 M pH8, NaCl 0,2 M, B-
mercaptoetanol 15 mM, pefabloc 1 mM, leupeptina 1 mM, pepstatina 1 mM y
ditiotreitol 1 mM), con 1:2000 p/v de lisozima, EDTA 0,6 M, pefabloc 0,25 mM, LBTI
0,5 mM y 1:2000 v/v Tritén-X-100, a -80°C durante 12 horas. Tras la lisis se ahadié
0,1 mg de ADnasa | (Sigma) y 7,5 mM de MgCl,, durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El homogenado se centrifug6 a 12.000 x g durante 45 minutos a 4°C.

El sobrenadante se incubo a 4°C con 3 ml de esferas de glutation-sefarosa (GST)
(GE Healthcare). Tras 12 horas se lavaron y se eluyé la proteina con 1:3000 p/v de
glutation reducido (GSH) en tampodn de elucion (Tris-HCI 0.1 M pH8 y NaCl 0,2 M).
El eluido se dializ6 para eliminar el GSH a 4°C durante 12 horas en 50% de
glicerina, MOPS-NaOH 50 mM pH 7, B-mercaptoetanol 4,5 mM, pefabloc 0,1 mM.
La proteina se almacené a -20°C hasta su uso. Las muestras se cuantificaron tras
realizar una electroforesis PAGE con tincién de plata, incluyendo una recta de
calibrado con BSA.

5.2. Extraccion de proteinas de células de mamifero en cultivo

Las células se recogieron por centrifugacion y se homogeneizaron en RIPA Buffer
(Pierce) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La lisis se llevdé a cabo
durante 5 minutos en hielo, y posteriormente se eliminaron los restos celulares

mediante una centrifugacion a 14.000 x g 15 minutos a 4°C.

5.3. Extraccién de proteinas de levadura

Se tomaron 10 millones de células en 500 pl de agua y se lisaron con 100 pl de
NaOH 2 M con B-mercaptoetanol al 35% durante 15 minutos en hielo. Las proteinas
se precipitaron con 100 pl de TCA 3 M, se incubaron 15 minutos a 4°C y se
centrifugaron 10 minutos a 10.000 x g. La pella se lavd con acetona, y después de
secarla se resolubilizé en 30 pl de SDS 5% y 30 ul de tampén de carga (LB 1x).
Posteriormente se cargd en un gel de acrilamida la mitad del volumen de la

muestra.
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5.4. Cuantificacién de proteinas por Bradford

Para cuantificar las muestras de proteina se utilizé el método de Bradford (Bradford
1976) con el reactivo BIO-RAD Protein Assay (Bio-Rad), en presencia de NaOH. Se
determind la absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro, junto con una recta de

calibrado con y-globulina (0-28 pg).

5.5. Resolucibn de muestras complejas de proteinas en SDS-PAGE e
inmunodeteccion

Tras someter las muestras de extractos proteicos a electroforesis desnaturalizante
en SDS (SDS-PAGE) y transferirlas a membranas de nitrocelulosa, se llevd a cabo

una inmunodeteccion con anticuerpos especificos.

Se utilizaron mini-geles de acrilamida (EZ-Run 12.5% Protein Gel Solution, Fisher
Scientific) de 1.5 mm de grosor, y la electroforesis se realizé a intensidad de
corriente constante de 35 mA por cada gel, en un sistema Mini Protean Ill de Bio-
Rad, con EZ-Run Running Buffer 1x (Fisher Scientific). Para la electrotransferencia
se utilizaron membranas de nitrocelulosa (Amersham-Pharmacia) humedecidas en
tampon de transferencia (Tris base 48 mM, Glicina 39 mM, metanol 20%, pH 9-9.4),
mediante el sistema Trans-Blot SD Transfer Cell (Bio-Rad), a voltaje constante de
25 V durante 1 hora. Previamente se estabilizaron los geles en tampon de
transferencia durante 30 minutos. Como control de la transferencia y para visualizar
el perfil de bandas generado se tifid la membrana con una solucion de Rojo

Ponceau al 0,5% en acético al 1%.

El bloqueo se hizo con TTBS (Tris-HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 150 mM, Tween20
0,05%) con 5% de Blotting Grade Blocker non-fat dry milk (Bio-Rad) durante 30
minutos. Las incubaciones con los anticuerpos fueron de 12 horas a 4°C en el caso
del primario y de 30 minutos a 1 hora a temperatura ambiente en el caso del
secundario (marcados en todos los casos con peroxidasa de rabano, HRP).

