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Resumen

Introduccién y objetivos

Fusion de membranas.

La fusiéon de membranas es un proceso biolégico fundamental en muchas areas
de la fisiologia. Extracelularmente, ocurre durante la infecciéon viral, la fertilizacion
de los 6vulos por los espermatozoides y la formacion de sincitios en el desarrollo
muscular. Intracelularmente, participa en el transporte de proteinas y lipidos entre
organulos, en eventos exocitoticos como la liberaciéon de neurotransmisores o la se-
crecion de insulina, y en el mantenimiento de la forma y funcién de las mitocondrias.
Durante todos estos eventos, dos compartimentos celulares, inicialmente separados
y delimitados por bicapas lipidicas deben conectarse y fusionarse para mezclar sus
componentes de membrana y sus volimenes acuosos. Dado que las membranas biolo-
gicas estan disenadas para ser estables, tales eventos de fusién son energéticamente
costosos y requieren la intervencion de proteinas especializadas que ayudan a las
membranas a avanzar a través de las etapas sucesivas que conducen a la fusion.
Estas etapas incluyen:

(1) reconocimiento y acoplamiento de membranas
(11) aproximacion y deformacion de la membrana

(111) ruptura y fusion de la membrana, con la formacién potencial de una estruc-
tura de hemifusion donde las monocapas externas de las bicapas lipidicas se
fusionan, mientras que las monocapas internas y los compartimentos acuosos
permanecen separados

(1v) formacion y crecimiento de un poro de fusién, que conduce a la mezcla de
los dos compartimentos acuosos. La estructura de las proteinas de fusiéon a
menudo se divide en varios dominios funcionales que pueden orquestar una o
mas de estas etapas intermedias que conducen a la fusion.

Estas proteinas también son asistidas por varios factores reguladores (lipidos o
proteinas) que facilitan la fusion (por ejemplo, al inducir la curvatura local de la
membrana) y / o aseguran que la fusién ocurra en el momento y lugar correctos
(por ejemplo, atrapando y liberando la maquinaria de fusion en respuesta a senales
particulares).

Dinamica mitocondrial.

La imagen clésica de las mitocondrias, como se muestra en los libros de texto,
muestra las caracteristicas ultraestructurales de las mitocondrias, que incluyen la
doble membrana y los pliegues de la membrana interna denominados crestas (Figu-
ra 1.2). Sin embargo, la vision canonica de las mitocondrias como organulos estaticos
ha sido revisada en los tltimos anos. Las mitocondrias tienen morfologias drastica-
mente diferentes segiin el tipo de célula, e incluso, dentro de la misma célula, las



mitocondrias pueden adoptar una variedad de morfologias, desde pequenas esferas o
bastoncillos cortos hasta tibulos largos. Ademas, los estudios de imagenes en células
vivas indican que la estructura mitocondrial es muy dindmica: se mueve constan-
temente y sufre transiciones estructurales. Los tibulos mitocondriales se mueven a
lo largo de los filamentos proteicos del citoesqueleto. Las mitocondrias forman una
red altamente dinamica de organulos que se fusionan y dividen constantemente. Las
mitocondrias individuales pueden encontrarse durante estos movimientos y some-
terse a fusion, lo que resulta, en la fusion de las membranas dobles y la mezcla
de membranas lipidicas y contenido intramitocondrial. Por el contrario, una mito-
condria individual puede dividirse por fisién para producir dos o mas mitocondrias
més pequenas. El equilibrio entre estos procesos antagonistas de fusion y division
es importante para el normal funcionamiento celular. En ausencia de fusion, las mi-
tocondrias se fragmentan en pequenas esferas mientras que en ausencia de division,
las mitocondrias se alargan y estan muy interconectadas. Los componentes clave de
las maquinarias de fusion y divisién mitocondrial se han identificado recientemen-
te, pero se desconocen los mecanismos moleculares exactos por los que ejecutan su
funcion.

Mitofusinas.

En las células mamiferas, el mecanismo central de todos los eventos de fusion
de la membrana intracelular, excepto los que involucran a las mitocondrias, consiste
en el ensamblaje en forma de cremallera entre la proteina v-SNARE (que reside
en la membrana del transporte vesicular) y la proteina t-SNARE (que reside en
la membrana del compartimento celular de destino) para producir un complejo de
puente de membrana altamente estable (el SNAREpin) que desencadena la estrecha
aposicion y fusion de estas bicapas. Sin embargo, la fusiéon de la membrana mitocon-
drial externa requiere dos proteinas de la superfamilia de la dinamina, Mitofusina
1 (Mfnl) y Mitofusina 2 (Mfn2). Las mitofusinas (Mfns) son proteinas transmem-
brana que residen en la membrana externa de las mitocondrias, que contienen un
dominio GTPasa N-terminal, y cuyos dominio transmembrana se extienden por la
bicapa lipidica dos veces. Como resultado, ambos los terminos N- y C-terminales de
Mifns se encuentran en el citosol de la célula. El dominio transmembrana de Mfns
esté flanqueado por dos regiones (Ccl y Cc2) capaces de formar helicoides enrollados
(Coiled-coil) similares a las formadas por las proteinas SNARE y proteinas virales.
La delecion del gen MFN1 o MFN2 o la presencia de mutaciones de cualquiera de
sus dominios funcionales y estructurales perjudican la fusién mitocondrial en fibro-
blastos embrionarios de ratéon y conducen a mitocondrias fragmentadas debido a la
falta de fusion mitocondrial. No obstante, el modo de acciéon exacto de las Mfns
sigue sin entenderse completamente.

En el caso de la fusiéon mitocondrial, se desconocen los mecanismos moleculares y
las etapas intermedias del evento de fusion. Las Mfns contienen varios dominios fun-
cionales con el potencial de controlar el acoplamiento (aposicion), el acercamiento,
la deformacién y la fusion de la membrana. En esta tesis proponemos la expresion
heterologa y purificacion de Mfnl y su reconstituciéon en modelos de membranas
para responder a las siguientes preguntas fundamentales:

1. ;Cuéles son las interacciones moleculares entre Mfns? Mediante microscopia
de fluorescencia confocal y usando vesiculas unilamelares gigantes se explorara



la visualizacion de fusion de membranas mediada por mitofusinas.

2. ;Cuadl es el papel de la funcion GTPasica de Mfns (Mfnl/Mfnl)? En prin-
cipio, el dominio GTPasa podria funcionar analogamente a céomo lo hace la
superfamilia de dinamina. Esto es, usar la energia de la hidroélisis de GTP para
ejercer una accion mecanica, como la deformacién de la membrana o la aposi-

cion cercana de la membrana. Se estudiara el efecto de anéologos de GTP no
hidrolizables sobre la capacidad de la Mfn1.

3. ;Cuales son los requisitos minimos para la fusiéon de membrana? ;Es la in-
teraccion Mfnl-Mfnl suficiente para promover la fusiéon de membranas? Se
estudiara también si la distinta cantidad de complejos puede ser relevante pa-
ra la actividad de fusiéon de membranas asi como la presencia de lipidos con
propiedades fusogénicas como la fosfatidil etalonamina.

Metodologia

Para poder realizar el estudio propuesto, se propone la reconstitucion de Mfnl
recombinante en sistemas lipidicos modelo. El gen que codifica para la Mfn 1 se
obtuvo por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores especi-
ficos y extracto de ADNc total humano como plantilla. EIl ADNc humano se sintetizo
mediante transcripciéon inversa del ARN de sangre humana extraido con un kit de
extraccion de ARN comercial. Para la produccion purificacion de la proteina Mfn1,
el gen obtenido se clond en un sistema de vector de expresion de proteinas comer-
cial (pET) para E. coli. Los vectores pET permiten marcar las proteinas de interés
con una etiqueta de hexahistidina para la purificacién por afinidad y la deteccion
de proteinas. La producciéon de Mfnl recombinante se indujo con isopropil-3-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) y se expreso la proteina recombinante durante 3 horas
antes de recolectar las células. Para el aislamiento de la fracciéon de la membrana
interna, las células obtenidas se rompieron primero mecanicamente mediante sonica-
cion. Las células no rotas y los restos celulares se eliminan mediante centrifugacion
y las membranas se recogieron mediante ultracentrifugacion. La fraccién de mem-
brana total (membranas interna y externa) se separaron en un gradiente escalonado
de sacarosa para obtener solo la fraccion de membrana interna como material de
partida para los ensayos de interacciéon entre membranas.

Previo a los ensayos de interaccién entre membranas, se reconstituyeron fun-
cionalmente las proteinas Mfnl en bicapas lipidicas modelo. Debido a su naturaleza
anfifilica, los lipidos se autoensamblan espontaneamente en solucién acuosa para for-
mar bicapas lipidicas. Las bicapas lipidicas sirven como un disolvente bidimensional
para proteinas de membrana. El extenso repertorio de lipidos existente en los siste-
mas vivos dota a los lipidos de una gran versatilidad para su uso en construcciones
artificiales. Ademas, poseen una gran variedad de comportamiento viscoelastico, que
gobierna la cinética y espontaneidad de diferentes procesos de membrana que pue-
dan ocurrir en la célula, como la division celular o la fusion y fision mitocondrial. La
reconstitucion de proteinas de membrana en membranas modelo permite el estudio
de funciones biolégicas especificas. En nuestro caso el sistema modelo lipidico em-
pleados son las vesiculas unilamelares gigantes (GUVs), que se obtienen mediante



la técnica de electroformacion. El uso de GUVs permite gracias a su tamano mi-
crométrico (10 pum de didmetro) el empleo de distintas técnicas de caracterizacion
optica como la microscopia de fluorescencia confocal. Mediante esta técnica se puede
monitorizar la incorporaciéon de la proteina fluorescente asi como su caracter funcio-
nal en el sistema de membrana utilizado. Para la incorporaciéon de Mfnl a GUVs,
se incluy6 en la formulacion lipidica de las vesiculas, un lipido funcionalizado con
NTA en la cabeza polar para promover la uniéon especifica de los grupos histidina
de la proteina recombinante. La reconstitucion de la proteina Mfnl en las vesiculas
se realiza incubando la proteina estabilizada en detergente con GUVs preformadas.
Mediante una dilucion del sistema por debajo de la CMC (concentracion micelar cri-
tica) del detergente la proteina se incorpora al medio lipidico al quedar desprotegida
sus dominios hidrofébicos.

Los ensayos funcionales en membranas se realizaron mediante microscopia de
fluorescencia confocal, que permiti6 la observacion de cambios estructurales produ-
cidos en las membranas cuando se aproximan dos vesiculas con la proteina Mfn 1
reconstituida en presencia de GTP. El fenémeno observado se estudié modificando
las variables de composicion lipidica, concentracion de lipido NTA asi como la in-
cubaciéon de distintos nucledtidos. Tras la comprobacion de la funcionalidad de la
proteina en GUVs, se determiné la energia de adhesion promovida por Mfnl median-
te la extension de la ecuacion de Young-Dupré a sistemas vesiculares compuestos por
bicapas lipidicas. El ajuste de los perfiles del contorno vesicular en las proximidades
de la interfase de adhesion, junto con el valor del parametro mecénico del moédulo de
curvatura, permite la obtencion de la tension de las vesiculas adheridas, asi como la
energia de adhesion del sistema. La estrategia experimental consiste en comparar la
energia de adhesion obtenida en funcion de diferentes parametros como la cantidad
de proteina presente en las vesiculas o el nucleétido utilizado.

Resultados

La sobreproduccion de Mfnl en bacteria lleva a la presencia de la proteina en la
membrana interna de FE. coli. Tras el fraccionamiento se comprobo6 la funcionalidad
de la proteina mediante ensayos bioquimicos de hidrélisis de GTP. La incubacién con
detergentes para la extraccion de Mfn1l no resulté en lo esperado en la solubilizaciéon
total de la proteina. El extracto que contenia la proteina se utilizé para unirla
especificamente a la superficie de vesiculas gigantes unilamelares compuestas por
POPC y lipidos-NTA. La uniéon de la proteina a los lipidos-NTA se produjo mediante
los grupos histidina de la proteina. Mediante microscopia de fluorescencia confocal,
se pudo comprobar la unién especifica de Mfnl a la membrana lipidica con el uso de
anticuerpos especificos fluorescentes. Se comprob6 que la interaccion era reversible
mediante la incubacién del sistema con imidazol. Las membranas miméticas con
Mifn1 fueron utilizadas como plataforma para visualizar procesos de adhesiéon cuando
se incubaron con GTP. Los controles realizados en ausencia de anticuerpo, o lipido-
NTA permitieron asegurar que los fenémenos de adhesion observados eran mediados
por la presencia de Mfnl. En presencia de GDP, se observaron procesos de adhesion
similares. Las energias de adhesion mediada por Mfnl que obtuvimos fueron E,4,
= (2.7 &£ 0.7) 10® J/m? en presencia de GTP y Eug, = (2.7 &+ 0.5) 10® J/m? en
presencia de GDP. Debido a la naturaleza flexible de las membranas lipidicas, se



pudo observar como la fuerza de adhesion depende de la concentracion superficial de
Min1, controlada mediante la concentraciéon de lipido-NTA en la composicién lipidica
de las GUVs. La dependencia de la E,dh en funcion de la concentracion superficial de
Min1 es compatible con un mecanismo de unién cooperativo. Ademaés, se comprobo
que la incubacién con GDP-AIF; | nucleétido andlogo de GTP no hidrolizable, no
induce la adhesion de membranas lipidicas mediada por Mfnl. Finalmente, para
promover la fusién completa de vesiculas, se realizaron experimentos con diferentes
composiciones lipidicas, en particular con la incorporacion de fosfatidiletalonamina
(PE). El PE es un lipido conocido por promover la formacion de fases no lamelares y
por tanto la formacién de poros de hemifusion. La adicion de PE en la composicion
lipidica de las GUVs no ayudé a promover la fusiéon completa de vesiculas.

Conclusiones

Las mitocondrias son organulos que estédn presentes en la mayoria de las células
eucariotas y cuya funciéon principal es la producciéon de energia quimica en forma
de adenosin trifosfato (ATP). Para un funcionamiento 6ptimo, las mitocondrias
forman una red dinamica que se fusionan y dividen constantemente. La fusion de
la membrana mitocondrial externa estd mediada por las proteinas de membrana
mitofusina 1 (Mfnl) y mitofusina 2 (Mfn2) mediante la hidrolisis de GTP.