El revelado se llevo a cabo con Immun-Star Chemiluminescent kit (Bio-Rad) en la
mayoria de los casos, y para detectar proteinas minoritarias Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore), y se realizd en un revelador
automatico (Amersham-Pharmacia).

154



La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

Las imagenes obtenidas en el revelado fueron procesadas en un densitémetro GS-
800 (Bio-Rad), con el software Quantity One 4.4.1 (Bio-Rad).

5.6. Ensayos de actividad fosfatasa in vitro
5.6.1. Ensayo p-NPP

La actividad fosfatasa fue determinada en 50 pl de tampodn fosfatasa (50 mM Tris-
HCI pH 8,0, ditriotreitol 1 mM, MnCl, 10 mM y MgCl, 5 mM) anadiendo 1 pg de
proteina recombinante y 5 mM de para-nitrofenil fosfato (p-NPP) (Biorad). Tras 30
minutos la reaccién se detuvo al anadir 200 pl de SDS 0,5% y se determindé la
absorbancia a 410 nm en un lector de placas (Eldex). En el ensayo se incluyé como
control negativo GST purificado. El coeficiente de extincion molar del
paranitrofenol-fosfato es 18 mM™ cm™ (Mackintosh and Moorhead 1993).

5.6.2. Ensayo con fosfopéptidos

Para determinar la actividad fosfatasa con péptidos fosforilados se utilizé el método
del verde malaquita. En este ensayo se anadieron 2 ug de proteina recombinante
en tampon fosfatasa (ver ensayo p-NPP), y 5 pM de péptidos fosforilados en un
volumen final de 50 pl. Tras 15 minutos se detuvo la reaccién al afiadir 100 pl de
verde malaquita (Upstate). Se permitié el desarrollo de la reaccién colorimétrica
durante 15 minutos y se determind la absorbancia a 620 nm en un lector de placas

(Eldex). Como control negativo se realizé una reaccion sin enzima.
5.6.3. Ensayo DiFMUP

Mediante el sustrato 6,8-difluoro-4-metilumbeliferil fosfato (Molecular Probes) se
determind la actividad fosfatasa de proteinas purificadas a pH &cido. Para el
ensayo se utilizaron 0.5 pg de proteina en un volumen total de reacciéon de 500 pl
con MnCl, 10 mM y MgCl, 10 mM y DiFMUP 0.2 mM. La reaccion de llevé a cabo
durante 1 hora a 37°C, y se par6é aumentando el pH mediante la adicion de 500 pl
de borato sodico 50 mM. La actividad se cuantifico mediante fluorimetria (excitacion

358 nm, emision 455 nm).
5.7. Fosforilacién in vitro con PKA de proteinas recombinantes purificadas

La proteina recombinante GST-hCOQ7 (100 pg) se fosforilo /n vitro unida a las
esferas de glutation-sefarosa con 5 unidades de la subunidad catalitica de Proteina
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Kinasa A (Sigma), 0,1 uCi [y-32P]JATP (Perkin Elmer) en 50 pl de tampdn kinasa
(Tris HCI 50 mM, B-glicerol fosfato 25 mM, MgCl, 5 mM, MnCl, 1 mM, ditiotreitol 1
mM, y 200 uM de ATP frio) durante 1 hora a 30°C. Posteriormente se lavaron las
esferas para eliminar el [y-32P]ATP sobrante y la PKA fosforilada, y se cuantifico la

fosforilacion total mediante un contador de centelleo.

5.8. Defosforilacion in vitro de la proteina recombinante GST-Coq7 purificada

Una vez fosforilada GST-hCOQ7, se incubo, unida a las esferas de sefarosa, en
250 pl de tampon fosfatasa (ver ensayo p-NPP) y 2.5 ug de fosfatasa recombinante
purificada durante 30 minutos a 30°C. Se cuantificé en el contador de centelleo la
mitad de la muestra, y la otra se filtr6 para eliminar las proteinas unidas a las
esferas de sefarosa y se cuantifico en el CC tanto la radiactividad remanente en las

proteinas como la liberada por accién de la defosforilacion.
5.9. Purificacion de mitocondrias por subfraccionamiento celular
5.9.1. Purificacién de esferoplastos y mitocondrias de levaduras