La presente tesis doctoral ha proporcionado un modelo in vitro basado en vesi-
culas gigantes decoradas con la Mfnl en su superficie. Este sistema biomimético ha
permitido mostrar que:

1. la proteina Mfnl promueve la adhesion de vesiculas lipidicas adyacentes.

2. las fuerzas de adhesion estan sostenidas molecularmente por el estado GDP
de la proteina Mfnl.

3. la energia de adhesion es del orden de 10% J/m?.

4. la adhesion de membranas mediada por Mfnl es cooperativa.

Finalmente, se discuten los resultados obtenidos en el marco del modelo de fusion
mitocondrial aceptado hasta la fecha
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Summary

Introduction and objectives

Membrane fusion

Membrane fusion is a fundamental biological process in many areas of physiology.
Extracellularly, it occurs during viral infection, fertilization of the ovules by sperm
and the formation of syncytia in muscle development. Intracellularly, it participates
in the transport of proteins and lipids between organelles, in exocytotic events such
as the release of neurotransmitters or insulin secretion, and in the maintenance
of the shape and function of mitochondria. During all these events, two cellular
compartments, separated and delimited by lipid bilayers, must connect and fuse
to mix their membrane components and their aqueous volumes. Since biological
membranes are designed to be stable, such fusion events are energetically costly
and require the intervention of special proteins that help the membranes advance
through the successive stages that lead to fusion. These steps include:

(1) membrane recognition and coupling
(11) membrane approach and deformation

(111) membrane rupture and fusion, with the potential formation of a hemifusion
structure where the outer monolayers of the lipid bilayers fuse, while the inner
monolayers and the aqueous compartments remain separate

(1v) the formation and the growth of a melt pore, leading to mixing of the two
aqueous compartments. The structure of fusion proteins is often divided into
several functional domains that can orchestrate one or more of these interme-
diate steps leading to fusion.

These proteins are also assisted by various regulatory factors (lipids or proteins) that
facilitate fusion (for example, by inducing local curvature of the membrane) and/or
ensure that fusion occurs at the correct time and place (for example, trapping and
releasing the fusion machinery in response to particular signals).

Mitochondrial dynamics

The classic picture of mitochondria, as shown in textbooks, shows the ultra-
structural features of mitochondria, which include the double membrane and inner
membrane folds called cristae (Figure 1.2). However, the canonical view of mito-
chondria as bean-shaped organelles has recently been revisited. Mitochondria have
a plethora of different morphologies depending on cell type. Even within the same
cell, mitochondria are present in a a variety of morphologies, from small spheres or
short rods to long tubules. Furthermore, microscopic imaging in living cells indi-
cate that the mitochondrial structure is highly dynamic, which is constantly moving
and undergoing continuous structural transitions. Mitochondrial tubules move with



their long axes aligned along the cytoskeletal tracks and form a highly dynamic net-
work of organelles that constantly fuse and divide. Individual mitochondria gather
during these movements and undergo mitochondrial fusion, resulting in the fusion
of the double membranes and the mixing of lipid membranes and intramitochon-
drial content. In contrast, an individual mitochondrion can divide by fission to
produce two or more shorter mitochondria. The balance between these antagonistic
processes of fusion and division is important for normal cellular function. In the
absence of fusion, mitochondria fragment into small spheres or short rods. In the
absence of division, mitochondria are elongated and highly interconnected. The key
components of the mitochondrial division and fusion machines have only recently
been identified, but the exact molecular mechanisms by which they perform their
function are unknown.

Mitofusins.

In mammalian cells, the central mechanism of all intracellular membrane fusion
events, except those involving mitochondria, consists of the zipper-like assembly
between the protein v-SNARE (that resides in the membrane of the vesicular trans-
port) and the protein t-SNARE (that resides in the target membrane) to assemble
into the highly stable membrane bridge complex (the SNAREpin) that triggers the
tight apposition and fusion of these bilayers. However, fusion of the outer mito-
chondrial membrane requires two proteins from the dynamin superfamily mitofusin
1 (Mfnl) and mitofusin 2 (Mfn2). The deletion of the MFEN1 or MFN2 gene or
the presence of mutations within the structural or functional domains of mitofusins
(Mfns) of mouse embryonic fibroblasts lead to fragmented mitochondria due to the
absence of mitochondrial fusion. Mfns are transmembrane proteins that reside in
the outer membrane of mitochondria which contain an N-terminal GTPase domain,
and two transmembrane domains that span the lipid bilayer twice. As a result, the
N- and C-terminal regions of Mifns face the cytosol. The transmembrane domain of
Mifns is flanked by two coiled-coil (Cc) regions (Ccl and Cc2) capable of forming
spiral helices similar to those formed by SNARE or viral proteins.

In the case of mitochondrial fusion, the molecular mechanisms and intermediate
stages of the fusion event are unknown. Mifns contain distinct functional domains
that have the potential to control the membrane coupling, approach (apposition),
deformation, and fusion. In this thesis we propose the heterologous expression and
purification of Mfnl and its reconstitution in membrane models to answer the fun-
damental questions:

4.

1. What are the molecular interactions between Mfns? By confocal fluorescence
microscopy and using giant unilamellar vesicles the visualization of mitofusin-
mediated membrane fusion will be explored.

2. What is the role of the Mfns GTPasic function? In principle, the GTPase
domain could function analogously to how the Dinamine family of proteins
does. That is, using the energy of GTP hydrolysis to exert a mechanical action,
such as deformation of the membrane or close apposition of the membrane.
The effect of non-hydrolyzable GTP analogs on the capacity of Mfnl will be
studied.



3. What are the minimum requirements for membrane fusion? Is the Mfn1-Mfn1
interaction sufficient to promote membrane fusion? It will also be studied
whether the different amount of complexes may be relevant for membrane
fusion activity as well as the presence of lipids with fusogenic properties such
as phosphatidyl ethanollamine.

Methodology

In order to carry out the proposed study, the reconstitution of recombinant Mfn1
in model lipid systems is proposed. The gene encoding Mfnl was obtained by poly-
merase chain reaction (PCR) using specific primers and total human cDNA extract
as a template. Human cDNA was synthesized by reverse transcription of isolated
total human blood RNA using a commercial RNA extraction kit. For the overpro-
duction of the Mfn1l protein, the obtained gene was cloned into a commercial protein
expression vector system (pET) and produced in E. coli as a host. PET vectors allow
the proteins of interest to be labeled with a hexahistidine tag for affinity purification
or protein detection. Recombinant Mfn1 production was induced with isopropyl-/3-
D-thiogalactopyranoside (IPTG) and plasmid encoded recombinant Mfnl gene was
expressed for 3 hours before harvesting the cells. For the isolation of the inner
membrane fraction, the cells obtained were first mechanically disrupted by sonica-
tion and after the remolval of unruptured cells and cell debris by centrifugation,
the membranes were collected by ultracentrifugation. The total membrane fraction
(inner and outer membranes) were separated in a sucrose gradient to obtain only
the inner membrane fraction as a starting material for membrane fusion/interaction
assays.

Prior to the membrane interaction, Mfn1 proteins were functionally reconstituted
into model lipid bilayers. Due to their amphiphilic nature, lipids spontaneously
self-assemble in aqueous solution to form lipid bilayers. Lipid bilayers serve as a
two-dimensional solvent for membrane proteins. The extensive repertoire of lipids
existing in living systems endows lipids with great versatility for use in artificial
constructions. In addition, they have a great variety of viscoelastic behavior, which
governs the kinetics and spontaneity of different membrane processes that may occur
in the cell, such as cell division or mitochondrial fusion and fission. The reconstitu-
tion of membrane proteins in model membranes allows the study of specific biological
functions. In our case, the lipid model system used is the giant unilamellar vesicles
(GUVs), which are obtained using the electroforming technique. The use of GUVs
allows, thanks to their micrometric size (10 pm in diameter), the use of different
optical characterization techniques such as confocal fluorescence microscopy.

Using this technique, the incorporation of the fluorescent protein as well as its
functional character in the membrane system used can be monitored. For the in-
corporation of Mfnl to GUVs, a lipid functionalized with NTA in the polar head
was included in the lipid formulation of the vesicles to promote the specific bind-
ing of the histidine groups of the recombinant protein. Reconstitution of the Mfn1
protein in the vesicles is performed by incubating the detergent-stabilized protein
with preformed GUVs. Through a dilution of the system below the critical micelle
concentration (CMC) of the detergent, the protein is incorporated into the lipid
environment as its hydrophobic domains are unprotected.



The functional assays on membranes were performed using confocal fluorescence
microscopy, which allowed the observation of structural changes produced in the
membranes when two vesicles with the reconstituted Mfn1 protein were brought to-
gether in the presence of GTP. The observed phenomenon was studied by modifying
the variables of lipid composition, NTA lipid concentration, as well as the incubation
of different nucleotides. After checking the functionality of the protein in GUVs, the
adhesion energy promoted by Mfnl was determined by extending the Young-Dupré
equation to vesicular systems composed of lipid bilayers. The adjustment of the
vesicular contour profiles in the vicinity of the adhesion interface, together with the
value of the mechanical parameter of the modulus of curvature, allows obtaining
the tension of the adhered vesicles as well as the adhesion energy of the system.
The experimental strategy consists of comparing the adhesion energy obtained as a
function of different parameters such as the amount of protein present in the vesicles
or the nucleotide used.

Results

The overexpression of Mfnl in bacteria resulted in an enrichment of the pro-
tein in the inner membrane of E.coli. After fractionation, the functionality of the
protein was verified by biochemical GTP hydrolysis assays. Incubation with deter-
gents for Mfn1l extraction did not result in total solubilization of the protein. The
extract containing the protein was used to specifically bind it to the surface of unil-
amenral giant vesicles composed of POPC and lipid-NTA. Binding of the protein to
lipids-NTA occurred through the histidine groups of the protein. Through confocal
fluorescence microscopy, the specific binding of Mfn1l to the lipid membrane could
be verified with the use of specific fluorescent antibodies. The interaction was found
to be reversible by iuncubation of the system with imidazole.

Mfnl mimetic membranes were used as a platform to visualize adhesion pro-
cesses when incubated with GTP. Controls carried out in the absence of antibody or
lipid-NTA made it possible to ensure that the observed adhesion phenomena were
mediated by the presence of Mfnl. In the presence of GDP, similar adhesion pro-
cesses were observed. The adhesion energy that we obtained mediated by Mfnl of
Eaan = (2.7 £ 0.7) 10® J/m? in the presence of GTP and E,q, = (2.7 + 0.5) 108
J/m? in the presence of GDP. Due to the flexible nature of lipid membranes, it was
possible to observe how the adhesion force depends on the surface concentration
of Mifnl, controlled by the concentration of lipid-NTA in the lipid composition of
GUVs. The dependence of Eadh as a function of the surface concentration of Mfnl
is consistent with a cooperative binding mechanism. In addition, it was found that
incubation with GDP-AlF, ja non-hydrolyzable GTP analog nucleotide, does not
induce Mfnl-mediated adhesion of lipid membranes.

Finally, to promote complete vesicle fusion, experiments were carried out with
different lipid compositions, in particular with the incorporation of phosphatidylethalon-
amine (PE). PE is a lipid known to promote the formation of non-lamellar phases
and therefore the formation of hemifusion pores. The addition of PE in the lipid
composition of GUVs did not help to promote complete vesicle fusion.



Conclusiones

Mitochondria are organelles that are present in most eukaryotic cells and whose
main function is the production of chemical energy in the form of adenosine triphos-
phate (ATP). For optimal function, mitochondria form a dynamic network that
constantly merge and divide. Fusion of the outer mitochondrial membrane is medi-
ated by the membrane proteins mitofusin 1 (Mfnl) and mitofusin 2 (Mfn2) through
the hydrolysis of GTP.

The present doctoral thesis has provided an in vitro model based on giant vesicles
decorated with Mfn1 on their surface. This biomimetic system has shown that:

1. the Mfnl protein promotes adhesion of adjacent lipid vesicles.

2. the adhesion forces are molecularly supported by the GDP state of the Mfnl
protein.

3. the adhesion energy is of the order of 10® J/m?.

4. Mfnl-mediated membrane adhesion is cooperative.

Finally, the results obtained in this thesis are discussed within the current model
of the mitochondrial fusion.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Mitocondria

La presencia de las mitocondrias se describe por primera a mediados del siglo
XVIII por el botanico suizo Kolliker quien identifico estos organulos en células mus-
culares de insectos llamado sarcosomas' que fueron nombrados posteriormente como
mitocondrias' ™. Las mitocondrias miden entre 1 a 0.5 ym de diametro con una lon-
gitud de 2 um a varios pm, formando una red tubular alrededor de otros organulos
como es el reticulo endoplasmatico (RE)* 7 (Figura 1.1). Las mitocondrias pueden
llegar a formar extensas redes muy ramificadas y dindmicas, formando un sistema
complejo e importante para el desarrollo de la biogénesis mitocondrial®. El ntiimero
y la morfologia mitocondrial varia de acuerdo con el tipo de célula y las demandas
energéticas especificas para cada tejido celular. Las mitocondrias son, por lo tanto,
esenciales para la vida y la homeostasis y viabilidad de la célula. La dinamica y la
biogénesis mitocondriales regulan mediante los continuos procesos de fision y fusion
mitocondrial su distribucién, su morfologia y la produccion de ATP %10,

Figura 1.1: Iméagenes de redes mitocondriales obtenidas en diferentes condiciones. Iméagenes de
microscopia confocal de fibroblastos embrionarios de raton transfectados con mYFP en condicio-
nes de control (ctl), tratamiento con paraquat (pqt) o sobreexpresion de mitofusina 1 (mfn). La
intensidad de la senal fluorescente se representa en falso color. Los recuadros resaltan el efecto
producido por cada tratamiento sobre la estructura mitocondrial. Las barras de escala representan
10 micras. Imagen publicada en!!

Cada mitocondria esta envuelta por dos membranas: la membrana externa mi-
tocondrial (MEM) y la membrana interna mitocondrial (MIM), que estén separadas
por el espacio intermembranoso (Figura 1.2). La membrana externa es permeable
a iones, metabolitos, polipéptidos y esta compuesta por lipidos y contiene entre un
60 y un 70% de proteinas, mientras que la membrana interna carece de poros y
contiene un 80 % protefnas'?. En la MIM se localiza la cadena transportadora de
electrones que produce y mantiene un gradiente electroquimico de protones y jun-
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to con el complejo V cataliza la sintesis de adenosin trifosfato (ATP)!3. La MIM
esta organizada en pliegues llamados crestas mitocondriales que encierra el espacio
interior llamada la matriz mitocondrial. Entre la MEM y la MIM se encuentra el
espacio intermembranoso!®. La presencia de crestas en la MIM tiene como conse-
cuencia una mayor superficie de membrana que la MEM. La matriz contiene el DNA
mitocondrial (mtDNA), la maquinaria proteica para su mantenimiento (replicacion
y transcripcion), ribosomas y proteinas que pertenecen a procesos metabdlicos como
el ciclo de Krebs, la -oxidacién de acidos grasos, la biosintesis de pirimidinas o el
ciclo de la urea.

Figura 1.2: Imagen de microscopia electréonica mostrando la morfologia mitocondrial . Modelo tradi-
cional basado en las observaciones de Palade con cuatro compartimentos mitocondriales: membrana
externa (MEM), membrana interna (MIM), espacio intermembranoso y matriz. 1516

1.2. Metabolismo mitocondrial

Las mitocondrias son muy importantes para el metabolismo celular ya que par-
ticipan en la obtencién de energia, metabolismo de lipidos y aminoacidos, la sintesis
de los grupos hemo (centros de hierro-azufre en la sintesis de pirimidinas)'’, el me-
tabolismo del calcio, en la sefializacién intracelular, la apoptosis'® e incluso en el
desarrollo de la respuesta inmune!?. La oxidacion de la glucosa por las células como
fuente de energia para la producciéon de ATP, empieza con la glucélisis, que tienen
lugar en el citoplasma celular (Figura 1.3). La glucolisis produce hasta 2 moléculas
de ATP y puede garantizar la supervivencia celular, incluso en ausencia de mitocon-
drias funcionales. El producto final de la glucolisis es el piruvato que es importado a
la matriz mitocondrial donde se convierte por oxidacion en acetil-CoA. El acetil-CoA

3
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es un precursor para entrar en el ciclo de Krebs o en la ruta de sintesis y degrada-
cion de los acidos grasos. En el ciclo de Krebs, la oxidacion de acetil-CoA genera los
cofactores reducidos NADH/H" y FADH,. La oxidacion de estos cofactores por el
sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) produce agua y 30-32 moléculas de
ATP?°. Finalmente, el ATP generado es liberado al citosol celular, intercambiado
por ADP a través de la translocasa de nucledtidos de adenina (ANT)?!.

Fatty acid Glucose

TAG

Fatty acid w'b o Glucose
) Glycolysis o e
1’4 Glycogen
FA- CoA -<:' 4
Ceramide

pyruvate

,G-oxidaﬂon
acetyl-COA t—— pyruvate

'

TCA ===y CO, =
H+ :

o ApP 5T

Figura 1.3: Durante el metabolismo oxidativo de la glucosa y los acidos grasos, se generan equi-
valentes reductores (NADH o FADH2) a partir de la glucolisis, el ciclo de Krebs y la -oxidacion.
Cuando NADH y FADH2 se oxidan a NAD-+ o FAD pasan los electrones a lo largo de la cadena
respiratoria mitocondrial mientras que los protones se bombean al espacio intermembrana a través
de los complejos I, ITI y IV. Los electrones se transfieren al oxigeno en el complejo IV para produ-
cir H,O. Los protones bombeados generan un gradiente electroquimico a través de la membrana
mitocondrial interna, que se utiliza como fuerza impulsora de la ATP-sintasa (complejo V) para
producir ATP. Los protones también pueden ingresar a la matriz a través de proteinas desacopladas.
Imagen adaptado de?? TAG triacilglicérido; DAG diacilglicérido; PDH Piruvato deshidrogenasa;
CPT Carnitine palmitoyltransferase I; UCP proteina desacoplante

1.2.1. Sistema de fosforilacion oxidativa-OXPHOS

El sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) consta de una cadena de trans-
porte electronico (mtETC, del inglés: Electron Transport Chain), formada por los
complejos I-1V, dos transportadores de electrones moviles (CoQ y Cyt ¢) y el com-
plejo V o ATP sintasa (Figura 1.4). El proceso de fosforilacion oxidativa acopla el
flujo electronico producido por la oxidacion del NADH/H* y FADH; a la fosforila-
cion del ADP. En los complejos I (NADH:ubiquinona oxidorreductasa), 11T (ubiqui-
nol:citocromo ¢ oxidorreductasa) y IV (Citocromo ¢ oxidasa) , el flujo electronico
esta acoplado a un bombeo de protones desde la matriz mitocondrial hasta el espacio
intermembranoso (Figura 1.4). De esta manera se genera un gradiente electroqui-

4
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mico o potencial de membrana que es aprovechado por el complejo V (ATP sintasa
mitocondrial) para sintetizar ATP a partir de ADP y P;?*?*. De forma alternati-
va, los electrones del FADH,, producto final complejo II (succinato deshidrogenasa)
o enzimas como la glicerol-3-P deshidrogenasa, la ubiquinona oxidorreductasa o la
dihidroorotato deshidrogenasa son cedidos a la ubiquinona y son canalizados me-
diante el complejo I1I, citocromo ¢ y complejo IV para finalmente reducir el oxigeno
molecular. La transferencia electronica entre los complejos respiratorios esta catali-
zada por dos transportadores de electrones (la ubiquinona y el Cyt C) capaces de
trasladarse a través de la bicapa lipidica y conectar los complejos I-IV entre si. 272

La organizacion del sistema de fosforilacion oxidativa dentro de la membrana
interna mitocondrial no esté resuelta de manera definitiva. Actualmente existen
dos modelos: el modelo fluido y el modelo sdlido. E1 modelo fluido postula que los
complejos de la cadena difunden libremente por la membrana y la transferencia de
electrones tiene lugar en funcién de las colisiones arbitrarias entre los complejos
y los transportadores moéviles?”?®. El modelo "s6lido” propone la asociacién entre
los complejos I-IV siguiendo una secuencia ordenada?’ . Actualmente se postula la
existencia de interacciones estables entre los complejos formando los denominados
supercomplejos*°3¢. Finalmente se ha sugerido que deben coexistir ambas formas de
organizacion del sistema OXPHOS, en una manera dindmica®’ denominado modelo
de plasticidad que propone que los complejos pueden aparecer individualmente o en
diferentes tipos de supercomplejos®*3°. Ademas de los complejos I-IV, también se
ha descrito la formacién de dimeros para el complejo V4043,

ADP + Pi

H- ' : ; H*

Figura 1.4: Representacion esquematica del Sistema OXPHOS En la figura se muestran los com-
plejos de la cadena respiratoria y se indica en qué puntos se produce el bombeo de protones, asi
como el namero de subunidades que los componen y los cofactores que contienen. El complejo V
o ATP sintasa completa el sistema de fosforilacion oxidativa. Complejo I (NADH deshidrogenasa,
azul), IT ( succinato deshidrogenasa, rosa), III (complejo citocromo bey, naranja), IV (citocromo ¢
oxidasa, verde) V (FoF1-ATP sintasa mitocondrial, amarillo) 4

1.3. La dindmica mitocondrial

La dindmica mitocondrial (DM) incluye los procesos de motilidad de la mitocon-
dria en el citoplasma?®, la remodelacién por fusién y fisién y como consecuencia la
remodelacion de la ultraestructura mitocondrial*®4” (Figura 1.5). La fusién y fision
de las mitocondrias, catalizados por proteinas hidrolasas de trifosfato de guanosina
(GTPasas) de la la superfamilia de la dinamina®*® garantiza la transferencia entre
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mitocondrias de moléculas de senalizacion y el intercambio de metabolitos.
Ademas, la fusion y fision producen cambios del potencial de membrana mito-
condrial y oscilaciones del estado energético a nivel celular, ambos relacionados con
las propiedades de las membranas mitocondriales*®. El equilibrio entre los mecanis-
mos de fusién y fisién determina la estructura global de la red mitocondrial®® y una
remodelacion continua de la morfologia de las mitocondrias son procesos esenciales
e importantes para mantener la homeostasis celular y la viabilidad de la célula euca-
riota® 3. Este equilibrio determina si las mitocondrias producen energia en forma

de ATP o si se dirigen a la muerte celular o apoptosis®.

Severe stress DRP1
(Cancer, diabetes, high nutrients, MFFE, FIS1, MiD49/51
infections) :
Stress-induced & MFNI/2
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Figura 1.5: Dindmica mitocondrial: maquinaria y contexto. Las mitocondrias se someten continua-
mente a dos procesos opuestos relacionados con la membrana: fisién y fusion. Segin el contexto
celular y las circunstancias, el equilibrio entre fisién y fusiéon podria verse alterado y se inclinaria
hacia uno de estos dos procesos. Cuando las células se someten a estrés leve, las mitocondrias
forman una red alargada e interconectada, resisten la mitofagia y aumentan la produccion de ATP
para adaptarse a las estreses celulares como privaciéon de nutrientes. Por el contrario, en el caso de
estrés severo, las mitocondrias presentan una forma fragmentada. El incapacidad de estas vias de
generar un equilibrio entre los dos procesos resulta en la eliminacién de la mitocondria por medio
de mitofagia o, en caso de que el estrés es prolongado, por apoptosis. DRP1: proteina 1 relacio-
nada con dinamina; MFF: factor de fision mitocondrial; FIS1: FISsion 1; MiD49/51: Dindmica
mitocondrial 49/51; Mfn1/2: mitofusina 1/2; OPA1: atrofia 6ptica 1. Imagen publicada en®*

1.4. Enfermedades mitocondriales

Las enfermedades mitocondriales o la disfuncién mitocondrial estan relacionados
con defectos de la oxidacion de los acidos grasos®, del metabolismo del piruvato®®,
defectos del ciclo de Krebs?’, el acoplamiento oxidacion-fosforilacion®’, de la cadena
respiratoria mitocondrial (complejos I-V) o por deficiencia de coenzima Q0°® y
pueden llevar a neuropatias®®, cardiopatias®®! o alteraciones metaboélicas que tienen
como resultado una aceleracién del envejecimiento de las células®93,

La disminuciéon de fusiéon mitocondrial altera la oxidacién de nutrientes, la ca-
dena respiratoria, y los niveles de leptina® o insulina® produciendo obesidad o
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diabetes respectivamente®?. En el cerebro, la disfuncién mitocondrial dafia par-
te del sistema fisiologico neuronal™ y puede producir como consecuencia varios
trastornos neurodegenerativos, como las enfermedades de Parkinson, el Sindrome
de Charcot-Marie-Tooth (CMT2), la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de
Huntington™. En el tejido cardiaco, la DM es importante como cardioprotector en
la edad adulta y fundamental para el desarrollo embrionario temprano. Aunque en
general, el envejecimiento de las células esta asociado a la pérdida de los teléme-
ros, los segmentos finales de los cromosomas, que protegen la informacién genética
contenida en los cromosomas de la degradacion®:6%70:72776 también se ha descrito
que puede inducir cambios en los niveles de expresion de genes que codifican para
proteinas involucradas en DM produciendo asi mitocondrias disfuncionales.

1.5. La maquinaria de fisibn mitocondrial

En mamiferos, la fision mitocondrial esta regulada por la proteina relacionada
con la dinamina 1 (Drp-1; del inglés: Dynamin-related proteina) y la proteina de
fision 1 (Fis1)™" (Figura 1.5). Drp-1 es una GTPasa que se localiza en futuros sitios
de fision de la MEM a través de la proteina Fisl, una proteina adaptadora que
participa en el ensamblaje de complejos de fision y que actiia por constriccion®. El
aumento de fision se ha asociado a condiciones de estrés metabolico™, autofagia™
y apoptosis®’.

1.6. La maquinaria de fusién mitocondrial

La fusién de mitocondrias esta controlada por la presencia de proteinas tipo di-
namina (DLP; del inglés: dyamin-like proteins) 7#1%2 en la membrana externa como
mitofusina 1 (Mfnl) y mitofusina 2 (Mfn2)°%%3; y en la membrana interna como la
proteina atrofia 6ptica 1 (OPA1; del inglés: Optic atrophy protein 1)% (Figura 1.5).
Estas proteinas y las DLPs muestran una alta similitud estructural, pero baja iden-
tidad de secuencia primaria“®%°. Las DLPs operan en diferentes organulos dentro de
la célula eucariota, donde desencadenan la formacion de vesiculas, la citocinesis, la
fusion de membranas, la division (fision) de organulos o actividad antiviral®%588 ¢
incluyen proteinas como la atlastina (ATL)®, la proteina Mx1 (Proteina de unién a
GTP inducida por interferones Mx)“, Drpl (proteina 1 relacionada con la dinami-
na)?', Dnml de Saccharomyces cerevisiae®® y DLP bacteriana (BDLP; del inglés:
Bacterial Dynamin like Protein)®’) (Figura 1.6). Estas proteinas se caracterizan por
la presencia de un dominio-GTPasa (dominio G), dominios centrales (del inglés:
middle domain) y un dominio efector de GTPasa (GED; del inglés: GTPase effector
domain) 38,

El dominio-G contiene cuatro motivos conservados para la unién e hidrolisis de
GTP. El G1 (o bucle P) es fundamental para las interacciones con los grupos fos-
fato en el nucledtido, el G2 (o interruptor/switch 1) y G3 (o interruptor/switch 2)
coordinan los grupos fosfato y generalmente transmiten cambios conformacionales
durante la hidrolisis de nucleétidos. Finalmente el motivo G4 se acopla a la ribosa
del nucledtido (Figura 1.7). Los dominios GED estan involucrados en la oligomeri-
zacion de la proteina y la regulacion del dominio-G. No obstante, algunas proteinas
de esta superfamilia contienen de un segmento transmembrana (TMS; del inglés:
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Transmembrane Segment) que ancla la proteina a la membrana® (Figura 1.6 y
1.8). Esta superfamilia contiene también proteinas que sélo muestran homologia con
el dominio-G, pero no con el dominio central o el dominio-GED.