Se siguio el método de Glick (Glick and Pon 1995). Se recogieron los cultivos por
centrifugacion, se lavaron con agua destilada y se calculé su peso fresco. Cada
gramo de peso fresco se resuspendio en 5 ml de tampén A (Tris-SO, 100 mM, pH
9.4, DTT 10 mM) y se incub6 durante 30 minutos con agitacién suave a 30°C para
facilitar la posterior accion de la Zymoliasa. Se centrifugd y se resuspendio en 2 ml
de tampodn B (Fosfato potasico 20 mM, pH 7.4 y sorbitol 1,2 M), afiadiendo de 2,5 a
3,5 mg de Zymoliasa 20T (Seikagaku Corporation) y se incubd durante 60-90

minutos a 30°C en agitacion hasta obtener esferoplastos.

Los esferoplastos se centrifugaron a 4°C, 4000 x g durante 5 minutos. La pella se
lavé con 10 ml de tampén B y se resuspendié en 10 ml de tampoén C, que esta
compuesto de Tris-HCI 10 mM, pH 7,4 y manitol 0,6 M. En este momento se
afaden 100 pl de PMSF 100 mM y a continuaciéon se introduce todo en un
homogenizador Dounce (vidrio-vidrio). Los esferoplastos se rompieron mediante
25-30 golpes de homogenizador. El paso siguiente es la centrifugacion a 1500 x g
durante 5 minutos a 4°C para eliminar restos de componentes celulares. El

sobrenadante se centrifugd a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C. Tras la

156



La fosfatasa mitocondrial PPTC7, punto de encuentro entre el metabolismo bioenergético y la mitofagia

centrifugacion la pella esta formada por una fraccion de membrana enriquecida en
mitocondria cruda. Estos dos ultimos pasos se repiten afiadiendo 12 ml de tampoén
C para aumentar la pureza del extracto de mitocondrias. Por ultimo se resuspende

en un volumen de 0,5 ml de tampdn C.
5.9.2. Purificacién de MAM y mitocondrias de células de mamifero

Las células se recogieron a 4°C por centrifugacion a 500 x g durante 5'y se lavaron
dos veces con PBS frio. El pellet se resuspendié en tampdn hipoosmotico (HEPES
2 mM pH 7,4, MgCl, 0,15 mM, KCI 10 mM, EGTA 0,5 mM, citocalasina 20 uM, e
inhibidores de proteasas 10 ug/ml) y se trataron en un homogeneizador de vidrio
esmerilado (Tenbroeck). Una vez comprobada la rotura celular, se afiadi6é sacarosa
a una concentracion final de 0,32 M. Las células sin lisar y los nucleos se
eliminaron por centrifugacion a 1000 x g durante 10 minutos a 4°C. Las
mitocondrias se purificaron por centrifugacion diferencial a 12.000 x g durante 15
minutos, obteniéndose en el sobrenadante el citosol. La pella se lavdé dos veces
centrifugando 10 minutos a 1.000 x g. Esta fracciéon enriquecida se conoce como

mitocondria cruda.

Para obtener una fraccion pura se cargd en un gradiente de sacarosa (1,6 M, 1,4 M,
1,2 M, 1 M, 0,8 M) en HEPES 2 mM pH 7,4 y se centrifug6 a 4°C durante 90
minutos a 95.000 g. Las mitocondrias se localizan en la fase F3 (1,2-1,4 M
sacarosa), las MAM en la fase F1 (0,8-1 M) y los mitoplastos en la fase F4 (1,4-1,6
M).

5.10. Determinacion de las actividades de la cadena transportadora de
electrones mitocondrial

Para las medidas de actividades de los distintos complejos redox de la cadena se
utilizaron 50 pg de mitocondria cruda de levaduras. Se cuantificé la actividad de

muestras frescas sin congelar para evitar pérdidas de actividad.

En el caso de células de mamifero en cultivo, se recogen por centrifugacion y se
digitonizan las muestras. Para ello se resuspenden en 2 ml de tampén A (MOPS 20
mM, Sacarosa 0,25 M) y se afiaden 40 pg de digitonina por millén de células. Se
incuban las muestras a 4°C 5 minutos y se centrifugan 3 minutos a 5000 xg a 4°C.