864
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Figura 1.6: Los dominio de las proteinas de la superfamilia de dinamina. Los dominios basados en
la estructura de las proteinas de la superfamilia de dinamina, con el nimero de acceso Uniprot
indicado (G: dominio-G; B: BSE; S: tallo (del inglés stalk); PH: dominio PH; PRD: dominio
rico en prolina (del inglés proline rich domain); BI: inserto B; L4: Bucle 4 (del inglés Loop L4);
MTS: secuencia de direccionamiento mitocondrial ( del inglés mitochondrial targeting sequence);
T: dominio transmembrana predicho; EH, dominio de homologia a Eps15). Si no hay estructura
disponible (OPA-1 y Mitofusin-1) se supone la arquitectura del dominio. El termino-C de atlastina-
1 no se resolvio por cristalografia. Forma una hélice a que participa en la remodelacion de la
membrana, pero no se ha descrito que esta hélice se asocie con la parte identificada del tallo (del
inglés stalk). La imagen esta publicada en®?

Mientras que las Mfn 1 y 2 interactian entre si para coordinar la fusion de
la. membrana mitocondrial externa de mitocondrias opuestas®¥%* OPA1 participa
en la remodelacion de las crestas mitocondriales, el acoplamiento y la fusién de la
membrana mitocondrial interna . La fusion de ambas membranas mitocondriales
funciona como dos eventos independientes y separados®’. Mientras que la fusién de
la membrana externa mitocondrial requiere baja concentraciéon de GTP, la fusion de
la membrana interna requiere de la hidrolisis de GTP y un potencial de membrana
mitocondrial (Ap o pmf; del inglés: proton motive force)?®. La fusién regula directa-
mente el metabolismo mitocondrial®. Una bajada de la concentracion de la proteina
OPAL1 o cualquiera de las Mfn mediante ARN de interferencia produce mitocondrias
fragmentadas con menor consumo de oxigeno y un reducido Ap%. La sobreproduc-
cion de Mfn2 incrementa directamente la actividad de los complejos respiratorios,
la oxidacion mitocondrial y la utilizacién de glucosa!?’. No obstante se desconoce la
relacion de Mfn y OPA1 con la maquinaria metabdlica.
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G1/P-loop G2/Switch | G3/Switch Il G4

hsDYN1
hsMXA
hsDNM1L
hsOPA1
hsGBP1
hsATL1
BDLP
hsMFN1
hsMFN2
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Figura 1.7: Alineamiento de secuencia de los elementos G1-G4 de los miembros de la
superfamilia de dinamina. Arriba) Los motivos/residuos conservados se resaltan en verde.
Los residuos clave responsables para la uniéon de nucledtidos y la catélisis de Mfnl se resaltan en
rojo. dm, Drosophila melanogaster; hs, Homo sapiens. Abajo) Detalles estructurales del bolsillo
de union a nucledtidos libre de nucledtido (apo, izquierda) y unido a GTP (holo, derecha). G1 hasta
G4 estén coloreados como en arriba. 't

1.6.1. Mitofusina

Las proteinas Mfnl y Mfn2 de mamifero son homologas a la proteina Fzol de
Saccharomyces cerevisiae®? y Fzo de Drosophila melanogaster%*1% . Se cree que
Mfnl y Mfn2 ejercen juntas la misma funciéon que sus homologos en S. cerevisiae y
D. melanogaster .

Entre si, Mfnl y Mfn2 comparten una alta homologia de su secuencia primaria
de aminoacidos con una identidad de 63.46 %%+106:197 E] gen que codifica la Mfnl
humana se localiza en el cromosoma 3 locus 3¢q27 y tiene un tamano de 2226 pa-
res de bases'®®. El proceso de empalme alternativo (del inglés: alternative splicing)
durante la transcripcion y traduccion del gen se pueden producir tres isoformas del
ARN mensajero que dan lugar a la producciéon de la proteina Mfnl con tamanos
de 84, 71 y 41 kDa. La forma integra, la isoforma 1 (~84 kDa) es la més inves-
tigada'%%1% Tos dominios estructurales de las Mfn son el dominio-G (dominio-G)
en su amino-terminal (termino-N), los dominios GED con nombre HR1 y HR2 (del
inglés Heptad Repeat), que se organizan como helicoides enrollados (Ccl y Cc2; del
inglés Coiled-coil), en la parte central y en el carboxilo-terminal (término-C) y una
region hidrofébica que separa estructuralmente los dominios HR1 y HR21% (Figura
1.6 y 1.8). Actualmente existe una controversia sobre la organizacion de la region
hidrofébica. Si se organiza en dos TMS, el termino-N y el término-C de la proteina
estan orientados hacia el citoplasma de la célula. En este caso un segmento corto de
cinco aminoacidos que separa los dominios TMS1 y TMS2 esta orientado hacia el
espacio intermembranoso de la mitocondria!?®. Si la regién hidrofébica se organiza
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como un tnico TMS; el termino-N se orienta hacia el citoplasma de la célula y su
109

término-C hacia el espacio intermembranoso de la mitocondria

Dynamin

MxA

Figura 1.8: Estructuras cristalinas de proteinas de la superfamilia de dinamina. Repre-
sentacion de los dimeros de dinamina (pdb: 3SNH), MxA (pdb: 3SZR), GBP1 de longitud completa
(pdb: 1F5N) con el dominio-G como interfaz (modelado usando pdb: 2B8W), atlastina-1 unido a
GDP (pdb: 3Q5D y 3Q5E), EHD2 en presencia de un analogo de ATP no hidrolizable ( pdb:
2QPT) y BDLP en el forma cerrada (pdb: 2J68) y la forma abierta (pdb: 2W6D) en presencia de
un anélogo de GTP no hidrolizable?3.

Hasta la fecha, la secuencia de los eventos que conllevan a la fusion de la MEM
sigue sin esclarecerse completamente, ya que solo se han realizado unos pocos es-
tudios con la proteinas Mfn de longitud completa®” %2, Algunos estudios genéticos
indican que la presencia del dominio-G de la Mfn es obligatoria'?? y la hidrolisis
de GTP necesaria para la adhesion de las mitocondrias a través de la dimerizacion
de los dominios-G de las Mfn de membranas adyacentes (trans)'%%108 117 Estos ex-
perimentos no aclaran si el dominio-G esta activamente implicada en la adhesion
de membranas o si su actividad facilita la adhesiéon de membranas ejecutado por
otro dominio de Mfn. Ademas, algunos experimentos in vitro han demostrado que
la fusion de mitocondrias aisladas requiere la presencia de cationes (Mg*™, KT) y la
presencia de un Ap!4!8,

DE manera analoga al mecanismo descubierto para la proteina ATL ', la hipote-
sis actual es que Mfn aproxima mitocondrias adyacentes a través de sus dominios-G
y promueve su adhesion*410LH2HU8 “ATT, es una protefna bifuncional del Reticulo
Endoplasmatico (RE) ! y es junto con la dinamina, una de las DLPs mejor estudia-
das. En presencia de GTP forma dimeros trans cuyos mondémeros, que provienen de
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membranas RE adyacentes (trans), residen en conformacion abierta, con sus domi-
nios centrales elongados tocando la membrana opuesta. Tras la hidrolisis del GTP
unido, el dominio central se compacta'!? y produce como consecuencia la adhesion
de las membranas adyacentes. En un paso posterior, la fusiéon de las membranas RE
estd mediado por una hélice anfipatica situado en el término-C de los monémeros
de ATL que desestabiliza la bicapa lipidica y facilita su remodelacion 122,

1.6.2. Las estructuras proteicas de las mitofusinas

Las estructuras proteicas de Mfn disponibles hoy por hoy son, en general, va-
riantes truncadas en presencia (holo; pdb: 5GNS'3; 5GOE, 5GOF ! 6JFK!?) | en
ausencia (apo; pdb: 1T3J19 5G0419t 6JFL, 6JFM'?*) de nucledtido o en presencia
de analogos de GTP, GDP-AIF, (pdb: 5GOM ') 0 GDP-BeF; (pdb: 5YEW 1),

FuII—Iength MFN1 ——] G domain H HR1 THT HR2

Crystallized constructs

1 42 75 l 336 365 696 741

~— Predicted
HD2

Figura 1.9: Estructura molecular de MFN1;,,. Representacion esquemética y estructural de
Mfnll ;M basada en Mfnl de longitud completa'®’. Dominio-G, dominio GTPasa; HR1, heptad
Repeat y T, region transmembrana. L indica el enlazador artificial. Los limites de cada elemento
se indican mediante nameros de residuo. a-hélices de HR1 (HD1) estan coloreadas como indicado
en la representacion esquematica. El bucle desordenado y parte del enlazador artificial se muestra
como linea discontinua y Ca de R74 y K336 se representan como esferas grises.

El dominio HR2

En una primera aproximacion, la cristalizacion del dominio HR2 de Mfn1 permi-
ti6 formular una hipoétesis sobre el mecanismo del acoplamiento de las membranas
externas de mitocondrias adyacentes (trans) a través una interaccion antiparalela
de su dominio HR25%!'3, El acoplamiento intermolecular (HR1/HR1; HR2/HR2) e
intramolecular (HR1/HR2) de los dominios HR de modo paralelo o antiparalelo pue-
den ser importantes moduladores para la funcién de las mitofusinas 4:83:110,113,123,125
Actualmente el modelo vigente postula que el dominio HR2 conduce a la oligomeriza-
cién intramolecular cis v a la interaccién intermolecular trans de la mitofusina %7
mientras que el dominio HR1 produce la fusion de las membranas!!®. La ausencia
de los TMS en las estructuras disponibles limita la interpretacion de los mecanismos
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ya que por su analogia a la proteina ATL esta region debe tener un papel durante
la fusién y no solo limitarse a anclar la proteina en la membrana'2°.

La variante MFN1;,,
La variante MFEN1;,, (pdb:5G04, 5GOE 5GOF, 5GOM 1), que esta compuesto

por en su término-N y la mitad del dominio HR2 en su término-C 14105112123 (Rigyra
1.9), has sido cristalizada en forma monomérica y en forma dimérica'®!12.

El dominio-G esta formado por una lamina-/3 central compuesta por ocho cadenas
rodeada por ocho hélices-a.. Juntos forman dos l6bulos con el bolsillo de unién de
nucledtido en el centro (Figura 1.10A). El l6bulo 1, esté formado por dos cadenas-3
(B-1¢ y B-2'¢) y una hélice-a (o -1'%) y el 16bulo 2 est4 formado por la hélice-a (a-
3/6) y un bucle. En comparacioén con la estructura canoénica de la GTPasas Ras'?",
el dominio-G de Mifnl tiene dos bucles de aminoacidos adicionales que tapan el
bolsillo de uniéon de nucledtidos y una hélice-a corta (a-2'¢) que se encuentra entre
la hélice-a-4% y la hoja-$3-6¢ (Figura 1.10A).

Por otro lado, HR1 esta compuesto por cuatro hélices-a que forman una gran red
hidrofobica (Figura 1.10B). HR1 esta conectado al dominio-G a través de arginina
74 (R74) en el extremo término-C de a-2 y lisina 336 (K336) entre a-5% y a-3%.
En el otro lado de HR1 se sitiia un enlazador que reemplaza los TMS para unir
artificialmente el dominio HR1 con el dominio HR2 (Figura 1.10B). El enlazador se
pliega en una hélice-a que extiende la hélice a-3" y sugiere que esta podria ser més
largo en la Mfnl completa.

El dominio HR1 de MFN1;,, es parecido a la zona cuello (del inglés: neck)
de la proteina BDLP de Nostoc punctiforme (pdb:W6D'?® y pdb: 2J69, 2J68'2%;
Figura 1.11) y sugiere, por analogia, que la hidrélisis de GTP por el dominio-G
produce un cambio estructural de la proteina Mfn de una conformaciéon compacta
a una conformacién extendida parecida a una navaja plegable?®'? (Figura 1.11 y
1.14). Los aminoécidos lisina 336 (K336), glicina 309 (G309) y arginina 74 (R74)
de MFN1;,, se superponen con arginina 327 (R327), glicina 309 (G309) y glicina
68 (G68) de BDLP situada en la zona denominada "bisagra"(del inglés: hinge).
Mutaciones de estos residuos en MEFN1 disminuyen su actividad GTPasica y se
observan mitocondrias elongadas en fibroblastos de ratéon (Mfnl/2-null MEFs, del
inglés: Mouse Embryonic Fibroblasts) 0!,

Mientras que las estructuras apo y holo (en ausencia y presencia de GTP, respec-
tivamente) son monomeéricas, se obtiene un homodimero de MFN1;;; en presencia
de GDP-AIF,. GDP-AIF, se une al sitio de unién de nucleétidos y la molécula de
fluoruro mimetiza el fosfato-y de GTP y la proteina permanece atrapada en el es-
tado de transicion de GTP!°. La dimerizacién estd mediada por la interaccion de
los dominios-G a través del bolsillo de unién a nucleétidos que se enfrentan entre si
y los HR1 que sobresalen en direcciones opuestas del eje del dimero (Figura 1.12).
Proteinas diméricas con el dominio-G en el estado de transicion de GTP se han
obtenido también para otros DLPs!3! 133,

La variante Mfnl1l-MGD

La variante MFN1-MGD de MFN1 est4 compuesta en su término-N del dominio-
G y las primeras hélices de HR1 y en su término-C por las hélices de HR2 (Figura
1.13). Los dominios HR1 y HR2 estan conectados por una secuencia de aminoacidos
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Figura 1.10: Detalle molecular de elementos estructurales de Mfnl. Arriba) El dominio-G
de MFN17,s. Los 16bulos 1, 2 y a2'% se distinguen por color. La regiéon central correspondiente a
Ras (naranja) y el sitio activo de GTPasa esté indicado por un elipsoide. Abajo) Los dominios HR
(HD1). Las cadenas laterales de los residuos involucrados en la red se muestran en el mismo color
que las hélices a las que pertenecen. 10!

de pequeno tamano (GSGSGSGGS) para no interferir con el plegamiento de la pro-
teina. Esta variante de Mfn1l forma un dimero en presencia de GDP y trifluoruro de
berilio (GDP-BeF; ) !%. El GDP-BeF; actiia como GDP-AIF; y la proteina perma-
nece atrapada en el estado de transiciéon de GTP *°. El dominio-G de Mfn1-MGD es
parecido al dominio-G obtenido de Mfn1;y, (Figura 1.9). Similar a Mfn1;,,'% y otros
DLPs!20:181,132,134°136 14 interfaz de dimerizacion esta formada por los dominios-G
de modo que los sitios de uniéon de nucledtidos se enfrentan entre si. El dimero for-
mado por Mfn1l-MGD tiene un area de superficie de la interfaz més grande que la
observada para el dimero de Mfn1;,; 1%, Ambos monémeros se orientan de forma
casi paralela apuntando en la misma direccién'* y presentan una conformacion ce-
rrada'* (Figura 1.14, izquierda). Esto es distinto a Mfnl;y,. La orientacion de sus
monoémeros adopta una conformacion abierta'® como la establecida por la proteina
BDLP 2812 (Figura 1.14, derecha). La hidrolisis de GTP resulta en una relajacion
en el motivo G1 y el motivo G3 que a su vez inducen movimientos de en la zona
"bisagra"(-1 y a-2) y un movimiento oscilatorio de ~ 77 de HR1 .
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Hinge 2

Figura 1.11: Comparacién de las estructuras cristalinas de M GD. Comparacién entre los
dominios bisagra 2 (hinge 2) de las estructuras cristalinas las proteinas de MEN1;M y BDLP 0!

1.6.3. La fuerza i6nica local modula la formacion de dimeros
de Mifn

Estudios de espectroscopia de fluorescencia muestran que Mfn1-MGD es mono-
mérica en estado apo y en presencia de GDP o GTP~-S. En presencia de GDP-BeF35
es mayoritariamente dimérica independientemente de si el medio acuoso contiene
Na® o K*. La posicion de estos iones en Mfn1-MGD es comparable con la posicién
de un ion de sodio que se encuentra en la estructura del dominio-G de dinamina-1
en complejo con GDP-AIF; . En dynamin-1, el cation monovalente sirve como un
compensador de carga para la hidrolisis de GTP . Cuando se sustituye el NaCl
por KCI en el medio acuoso, el GDP se une con la misma afinidad a MFN1-MGD,
pero el nucleétido no-hidrolizable GTP~-S muestra mayor afinidad en presencia de
KC1'3; indicando que el nucledtido se acomoda mejor en el bolsillo de uniéon. En
presencia de BeF;', la union de GDP es maés eficiente con KCI y menos eficiente con
RbCl o NaCl, consecuentemente la actividad GTPasica de MFN1-MGD aumenta
notable en presencia de K™ y Mg*" en comparaciéon con Rb™ y Mg?™ o Na®™ y Mg?™
o cualquiera de estos iones solos. A concentraciones fisiologicas de KT y Mg?*, la
actividad GTPasica de Mfn1-MGD aumenta. También, pero en menor grado, las va-
riaciones de pH y la competencia de Na™ pueden alterar la actividad GTPasica. Un
aumento de las concentraciones de proteina no interfiere con la activad GTPasica.
En comparacion con otros DLPs, Mfn apo muestra una actividad de GTPasa débil.
Un razoén puede ser que el bolsillo de uniéon a GTP esta tapado por el motivo G210!,

En presencia de GTP, solo se observé una dimerizaciéon en cuando el medio acuoso
contenia Na™. En presencia de KT, el GTP fue rapidamente hidrolizado a GDP, y el
dimero se disocia en mondémeros. Por el contrario, el intercambio de GTP se redujo
en el medio acuoso que contiene Na' y una poblacion de la proteina permanece
unida a GTP en un estado de transiciéon y, por tanto dimérica. La presencia de
dimeros de Mfn1l-MGD en presencia de GDP-AIF, aumenta cuando se reemplaza
Na® por K. Estos resultados indican que la formaciéon de dimero depende de la
uniéon de nucledtidos y que la proteina se mantiene en estado de transicion hasta la
disponibilidad de la fuerza iénica adecuada, incluso después de la unién de GTP
(Figura 1.15).
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Figura 1.12: La dimerizacion de MFN1;,, a través del dominio-G. Arriba) Representacion
de superficie del dimero MFN1;,; en el estado de transicion. La molécula A esta coloreada como
en Figura 1.9 y la molécula B en gris. E1 GDP se representa en esferas amarillas. Abajo izq.)
Detalles moleculares del interfaz entre dos dominios-G de MFN17,,. Solo se muestra un lado del
interfaz para otros residuos involucrados. Abajo dcha.) Detalles moleculares del interfaz entre dos
dominios-G de la proteina dinamina-1 humana en el estado de transicion (PDB: 2X2E).

Mutaciones en Mitofusina 2 (MFN2) asociados al Sindrome de Charcot-
Marie-Tooth (CMT2)

Residuos clave identificados en Mfn1 se conservan principalmente en Mfn2. Cuan-
do se trazan las mutaciones de Mfn2, causantes de la enfermedad CMT2A12, en sus
posiciones correspondientes en estructura de Mfnl, V273G , Q276R y R280H (V252,
Q255 y R259 en MFN1) se sittian en el interfaz del dimero, G127D (G106 en Mfnl)
coordina un ion de Kt en G2 (el interruptor/switch 1), y R94Q/W (R73 en Mfnl)
y R250Q/W (K229 en Mfnl) estan involucrados en la asociacion del dominio-G
con HR1 cuando la proteina se encuentra en la conformacion cerrada. La mutacion
K336N afecta la bisagra abierta y la mutacion R73Q afecta al estado cerrado. En
MEFS Mfn1/2-null R73Q no puede restaurar la fusion mitocondrial mientras que el
doble mutante R73Q D198N es capaz de rescatar el defecto provocado por R73Q. La
interaccion R73 con D198 es critica para estabilizar el estado cerrado de la proteina.

Las mutaciones en el dominio-G de Fzol de Saccharomyces cerevisiae, incluidos
K200A, S201A y T221A (equivalente a K88A, S89A y T109A en Mfnl), no pueden
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Figura 1.13: Estructura molecular de Mfn1-MGD. Arriba) Representacion esquematica de
la organizaciéon de MGD basada en Mfnl de longitud completa citep RN3180. Las regiones de
MGD se representan en diferentes colores y los elementos de la estructura secundaria que forman
los dominios HR (HB1) estan indicados. G, GTPasa; TM, segmentos transmembrana; CT, cola
citosolica; L, enlazador; N, termino-N; C, termino-C. Abajo) Estructura cristalina de MGD unido
con GDP-BeF; . El dominio-G esta representado en rosa, y las hélices en HR (HB1) estan en
amarillo (o (1)), naranja (« 0), violeta (« 6b), y cian (a 11b). La otra molécula se muestra en
gris con sus elementos estructurales etiquetados con una comilla (). El GDP se representa en rojo,
BeF3 en azul, Mg?™ en verde, KT en violeta y el enlazador desordenado se indica con una linea
de puntos.

soportar el crecimiento en placas YPG (del inglés:Yeast Peptone Dextrose!"). L218
(I105) también es critico, probablemente en la formacién de dimeros. Sorprendente-
mente, E344 (E209A) y K371 (R238A) no son esenciales.

1.7. Membranas lipidicas

Las membranas lipidicas se han descrito, segtn el clasico modelo de mosaico flui-
do, como barreras selectivas bidimensional compuestas por lipidos y proteinas que
estan distribuidos de forma homogénea permitiendo su libre difusion lateral '*8. Las
proteinas y los lipidos polares representan casi la totalidad de la masa de membra-
nas biolégicas y las proporciones relativas de proteinas y lipidos difieren en diferen-
tes membranas, lo que refleja la diversidad de funciones biolégicas. Las pequenas
cantidades de carbohidratos presentes son generalmente parte de glucoproteinas o
glucolipidos.

Esta vision simplista has sido modificada y ajustada. Actualmente, las mem-
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Figura 1.14: Comparacion de las estructuras cristalinas MGD. Arriba) Representacion de la
superficie de las estructuras MGD '4. La, GTPasa de un protémero se representa en rosa y las hélices
HR (HB1) estan en amarillo ( alpha(-1)), en naranja (« 0), morado (« 6b) y cian ( alpha 11b). Los
nucleotidos estan rotulados. Abajo) La estructura del dimero (pdb: 5GOM) y el monémero unido
a GDP (pdb: 5GNT). El movimiento de HR en relacion con GTPasa se indica con una flecha.

branas lipidicas se describen non sbélo como barreras selectivas sino también como
superficies que catalizan reacciones enziméticas especificas ya que muchas caracte-
risticas y funciones de las proteinas de membrana dependen de la composicién y
organizacion lipidica'3®.

El componente mayoritario que encontramos en las membranas biolégicas son los
lipidos'“?, moléculas con una naturaleza anfipatica con su parte hidrofébica com-
puesta por cadenas alifaticas, grupos arométicos o estructuras policiclicas y su parte
hidrofilica compuestos por alcoholes (colina, etanolamina, serina, glicerol o inositol,
entre otros). Debido a la naturaleza anfipética, los lipidos tienen la capacidad de
auto ensamblarse en medio acuoso en agregados supramoleculares como micelas o
bicapas para proteger sus zonas hidrofébicas y exponer las hidrofilicas de forma que
se agrupan y emparejan paralelamente'*'. En una bicapa con un ~ 4-5 nm de es-
pesor por ejemplo las colas hidrofébicas apuntan hacia el interior y sus las cabezas
hidrofilicas se quedan en la zona externa'3®142 (Figura 1.17). Los lipidos naturales
pueden ser clasificados en tres grupos segtin su estructura quimica: glicerofosfolipi-
dos (lipidos basados en glicerol), esfingolipidos (basados en esfingosina) y esteroles!#!
(Figura 1.18).
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Figura 1.15: La comparacion de los centros cataliticos de MEN1 (estado de transicion), dinamina-1
(pdb: 2X2E131) y atlastina-1 (pdb: 4IDO32).
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Figura 1.16: Maquinaria catalitica de MFN1. Representacion esquematica que resume los
cambios conformacionales del dominio-G durante la hidroélisis de GTP. Los dominios-G estan colo-
reados en gris. Los residuos y nucleétidos se indican por colores y formas individuales. Los puentes
salinos se indican con puntos marrones entre los residuos involucrados. P; representa el ion de
fosfato.

Los glicerofosfolipidos (Figura 1.18 A), presentes mayoritariamente en las mem-
branas biologicas con una fraccién molar de 40-60 % con respecto al total de lipidos,
tienen una molécula de glicerina como cuerpo principal, cuyos carbonos C; y C; es-
tan esterificados con una cadena de acidos grasos'*?. En C; los acidos grasos suelen
ser cadenas hidrocarbonadas saturadas compuestas por 16 o 18 carbonos, mien-
tras en Cy los acido grasos suelen ser més largas e insaturadas, con uno o varios
enlaces dobles en configuracion cis. En el carbono Cs de la glicerina se encuentra
una molécula de alcohol (colina, etanolamina, serina, glicerol o inositol) unida a un
grupo fosfato cargado negativamente. A este conjunto se le conoce como la cabeza
polar del lipido que puede tener una carga neta negativa o con carga total neutra
(zwitterionica) dependiendo del alcohol asociado!*3.

Los esfingolipidos (Figura 1.18 B) tienen como base principal la molécula 1, 3-
dihidroxi-2-amino-4-octadeceno o esfingosina (ceramida) que lleva en su carbono C,
unido por un enlace amida una cadena de acidos grasos (saturada o insaturada)
que puede llegar hasta 24 atomos de carbono . La ceramida es unidad estructural
de todos los esfingolipidos que se dividen en fosfoesfingolipidos y glucoesfingolipi-
dos, dependiendo si contiene un grupo fosfato unido al hidroxilo de la ceramida al
cual se pueden unir colina o etanolamina o si contiene un azicar (monosacarido u
oligosacarido) en el grupo hidroxilo de la ceramida 4115,

El ultimo grupo, los esteroles (Figura 1.18 C), tienen una estructura policiclica
hidrofébica formadas por tres anillos hexagonales y uno pentagonal fusionados. Es-
tos anillos pueden llevar dobles enlaces y una cadena lateral de 8 o mas dtomos de
carbono conjugado en el carbono Cy7, un grupo alcohol en el carbono C3 y con un
grupo metilo en los carbono Cyy y Cy3 . El esterol més importante en los mamiferos
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Figura 1.17: El modelo de mosaico fluido para la estructura de la membrana'3?. Las cadenas
de acilo graso en el interior de la membrana forman una regién hidréfoba fluida. Las proteinas
integrales de la membrana flotan en este mar de lipidos, sostenidas por interacciones hidrofobicas
con sus cadenas laterales de aminoacidos no polares. Tanto las proteinas como los lipidos pueden
moverse lateralmente en el plano de la bicapa, pero el movimiento de cualquiera de las dos caras de
la bicapa a la otra esté restringido. Los restos de carbohidratos unidos a algunas proteinas y lipidos
de la membrana plasmética se exponen invariablemente en la cara extracelular de la membrana.

es el colesterol, compuesto muy abundante en glébulos rojos, membranas plasmé-
ticas y en organulos celulares, llegando a una fracciéon molar de 30 y un 50 % del
total de lipido respectivamente. En hongos, levaduras y protozoos se encuentra el
ergosterol 4% y en algunos procariotas el lanosterol 147,

Todos estos lipidos, independiente de sus diferencias como las insaturaciones de
las cadenas alifaticas, la carga eléctrica o el peso molecular estan mezclados en las
membranas. Dependiendo de su fracciéon molar definen las propiedades quimicofisicas
como la elasticidad, la flexibilidad y la viscosidad de la membrana 48159,

B
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Figura 1.18: Tipos de lipidos de membrana

151

1.8. Proteinas de membrana

Las proteinas son las responsables de la mayoria de los procesos celulares que
tienen lugar en las membranas. El contenido de proteinas de una membrana tipica
respecto a los lipidos es variable y depende del tipo de membrana 52, Las proteinas de
membrana se pueden dividir operativamente en las proteinas integrales o intrinsecas,
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que estan anclados en la membrana, y en las proteinas periféricas o extrinsecas, que
estan unidas de manera més débil y reversible.