La pella se resuspenden en 3 ml de tampon B (tampén A con EDTA 1 mM) y se
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centrifugan 3 minutos a 10.000 xg a 4°C. La pella obtenida se resuspende en 200 pl
de tampon KP 20 mM pH 7.4 y se congelan en nitrégeno liquido. Una vez
descongeladas se sonican durante 5 segundos. Las muestras se enviaron a Selten
Diagnosis para el analisis de las actividades de la cadena transportadora de

electrones.

5.10.1. Actividad NADH-citocromo c reductasa (complejo I+lIl)

La determinacion de esta actividad enzimatica se realizé en tampon fosfato soédico
40 mM pH 7,4, KCN 250 pM, 50 pug de muestra y 50 pM de citocromo ca 30°C en
agitacion. La reaccién se inici6 tras afiadir el NADH a una concentracion final de
0,2 mM. La actividad especifica se determiné calculando la diferencia de
absorbancia a 550 nm antes y después de iniciar la reaccion. Coeficiente de
extincion molar del citocromo ¢ reducido €=18,5 mM™” cm™. El ensayo se realizo en
presencia y ausencia de antimicina 100 pg/ml como inhibidor especifico del
complejo lIl.

5.10.2. Actividad succinato-citocromo c reductasa (complejo II-+l11)

Se realiz6 como la actividad del complejo I+l pero en lugar de NADH se utilizé 40
mM succinato sédico.

5.11. Cuantificacién del consumo de oxigeno /n vivo en electrodo de Clarke

El consumo de oxigeno en células vivas se determind mediante el uso de un

electrodo de Clarke (YSI incorporated 5300A Biological Oxygen Monitor).

La medida de consumo en levadura se llevd a cabo con 3 ml de cultivo en YPG a
una unidad de DOggonm/ml @ 30°C durante 20 minutos, tras los cuales se afadid
cianuro potasico a una concentracion final de 1 mM para inhibir la respiracién en el
complejo IV. La medida de consumo de oxigeno respiratorio corresponde a la
diferencia entre las medidas con y sin CNK. A 30°C la concentracién de oxigeno en

medio es de 4.83 pl de O,/ml.

En el caso de células humanas, el consumo de oxigeno se midioé con 5 millones de
células en medio DMEM completo durante 15 minutos a 37°C, y se afadié 1 mM
final de CNK para cuantificar el consumo por respiracién. A 37°C la concentracion

de oxigeno en el medio es 4.83 pl de Oy/ml.
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5.12. Sintesis de pHB radiomarcado

La L-tirosina radiomarcada se secé en un Speed-Vac (5 mL de L—[U—MC]—tirosina
103.5 uM en etanol al 2%) en tubos Pyrex®. Tras secarse, se afiadieron 17,5 pl de
NaOH 10 M y 25 ul de KOH 10 M y se mezclaron mediante vértex. La mezcla se
congeldé en nitrégeno liquido y se liofilizé durante 48 horas para evitar la
degradacion de la L—[U—”C]-Tirosina durante la sintesis. La reaccion de sintesis se
llevd a cabo sumergiendo el tubo en PEG-400 a 270°C durante 5’, en un bafo de
arena precalentado. Una vez enfriado se despego el precipitado del fondo del tubo
con 400 pl de H,SO,4 al 25% (mediante vortex y sonicacion). La extraccion del
[14C]pHB se realizd afiadiendo 800 pl de acetato de etilo al 100%, agitando con
vortex y se centrifugando 1.000 x g 5’ a 4°C, recuperandose la fase superior de
acetato de etilo. La extraccion se repitio tres veces y el acetato de etilo se lavé por
triplicado con agua destilada, tras lo cual se secé en el Speed-Vac. El residuo seco
se resuspendio en 200 pl de etanol. La pureza y el rendimiento se calcularon
mediante TLC con isopropanol:hidroxido amoénico:agua 8:1:1 y tincién con yodo. Se

obtuvo un rendimiento del 30% y una pureza del 95%.