Las proteinas integrales generalmente tienen uno o varios dominios ricos en ami-
noacidos hidrofobos, lo suficientemente largos como para abarcar la bicapa lipidica
cuando estan en la conformacion a-hélice (Figura 1.19). Las proteinas periféricas se
mantienen adheridas a la membrana mediante interacciones electrostaticas y enlaces
de hidroégeno con los dominios hidroéfilos de las proteinas integrales de la membrana
o con los grupos de la cabeza polar de los lipidos y pueden disociarse mediante tra-
tamientos suaves que interfieren con las interacciones electrostiticas o que rompen
los enlaces de hidrogeno. Aunque las proteinas con anclajes lipidicos se asemejan a
las proteinas integrales de membrana generalmente se consideran proteinas de mem-
brana periférica porque su asociacién con la membrana suele ser débil y reversible,
no contienen largas secuencias hidrofébicas, y una vez solubilizadas se comportan
como proteinas solubles.

La liberacion de proteinas integrales de las membranas requiere la accién de
agentes (detergentes, disolventes organicos o desnaturalizantes) que interfieren con
las interacciones hidrofébicas entre la proteina y los lipidos. Muchas proteinas de
membrana tienen, como los lipidos, la libertad de desplazarse lateralmente en la
membrana como si estuviera flotando en un mar de lipidos. La asociaciéon las pro-
teinas de membrana con proteinas de membranas adyacentes para formar grandes
oligbmeros en la superficie de una célula u orgédnulo es una forma de regular y mo-
dular su funcionamiento!®3.

Signal-anchor C-terminal
Type | Type |l Type Il anchor Polytopic

C

N C C
[ ER lumen
J )

Z|

Cytoplasm

Figura 1.19: Tipos de proteina integral de membrana. Las proteinas de membrana integrales se
pueden sintetizar de forma tipo I, de tipo II, de tipo II anclada por su extremo-C o por péptido
sefial en su extremo-N o de forma poli-tépica miltiples dominios de membrana. 4

1.9. Modelos de membranas biomiméticos

Los sistemas biomiméticos como las vesiculas gigantes unilamelares (GUV; del
inglés: Giant Unilamelar Vesicles) son una herramienta importante para reconstruir
y visualizar procesos biol6gicos mediante microscopia 6ptica o de fluorescencia con-
focal'?.

Las vesiculas lipidicas o liposomas son estructuras esféricas de membranas lipi-
dicas de doble capa (Figura 1.20 A) que se clasifican en funcion del tamano y del
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Figura 1.20: Structure of a liposome. A) A liposome consists of a phospholipid bilayer with an
aqueous core. % B) Different structures of vesicles: SUV (small unilamellar vesicles), LUV (large
unilamellar vesicles), GUV (giant unilamellar vesicles), and MLV (multilamellar large vesicles).
Vesicles are presented as hemivesicle to show the inside. %6

niumero de bicapas presentes; como vesiculas unilamelares pequenas (< 50 nm; SUV;
del inglés: Small Unilamelar Vesicles), vesiculas unilamelares grandes (50 < x > 100
nm; LUV del inglés: Large Unilamelar Vesicles), vesiculas unilamelares gigantes( 1 -
200 pm; GUV) o vesiculas multilaminares (MLV del inglés: Multilamellar Vesicles)
formando tamartios variables dentro de una misma vesicula'®® (Figura 1.20 B).

Modulando parametros como la temperatura, el pH o la fuerza iénica pueden
conservarse por un tiempo especifico para el estudio de las propiedades de membra-
na y los procesos biologicos que ocurren en ellas. Estos modelos se utilizan mucho
para el estudio de la adhesiéon celular asi como la fusion, mediadas por interaccio-
nes no covalentes que involucran a proteinas, pero sobre todo como vehiculos para
el transporte de medicamentos, proteinas, enzimas o ADN, dando lugar a estudios
sobre su transporte, distribucién, acumulacion y eficacia!®™ 1%, Los sistemas mode-
lo para estudiar la fusion de membranas se basan predominantemente en LUVs y
GUVs. 160—164.

1.10. Propiedades mecanicas de las membranas

La mecénica de una bicapa lipidica depende de la composiciéon y organizacion
lipidica!®® y no sirve solo para anclar proteinas a su superficie, pero también es
importante para modular la funciones de las proteinas!%”. Dada la complejidad es-
tructural y composicional de las membrana natural es necesario simplificar los com-
ponentes esenciales de naturaleza proteica o lipidica. Puesto que el espesor de la
membrana es varios 6rdenes de magnitud menor que su superficie (nm frente a pm),
se puede considerar la membrana como una plancha bidimensional que encierra un
volumen acuoso. De esta forma, se pueden aplicar las definiciones mecanicas de de-
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formaciones elasticas para laminas delgadas como la compresion, cizalla y curvatura
llevando cada una de ellas asociadas un parametros que se conocen como el médulo
de compresion K, moédulo de curvatura x y modulo de cizalla G respectivamente ',

1.10.1. Elasticidad de compresién

La energia de compresion por unidad de area para deformaciones de una lamina
con un area Ag, viene dada por la expresion

1 (A=AN\> 1 [AA\?
he ==K =-K|— 1.1
() - (R o
,con K para el médulo de compresibilidad lateral (con valores del orden de 0.1 - 1
J /m?)169:170,

Al expandirse la membrana un mayor espacio entre las moléculas anfipaticas
se rellena con medio acuoso . Los valores altos de K indican que las membranas
celulares se resisten a ser expandidas, debido a un aumento en las interacciones
hidrofébicas.

Al estirar o comprimir una membrana aparece una tension o en toda la superficie
que tiende llevar el sistema a su posicion de equilibrio y recuperar el area Ay. Esta
tension se puede expresar como:

-2 (3

, considerando la membrana totalmente plana si se desprecian las microrugosidades
en la superficie en forma de fluctuaciones que provoca la temperatura'™.

Los valores experimentales de o varfan entre 0.25 y 0.1 N/m!'?3!" y durante

la expansion, las interacciones hidrofébicas pueden provocar la rotura la bicapa,
llevando asociada una tension de lisis 07, Experimentalmente, esta rotura se puede
dar a valores de expansibilidad relativamente bajos, con aumentos del area de ~ 2-
3 %, dependiendo de la composicion lipidica y de la tension superficial presente!™173.

1.10.2. Elasticidad de cizalla

Las deformaciones de cizalladura aparecen cuando una membrana se estira hacia
una direcciéon y se comprime simultaneamente en la otra, todo ello ocurriendo a
area y curvatura constantes. La densidad de energia involucrada en este proceso de
deformacion viene dada por:

—lopeias
hm—4G(>\ +A?—2) (1.3)

,siendo G el modulo de cizalla (en J/m?) y A la variacion de elongacion lateral
definida por:

- (frany »
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Figura 1.21: Deformaciones elasticas de vesiculas, A) Deformacion alargados y comprimidos del
area de una bicapa rectangular. B) Deformacion de doblaje introduciendo curvatura en una bicapa
rectangular por extensién de la parte superior y compresiéon de la monocapa inferior. "

Cuando se somete a una membrana a deformaciones por cizalladura y se compor-
ta a 37 °C como un liquido los lipidos que forman la bicapa se encuentran en fase flui-
da ya que su temperatura de transicion de fase Tm es superior a 37 °C(temperatura
fisiologica). En esta fase fluida, el moédulo de cizalla es G =~ 0, haciendo que esta
deformacion tenga un coste energético despreciable y por tanto causando que las
membranas no presenten resistencia a la cizalladura'™. En las membranas biologi-
cas, la presencia de un modulo de cizalladura G >0 es debido a las estructuras intra
y extracelulares que estan asociados a ella como por ejemplo el citoesqueleto!®>17 o
a la presencia de ceramida, un lipido que puede formar dominios en fase sélida 76177,

1.10.3. Elasticidad de curvatura

Al contrario que con la elasticidad de compresion, las bicapas lipidicas presentan
una baja elasticidad de curvatura, un parametro que con frecuencia es despreciado
en modelos de mecanica de membranas. La rigidez de curvatura se produce por
el mismo tipo de interacciones moleculares presentes en la rigidez de expansion.
Cuando se dobla una bicapa, las cabezas polares de la capa lipidica externa quedan
mas alejadas entre si, mientras que en la capa interna el espacio intermolecular entre
ellas disminuye. Al curvar, el grosor de la bicapa (~ 5 nm) apenas muestra un cambio
en el area superficial por molécula o en las energias involucradas por su deformacion
de expansion. Si consideramos la membrana una plancha plana, se podria curvar
aplicando una fuerza en ambos extremos'®? .

En este caso, la curvatura de la membrana contribuye a la energia siguiendo:

1
Ebend = §/ﬁ2b (O — C(]>2 + /100102 (15)

, donde C corresponde a C7 + C5 (la curvatura media de la membrana) y C; y Cy
corresponden a 1/R; y 1/Ry (las curvaturas principales) respectivamente!™. La
curvatura espontanea Cy hace referencia al estado de curvatura preferente de la
membrana cuando esta en equilibrio, la curvatura Gaussiana C1C5, el mdédulo de
curvatura ry (constante de Boltzmann), que tiene un valor del orden 10 &, T con T
como temperatura absoluta segiin el tipo de células’ , y el médulo de curvatura
Gaussiana Kg.
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1.10.4. Adhesion

La interacciéon fisicoquimica de liposomas con otras membranas o superficies
a través de otras proteinas (integrinas, selectinas, cadherinas, inmunoglobulinas o
lectinas®Y) en su superficie provoca un cambio en su morfologia como se observa en la
adhesion que puede ademés conllevar también cambios a nivel topolégico provocando
ruptura o fusiones entre membranas lipidicas'®!.

En sistemas naturales en células de todo los dominios de la vida utilizan la adhe-
sion para interactuar con el mundo exterior y sondear el medio externo o mantener su
integridad estructural durante el intercambio y transporte de solutos entre ellas!3”.

La adhesion de membranas también ocurre a través de atracciones no especificas
que pueden producir una fuerza atractiva neta por area de ~ 100 N/m? a distancias
de ~ 25 nm como fuerzas atractivas (van der Waals) y repulsivas (electrostaticas,
estéricas) que se oponen a la compresion %2,

La fuerza de adhesion entre liposomas se puede estimar a través de iméagenes de
microscopia 6ptica. El contorno de las vesiculas permite medir parametros como an-
gulos de contacto o distancias para para hallar las energfas implicadas®? utilizando
modelo tedrico que englobe todos los términos relativos a la geometria del sistema,
las propiedades mecanicas de la membrana y el contacto causado por una superficie

atractiva 184
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Muchos estudios estructurales para la familia de las dinaminas se han basado en
construcciones genéticas para la facilitar la cristalizacion y su observacion estructu-
ral®'. La fusion de la membrana externa mitocondrial requiere bajas concentraciones
de GTP, mientras que la fusion de membrana interior mitocondrial requiere de la
hidrolisis de GTP y la presencia de un potencial de membrana!®®. La homologia es-
tructural de las mitofusinas con la proteina dinamina sugiere que el modo de accién
de las mitofusinas a nivel molecular es similar®8%95:186 T3 dinamina es una GTPasa
responsable de la endocitosis en las células eucariotas®>®®!1! Cuando una vesicula
envagina, la dinamina forma un anillo en la base de la membrana envaginada y una
vez posicionado se extiende longitudinalmente y se constrine a través de la hidroélisis
de GTP hasta separar la parte invaginada de la membrana de partida®. Se especula
que durante el proceso de fusién de membrana se encuentran las mitofusinas en una
conformacion extendida en la superficie de las membranas adyacentes®®®. La union
e hidrolisis de GTP introduce un cambio de conformaciéon en las mitofusinas que
pasan de una forma extendida a una forma compacta''>'87. Las interacciones inter-
o intramoleculares entre dos o més mitofusinas extendidas acercan las membranas
para ser fusionadas!®!?3. Se piensa que la hidrélisis de GTP podria estar acopla-
da a la deformaciéon de la membrana per se o necesaria para regular los estados
conformacionales de las mitofusinas!4123:12%188,189 Tye acuerdo con lo descrito a la
proteina ATL, que también se dimeriza en presencia de GTP y forma una conforma-
cién abierta-cerrada de su dominio medio tras la hidrélisis con GTP 2, podriamos
hipotetizar un modelo sobre los estados conformacionales de las MFNs respecto a
la fusiéon de membranas mitocondriales. Un reordenamiento conformacional de mi-
tofusinas a través de un estado abierto que induce la dimerizacién de los dominios
GTPasa y un estado conformacional cerrado que permite acercar las dos membra-
nas adyacentes a una distancia menor de 5 nm, proceso dependiente de GTP y se
podria decir que posiblemente hay una formacion de “anillo de acoplamiento” como
lo hacen la Fzol en levaduras (figura 2)101:112:118,

Objetivo General

Esta tesis doctoral ha implementado un nuevo sistema biomimético basado en la
reconstitucion de MFN1-his en vesiculas gigantes que contienen DOGS-NTA, con el
objetivo principal de estudiar la fusion n vitro de membranas lipidicas mediada por
Mifnl y su modulacion en presencia de GTP, GDP y GDP/AIF_4. Los detalles sobre
los mecanismos moleculares de las etapas intermedias de fusion de mitocondrias son
ain desconocidos. Analisis genéticos indican que los dominios especificos de las pro-
teinas mitofusinas tienen la capacidad de sincronizar el acoplamiento de membranas
adyacentes con el fin de deformar la membrana y generar fusion. Mediante un ana-
lisis cuantitativo el modelo experimental pretende proporcionar informacién sobre
las interacciones homotipicas de la mitofusina 1 durante los eventos que conducen a
la fusion de membranas modelo y poder responder a cuestiones generales como:

I) Cuales son los requerimientos minimos para la aproximacion de membranas?
IT); Es suficiente la energia quimica que se libera de la hidroélisis de GTP para
ejercer una acciéon mecanica en la membrana, tales como la deformaciéon y
constriccion o formacion de dimeros estables entre vesiculas, para la fusion?
IIT) ;Cual es la energia necesaria para promover la adhesion y posterior fusion
entre dos vesiculas?
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Objetivos Especificos

Para poder responder a las preguntas anteriores, es necesario la ejecucion de tareas
cuyos resultados puedan ser evaluables para el cumplimiento de los objetivos
especificos que se especifican a continuacion:

1): La clonacion, expresion de MFN1 en membranas bacterianas y ensayos
funcionales.

2): La purificacion de la proteina Mfnl de forma funcional.

3): la reconstitucion de la proteina purificada en sistemas de membrana modelos
tipo LUVs y GUVs con distinta composicion lipidica

4) Observacion mediante microscopia de fluorescencia confocal de eventos de
adhesion y posterior fusion de vesiculas gigantes recubiertas con Mfnl y evaluacion
cuantitativa de las energias involucradas en el proceso.
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CAPITULO 3. MATERIALES

En este capitulo se encuentra una lista de los Materiales utilizados en forma de
cuadros:

3.1. Acidos y bases

Cuadro 3.1: Acidos y bases

Nombre Foérmula quimica  Casa comercial
Acido acético CoH409 Sigma Aldrich
Acido clorhidrico HCI Sigma Aldrich
fosfato disédico NaosHPOy4 Sigma Aldrich
fosfato dipotasico KoHPO4 Sigma Aldrich
fosfato monosodico NaHyPOy Sigma Aldrich
fosfato mono potésico KHyPOy Sigma Aldrich
Hidréxido de sodio NaOH Sigma Aldrich
Tris(hydroxymethyl)aminomethane C4H11NO3 Sigma Aldrich

3.2. Antibi6ticos

La soluciéon madre de los antibidticos se preparan con agua y para cloranfenicol
en etanol y se almacenan a -20 °C.

Cuadro 3.2: Antibioticos

Nombre Concentraciéon Casa comercial
solucion madre/ final

Ampicilina 100 mg - mL~!/100 pg/mL~! Sigma Aldrich
Cloranfenicol 35 mg - mL~1/35 pg/mL~! Sigma Aldrich
Kanamicina 50 mg - mL~!/50 pg/mL~! Sigma Aldrich

3.3. Anticuerpos

Cuadro 3.3: Anticuerpos

Nombre Casa comercial

Primarios

Anti-MFN1 (D-10) monoclonal de raton; sc-166644 Santa Cruz Biotechno-
logy

Anti-MFN1 (D-10) monoclonal de ratéon unido a Santa Cruz Biotechno-

Alexa-488 logy

Secundarios

Anti-Conejo de cabra unida a peroxidasa Sigma Aldrich

Anti-polihistidina monoclonal de ratéon unido a fosfa- Sigma Aldrich
tasa alcalina
Anti-Raton de conejo unida a peroxidasa de rabano Sigma Aldrich
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3.4.

Buffers

Cuadro 3.4: Buffers

Nombre

Composicion

SDS-PAGE y Wes-
tern blot

Tampo6n de carga

Tampo6n de electrofore-
sis

Tampoén separador
Tampon stacking
Tampo6n de transferen-
cia

Tincion Coomassie

250 mM Tris-HCI (pH 8); pH: 6.8, 10% SDS, 50 %
glicerina, 0.05 % bromofenol azul, 10 mM DTT
25 mM Tris-HCI pH 8, 200 mM glicina y 0.1 % SDS

Tris-HCI (pH 8) pH: 8.7, 0.4 % SDS
Tris-HCI (pH 8) pH: 6.8, 0.4 % SDS)
25 mM Tris, 190 mM glicina, 0.1 % SDS y 20 % metanol

CBB R-250 disuelto en 25 mM Tris, 190 mM glicina,
0.1% SDS y 20 % metanol

Otros

BGM 200 mM glucosa

BSM 200 mM de sacarosa

CaCly 0.1 M de CaCly

CaCly-G 0.1 M de CaCly, 10 % de glicerina

PBS 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NasHPO, y 1.8
mM KH2P04

PBST 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NaoHPOy4, 1.8

PBST/Block 1% 1
PBST/Block 2%
STET

T1oEr

TAE

Tampon para PCR (10
)

Tris

Tris-D

Tris-K

Tris-KGC

Tris-M
Tris-N
Tris-NGC

Tris-S
Verde Malaquita

mM KHsPOy4 vy 0.1 % PBST

137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NaoHPOy,, 1.8
mM KHsPOy, 0.1% PBST y 1% leche en polvo

137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NaoHPOy, 1.8
mM KHsPOy, 0.1% PBST y 2% leche en polvo

8 % Sacarosa, 5% Triton X-100, 50 mM EDTA y 50
mM Tris pH 8.0

10 mM Tris-HCI pH8, 1 mM EDTA

2M Tris base, IM EDTA y 1M Acido Acético

100 mM Tris-HCI (pH 8), 500 mM KCI, 15 mM MgCly
y 0.01 % gelatina

50 mM Tris-HCI pH 8

50 mM Tris-HCI pH 8, 39 mM DDM 2% (p/v)

50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM KCl

50 mM Tris-HC1 pH 8, 150 mM KCI, 10 % de glicerina,
inhibidor de proteasa cOMPLETE

50 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM MgCl,

50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl

50 mM Tris-HC1 pH 8, 150 mM NaCl, 10 % de gliceri-
na, inhibidor de proteasa cOMPLETE

50 mM Tris-HCI pH 8, 0.58 M sacarosa

Oxalato de Verde Malaquita al 0,045 % (p/v) y 3 par-
tes de molibdato amonico al 4.2 % (p/v) con una ratio
de 1:3 disuelto en 2N HCI
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3.5. Cepas Escherichia coli

Cuadro 3.5: Cepas Escherichia coli

Cepa Genotipo Ref

E. coli DH5« F~, endA1, hsdR17, supEj4, thil, re-
cAl, gyrA, relAl, A(lacZYA-argF),
U169, $80(lacZ AM15)

E. coli BL21(DE3) F~, ompT, hsdSB(=rB-mB~), gal,
dem(DE3)

E. coli C41(DE3)

E. coli Rosetta(DE3)

E. coli Codon Plus-RP(DE3)

E. coli SF100 E. coliKS272 F~, AlacX74, galE, galK,
thi, rpsL, AphoA, AompA

E. coli KS272 A ompT (proteasa VII) 100

E. coli SF100(DE3) E. coli SF100 dem(DE3)

3.6. Cebadores

Cuadro 3.6: Cebadores

Nombre

Secuencia 5'->3'

Casa Comercial

cMFN1-fw

cMFN1-rev

cMFN2-fw

cMFN2-rev

cOPA1l-fw

cOPA1-rev

GCG GCA GCC ATA TGG CAG AAC CTG
TTT CTC C

TGC TCG AGT GCG GCC GCA AGC TTG
TCG ACT TAG GAT TCT TCA TTG CTT
GAA GC

GCG GCA GCC ATA TGT CCC TGC TCT
TCT CTC G

TGC TCG AGT GCG GCC GCA AGC TTG
TCG ACT TAT CTG CTG GGC TGC AGG
TAC TGG

GCG GCA GCC ATA TGT GGC GAC TAC
GTC GGG CC

TGC TCG AGT GCG GCC GCA AGC TTG
TCG ACT TAC TCC TGA TGA AGA G

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
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3.7. Colorantes

Cuadro 3.7: Colorantes

Nombre

Casa comercial

Acido hidroxipireno-1,3,6-trisulfonico (Piranina)

Azul de bromofenol
Azul de coomasie

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Gelred Biotium
3.8. Detergentes
Cuadro 3.8: Detergentes
Nombre Cantidad utiliza- CMC (mM)  Casa Comercial
da
CHAPS (3-[(3-Cholamido 2% = 33 mM 6 Sigma Aldrich
propil) dimetil- ammoniol-
1-propanosulfonato);
MM:614.88 g/mol
C (Colato de Sodio); MM: 2% = 46 mM 9-15 Sigma Aldrich
430.6 g/mol
CTAB (Bromuro de hexade- 0.92-1.0 Sigma Aldrich
cil trimetilamonio); : 364.46
g/mol
DOC (Desoxicolato de Sodio); 2% = 51 mM 2-6 Sigma Aldrich
PM: 392.6 g/mol
DDM ; 1% = 20 mM Anatrace
(n-Dodecyl-3-D-maltosida) 2% = 39 mM
MM: 510.6 g/mol 2.5% = 49 mM
5% = 89 mM
10% = 195 mM
Digitonina; MM: 1229 g/mol 2% = 16 mM 0.2-0.73 Sigma Aldrich
OG (Octilglucosida); MM: 2% = 68 25 mM Anatrace
292.37 g/mol
SDS (Dodecilsulfato sodico); 2% = 69 mM 8.2 Sigma Aldrich
MM: 288.372 g/mol
Tx-100 (Triton X-100) ; 2% =32 mM 0.22-0.24 Sigma Aldrich
MM: 625.1 g/mol 2% =
2% =
Tx-114 (Triton X-114); MM: 2% = 37 mM 0.2 Sigma Aldrich
537 g/mol
Tween-20; MM: 1.228 g/mol 0.059 Sigma Aldrich

CMC: Concentracion Micelar Critica

MM: Masa Molar
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3.9. Enzimas

Cuadro 3.9: Enzimas

Nombre

Casa Comercial

ADNasa I

ADN polimerasa Taq (recombinante)

ARNasa (concentracion final de 0.1 mg/mL)

EcoRI
Lisozima (25 mg/mL)
Ndel

Sigma Aldrich
Thermo Scientific
Sigma Aldrich

New England Biolabs
Sigma Aldrich

New England Biolabs

Ncol New England Biolabs

T4 ADN ligasa Sigma Aldrich

Xhol New England Biolabs
3.10. Equipos utilizado

Cuadro 3.10: Equipos utilizado

Equipo Modelo Fabricante
Analizador de particulas Brookhaven 90 Plus Brookhaven
Instruments
Anillo de goma (espesor de 2,5 mm) 77?7
Agitador con incubaciéon MaxQ 6000 Thermo

Centrifuga
Centrifuga
Congelador -80°C
Cubeta desechable

Cubeta Fluorimetro
Cubre Objetos

Dispersion de Luz
Electroforesis horizontal
Electroforesis vertical
Equipos de Transferencia

electroforética
Espectrofluorimetro

Espectrofotémetro
Filtros de paso de banda
de emision

Generador de funciones
Laser continuo

Léser continuo

Lector de Placa
Multipocillos

Microfuge 22R
Allegra 25R
Forma 991
Plastico, grosor 10

mm
Ultra-Micro cells 160
uL

Circulares (¢= 25
mm)

Zetasizer Nano S
MultiSUB Mini
Protean III
Trans-Blot Semy-Dry

Serie AB2
Genesys 10 UV-Vis

TG315

488 nm
651 nm
MultiSkan FC

Beckman-Coulter
Beckman-Coulter
Thermo

Brand
Hellma

77

Malvern
Fisherbrand
Bio-Rad
Bio-Rad

AMINCO-Bowman
Thermo
Nikon

AIM-TTI

Instruments
Nikon

Nikon
Thermo Scientific
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Conjunciéon de cuadro 3.10

Equipo Modelo Fabricante
Mini-Extruder Avanti Lipids
Membrana de poro de 100 nm Avanti Lipids
policarbonato
Microscopio de fuerza 5500 AFM Agilent
atomica
Microscopio invertido Nikon Ti-E Nikon
Modulo de escaneo Nikon C2 Nikon
confocal
MilliQ (< 18M © cm) Direct Q Merck
Objetivo de inmersién en Nikon Plan Apo 100x Nikon
aceite NA 1.45
Rotor F301.5 Microfuge 22R Beckman-Coulter
Rotor MLA 80 Optima-MAX-XP Beckman-Coulter
Rotor TA-14 Allegra2bR Beckman-Coulter
Rotor TA-10 Allegra25R Beckman-Coulter
Rotor TLA-100.3 Optima-MAX-XP Beckman-Coulter
Rotor TLA-120 Optima-MAX-XP Beckman-Coulter
Sistema de imagen ImageQuant LAS 500 GE Healthcare
molecular
Sonicador Bioblock Scientific Thermo
Vibra Cell 75115
Speed Vac Model 5301 Eppendorf
Ciclador térmico de PCR AP 2720 Applied Biosystems
Transiluminador UV Vilber Lourmat Thermo
213115021
Ultracentrifuga Optima-MAX-XP Beckman-Coulter

3.11. Lipidos

Lipidos se han resuspendido a una concentraciéon de 1 mg/mL en cloroformo y
almacenado a -20 °C bajo nitrégeno

Cuadro 3.11: Lipidos

Nombre Casa Comercial
DOGS- 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-[(4cido N-(5-amino-1-  Avanti Lipids
NTA carboxipentil) iminodiacético) succinil]

DOPE 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina Avanti Lipids
POPC 1-palmitoil-2-oleoil-glicerol-3-fosfocolina Avanti Lipids
Rho-PE 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfoetanolamina-N- Avanti Lipids

(lisamina rodamina B sulfonilo)

NBD-PE  1,2-diestearoil-sn-glicerol-3-fosfoetanolamina-N-(7-  Avanti Lipids
nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-ilo)

TLE Extracto Total de Lipidos de E. coli Avanti Lipids
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3.

3.

12. Marcadores Moleculares

Cuadro 3.12: Marcadores Moleculares

Nombre

Casa Comercial

Marcador de proteina, Precision Plus Protein Dual Co-

lor Standards

Marcador de ADN, ExACTGene 1 kb Plus
Marcador de ADN, A DNA-BstEII Digest

Fisher Scientific
New England Biolabs

13. Medios de cultivo

Cuadro 3.13: Medios de cultivo
Medio de cultivos Componentes Ref
Lysogeny Broth (LB) Triptona 10 g/L Sambrook 11

Extracto de levadura 5 g/L

Bertani (2004) 192

3.