5.13. Extraccién de compuestos quinonicos
5.13.1. Extraccion de lipidos de mitocondrias de levaduras

El método utilizando ha sido descrito previamente (Santos-Ocana, Do et al. 2002).
Un volumen correspondiente a 1 mg de proteina de mitocondria cruda se llevé a
500 pl con agua y se mexclé con 500 pl de SDS 2% y 500 ng de CoQg como
estandar interno para calcular la eficiencia de la extraccién. La extraccion se realizo
con 2 ml de etanol:isopropanol 95:5 y 5 ml de hexano. Para separar las fases
etanol-hexano (soluble-organica) se centrifugé 5 minutos a 2.000 x g. La fase
organica se recuperd y la extraccion se repitio tres veces. La fase organica se seco
en un rotavapor, con vacio, a 35°C y potencia del rotor del 65%. El residuo seco se
resuspendio en etanol HPLC-Grade y se volvio a secar en el Speed-Vac durante 2-
3 horas a 50°C. Finalmente se resupendié en 250 pl de etanol 100 % de calidad
HPLC. La misma cantidad de estandar interno se mezclé con 1 ml de etanol y se

seco en el Speed-Vac.
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5.13.2. Extraccion de lipidos de células de mamifero:

Esta extraccion es similar a la descrita previamente para mitocondria de levadura.
Se utilizan 500 ng de CoQg como estandar interno y la muestra se homogeniza
previamente en agua destilada. Se calcula tanto el numero de células extraidas

como la proteina.

5.13.3. Extraccién rapida de compuestos lipidicos:

La muestra se resuspende en 1 volumen de solucion acuosa (PBS 1x), se mezcla
con 3 volumenes de isopropanol. Se aplica una serie de mezcla con voértex durante
1’ y reposo a temperatura ambiente 1’, por triplicado. Finalmente, se centrifugé la
mezcla durante a 16.000 xg, 10’ a 4°C y se recogio la fase no acuosa que se filtrd
con un filtro de PTFE (Acrodisc, Gelman Laboratory) de 45 pm para eliminar
posibles restos celulares. El extracto se secd, se resuspendié en etanol 96% y se

cargo directamente en una TLC.
5.13.4. Extraccion desde células enteras de levadura

Las células se recogen mediante centrifugacién (3.000 xg, 5’ a 4°C), se lavan con
agua y se calcula el peso fresco de la pella de células. Se afiade 10 veces el peso
fresco de células en bolas de vidrio de 0.5 mm de didmetro y 3.5 veces de agua. Se
aplica vértex a maxima potencia durante 2 minutos. Después se afiaden 9 ml de
metanol y 6 ml de hexano. Se aplica vértex durante 1 minuto y se retira el hexano
de la parte superior. Se afiaden de nuevo 5 ml de hexano y se aplica vortéx igual
que antes, recuperando de nuevo el hexano. Este proceso se repite una vez mas y
todo el hexano se seca en el rotavapor de acuerdo al apartado 5.13.1. El resto del

proceso es similar que en el apartado 5.13.1.
5.14. Cuantificacién de compuestos quinénicos de muestras complejas

5.14.1. Separacion de lipidos por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC)

Se utilizé una columna de fase reversa Kromasil C-18 termostatizada a 40°C con
un horno de columna, acoplada a un detector ultravioleta en serie Diode Array 166
(Beckman Coulter) y un detector electroquimico (ESA Coulochem IIl). La célula

guarda se situd tras el inyector automatico a +500 mV para oxidar tanto la fase
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movil como la muestra, y la célula analitica se ajusté a E1=-500 mV y E2= +500
mV. Como fase movil se utiliz6 metanol/etanol/isopropanol 704/192/80 con
perclorato de litio 1,38 mM a un flujo constante de 1 ml/min. El estdndar externo se
compuso de la misma quinona utilizada en el estandar interno mas la quinona de
interés (CoQg en el caso de levaduras, CoQq9 en humanos). El cromatograma se

analizé mediante el software 32 Karat 5.0 (Beckman Coulter).

5.14.2. Separacion de compuestos lipidicos por cromatografia en capa fina
(TLC)

Para analizar la incorporacién de pHB radiomarcado (p-hidroxibenzoato) los
extractos lipidicos se cargaron en una placa TLC (Merck Silica Gel G60 F254 20x10
cm). Como estandar se cargaron 2 pl de de coenzima Qi 1 mM. Para la
separacion se utilizé una fase movil hexano:éter 90:20. Para visualizar los lipidos
se revel6 con vapor de yodo y posteriormente se separ6 de silice de placa y se
cuantificé en el contador de centelleo.
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