NaCl 10 g/L
Agua Milli-Q

LB-A LB Sambrook 11
Antibiético (cuadro 3.2)

LB-AG LB Sambrook 191
Antibiotico (cuadro 3.2)
11 mM glucosa (cuadro 3.15)

Placas LB LB Sambrook 191
Agar bacteriologico 15 g/L

Placas LB Antibiotico Placas LB Sambrook 11
Antibiético (cuadro 3.2)

14. Nucleétidos

Cuadro 3.14: Nucleotidos
Nombre Ref

Adenosin-5-difosfato

Adenosin-5-trifosfato
Guanosin-5-difosfato
Guanosin-5-trifosfato

Nucledsido trifosfato

ADP

ATP

GDP

GTP

GDP:AIF;

dNTP’s (10 x, PCR Grade)

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich

3.

15. Otros reactivos

36



CAPITULO 3. MATERIALES

Cuadro 3.15: Otros reactivos

Nombre

Casa Comercial

Acetona
Acrilamida

ADNec

Agarosa

APS

BSA
Cloroformo
CaCl,
C46H50N4
'202H042H204

cOMPLETE, inhibidor

de proteasas
DMSO

DTT

EDTA

Etanol absoluto
2-isopropanol
Etanol 70 %

Extracto de levadura

FagoADE3 Kit de
lisogenizacion
Glicerina
Glucosa

HEPES
H24MO7N6024
IPTG

KCl

KH,PO,

KyHPO,

Leche desnatada en

Polvo
Masilla Vitrex

Membrana para
western blot
MgCIQ

3M NaAc pH 5.2
1.2 M NaCl
NiCl,

PBS

30 %
Acrylamide/Bis-acrylamide
(C=37.5:1)

de una muestra de sangre
humana

persulfato de amonio
Albtimina de suero bovino

Cloruro de calcio
Oxalato de Verde Malaquita

libre de EDTA

ditiotreitol

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Molibdato de amonio
isopropilo-(-D-1-tiogalacto-
piranosido

Cloruro de potasio

Sveltesse

Fluoruro de polivinilideno
(PVDF)

Cloruro de magnesio
Acetato de Sodio

Bio-Rad

Hospital 12 de

Octubre, Madrid

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Roche

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Nestlé

Vitrex Medical,
Herlev, DK
Roche/Sigma
Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
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Continuacién de cuadro 3.15

Nombre Casa Comercial
PMSF fluoruro de

fenilmetilsulfonilo
Portaobjetos 7.5 x 2.5 cm?; 15-25Q) /sq Sigma Aldrich

recubiertos de 6xido de
indio-estano (ITO)

Silano
Sustrato
Quimioluminiscente

para fosfatasa alcalina
Sustrato

Quimioluminiscente
para peroxidasa de

rabano
Sustrato

Quimioluminiscente
para Peroxidasa de
rdbano

TEMED

Triptona

Kit de reactivos de
concentracion de
proteinas

Kit de reactivos de
concentracion de
proteinas

Sigma Aldrich
10%
Novex-CDP-Star

Reactivos ECL

Immobilon

N,N,N’ N’-
tetrametiletilendiamina

Bio-Rad RCDC

Pierce BCA

Sacarosa

Thermo

Sigma Aldrich

Merck

Bio-Rad

Bio-Rad

Thermo

3.16. Plasmidos

Cuadro 3.16: Plasmidos

Nombre Caracteristica

Casa Comercial

pCPRP cam, codifica los genes textitargU y textitprol. Stratagene
que permiten la expresion de genes que codifican
ARN-t para codones AGA y AGG raros de argi-

nina y prolina respectivamente

pET15B Promoter

T7/lac,Selection  amp,

pGEM-T

Easy

pTL1 pGEM-T Easy, MFN1
pTL2 pET15B, MFN1

TagN- Novagen
HisProtease cleavage site Thr expression vector

Promega

Este trabajo
Este trabajo
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3.17. Software

Cuadro 3.17: Software

Nombre

Casa Comercial

Nikon NIS-Elements
MATLAB R2013b
Image J

Nikon
The MathWorks Inc.
Wayne Rasband, NTH
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4.1. Aislamiento de ADN en gel de agarosa

El ADN de interés lineal o linealizado, visualizados con un transiluminador, fue
cuidadosamente cortado con un bisturi en el gel de agarosa. Cada fragmento de gel
con su ADN fue colocado en un tubo de eppendorf de 500 ul. que contiene fibra
sintética en su interior y un orificios en su parte inferior. Este tubo se coloca en
un tubo eppendorf de 1.5 mL y se centrifuga durante 5 min (2348-g, Microfuge
22R;Rotor F301.5) para extraer el ADN del gel. Se obtiene ~ 100 uL y el ADN fue
precipitado después de anadir 10 pL. de NaAc y 500 L. de 2-propanol (Cuadro 3.15)
durante 30 min a -20 °C. ADN precipitado se sedimenta (13523-g, Microfuge 22R,
Rotor F301.5) durante 15 min a 4 °C. Se descarta el sobrenadante, y después de
anadir 600 pL etanol al 70 % se vuelva a incubar durante 20 min a -20 °C. Después
de este lavado se sedimenta el de nuevo el ADN (15 min, 13523-g, Microfuge 22R,
Rotor F301.5) y se descarta el sobrenadante para recoger el ADN precipitado. Se
ultimo, se secan los precipitados a 60 °C al vacié con un Speedvac (Eppendorf)
y una vez seco, se resuspende el ADN con agua MiliQ o TyoE; (Cuadro 3.4 en el
volumen inicial que se carg6 en el carril del gel de agarosa. Las muestras de ADN
fueron conservadas a -20 °C hasta su posterior empleo.

4.2. Aislamiento de ADN plasmidico

Para aislar el ADN plasmidico de células bacterianas seguimos el método Bromu-
ro de cetiltrimetilamonio (CTAB del inglés: Cetrimonium bromide)!?®. Para todos
los casos, el aislamiento de ADN plasmidico se inicia a partir de una colonia crecida
en una placa de LB-agar complementado con el antibiético que corresponde al gen de
resistencia del plasmido. Se pica una colonia y se inocula en un tubo de ensayo que
contiene ~ 2 mL de medio LB! (Cuadro 3.13) complementado con el antibi6tico
que corresponde al gen de resistencia del plasmido (Cuadro 3.2) y se incuba durante
toda la noche a 37 °C con una agitacion de 250 rpm (revoluciones por minuto). Los
2 mL de cultivo se centrifugan (10 min, 13523-g, Microfuge 22R, Rotor F301.5) a
4 °C y se recogen las células sedimentadas después de descartar el sobrenadante.
La lisis celular se inicia con resuspender las células en 300 puL. de Tampon STET
(Cuadro 3.4), 8 uL. de enzima lisozima (Cuadro 3.15 e incubado la mezcla a tem-
peratura ambiente por 2 min. Después se inactiva la lisozima y se lisan las células
bactrianas durante 1 min a 100 °C. A continuaciéon se centrifuga el tubo (10 min,
13523-g, Microfuge 22R, Rotor F301.5) y se retira el sedimento de aspecto mucoso
y blanco con un palillo estéril. El sobrenadante contiene el ADN plasmidico. Para
aislar el ADN plasmidico se anade ~ 8 L. de 5% CTAB y se mezcla suavemente. La
solucién transparente se vuelve turbio y el ADN plasmidico se une con el detergente.
Se centrifuga (5 min, 13523-g, Microfuge 22R, Rotor F301.5) y se descarta el sobre-
nadante. Para eliminar el detergente se resuspende el sedimento en 300 pL de 1.2
M NaCl y se incuba durante 20 min a 50 °C. Una vez que este el sedimento disuelto
se precipita el ADN plasmidico durante 20 min a -20 °C con 500 uL 2-isopropanol.
Se recoge el ADN precipitado mediante centrifugacion (10 min, 13523-g, Microfuge
22R, Rotor F301.5) a 4 °C y se descarta el sobrenadante. Se lava el sedimento una
vez con 70 % de etanol y se sedimenta el sedimento (10 min, 13523-g, Microfuge 22R,
Rotor F301.5). Después de descartar el sobrenadante se seca el sedimento durante
20 min a 60°C (Speedvac; Cuadro 3.10). Se obtiene un precipitado blanco que va
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resuspendido en 45 ul. T1oE; (Table 3.4 o agua MiliQ estéril (Cuadro 3.15 y 5 pL
de ARNasa (1 mg/mL).

4.3. Aislamiento de membranas citoplasmatica de
E. colr

La membrana citoplasmatica o vesiculas de membrana interna (IMV; del inglés:
Inner membrane Vesicles) de E. coli se aislaron, aunque con pequenas modifica-
ciones, como descrito en la literatura'®*. Para obtener masa celular se cultiva la
bacteria E. coli en un volumen final de 1 L como descrito (Seccion 4.16. Se descon-
gela cuidadosamente el sedimento bacteriano guardado a -80 °C y se complementa
con 1 mM de DTT (Cuadro 3.15), 1 mM de PMSF (Cuadro 3.15), 1 mM ADNasa
I (Cuadro 3.9) y una pastilla de coctel de inhibidores de la proteasa cOMPLETE
(Cuadro 3.15).

Las células se lisaron en hielo mecénicamente mediante sonicacion (Cuadro 3.10
con pulsos de 30 segundos encendido y apagado durante 10 min a una amplitud de
40 %. A continuacion se centrifuga (10 min; 10000-g, Allegra 25R; Rotor TA-14) el
lisado a 4 °C y se recoja cuidadosamente el sobrenadante que contiene proteinas de
citoplasma y periplasma bacteriano y el extracto total (citoplasmatica y externas)
de membranas de F. coli. Para Aislar el extracto total de membranas se centrifuga
(90 min, 327578-g, Optima-MAX-XP; Rotor MLA 80). Se descarta el sobrenadante
y se resuspende el sedimento en 1 mL Tris-S (Cuadro 3.4). A continuacién se separan
las membranas citoplasmaticas de las membranas externas mediante un gradiente de
sacarosa. A partir de una disolucion de 1.75 M de sacarosa diluida en Tris (Cuadro
3.4), se prepararon dos tubos de centrifuga para el Rotor TLA-100.4 (Cuadro 3.10)
con cuatro capas de sacarosa desde 1.05 M a 1.6 M de sacarosa (Cuadro 4.1) con la
solucion de sacarosa mas concentrada en el fondo del tubo.

Cuadro 4.1: Gradiente de Sacarosa

% Sacarosa (p/v) Molaridad (M) Volumen (mL)
36 1.052 0.5
45 1.315 1.5
51 1.490 0.5
55 1.607 0.5

El volumen de las membranas resuspendidas se divide en 2 y se cargan cada en un
gradiente de sacarosa. Para separar las membranas se centrifugan (30 min, 264499-g,
Optima-MAX-XP, Rotor TLA 100.3) los gradientes con membranas y se transfiere
cuidadosamente la fraccion de 45 % (p/v) de sacarosa (Cuadro 4.1 y a un tubo de
centrifugacion para el rotor TLA 100.3 vacio. Se diluye esta fracciéon cuatro veces
Tris (Cuadro 3.4) y se centrifugan (30 min, 264499$cdotg, Optima-MAX-XP, Rotor
TLA 100.3) las membranas internas 4 °C para eliminar la sacarosa y concentrar las
membranas citoplasméticas aisladas. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el
sedimento (con un color marrén-rojo) en ~100-200 pL de Tris (Cuadro 3.4). Para
tener una referencia de cantidad se determina la concentracion de proteina (Seccion
4.5) totales presente en las membranas. El material se conserva a 80 °C hasta su
uso después de congelar la muestra en nitrégeno liquido.
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4.4. Clonaje de MFN1 de homo sapiens

El gen MFN1 humano que codifica la proteina mitofusina 1 (Mfnl) se obtuvo
mediante una reaccion en cadena de polimerasa (PCR, del inglés: polymerase chain
reaction) ! utilizando una ADNc¢ total obtenido de una muestra de sangre huma-
na (Cuadro 3.15). Los genes que codifican para los genes MFNI, MFN2 y OPA1
fueron amplificados por PCR segiin condiciones estdndar (Cuadro 4.2'9!) con una
temperatura de alineamiento de 50 °C. Cada reaccién contiene 0.5 pul. de ADNe¢, 1
pL de cebadores fw (del inglés: forward) y rv (del inglés: reverse) (Table 3.6, 5 uL
dNTPs, 5 uL de tampon de PCR (Cuadro 3.4, uL de polimerasa Taq (Cuadro 3.9 y
32.5 puL de agua MilliQ) estéril, aforando hasta un volumen final de 50 uL. EI ADN
se amplifica en un ciclador térmico de PCR AP 2720 (Table3.10). Para conservar los
productos de PCR se mantienen una vez finalizado los ciclos a 4 °C y posteriormente
almacenados a -80 °C.

Cuadro 4.2: Programa termociclador

Temperatura Tiempo Ciclos
1x
94 °C 10 min
30 x
94 °C 1 min
50 °C 1 min
72 °C 3 min
1x
72 °C 10 min
4°C 00

Para producir el plasmido pTL1 se ligaron los productos de PCR con el plas-
mido linealizado pGEM-T Easy (Cuadro 3.16) mediante la enzima de ligacion T4
ADN ligasa (Cuadro 3.9). Los productos de PCR del gen Mfnl poseen una adenina
terminal no apareada colgando en su extremo 3-OH’ (3’-A) debido a la polimerasa
de ADN Taq (Cuadro 3.9) . El plasmido pGEM-T Easy posee una timidina terminal
en sus extremos 5'.

Para producir el plasmido pTL2 se ligaron los gen MFN1 de pTL1 con el plas-
mido linealizado pET15b (Cuadro 3.16) con una ratio de 3:2 (MFN1:pET15b). Los
detalles de la ligaciones se presentan en Cuadro 4.3. La presencia del gen MFN1 hu-
mano en el plasmido pTL1 se verifico mediante secuenciacion de ADN tipo Sanger '%°
(Centro de Asistencia a la Investigacion (CAI) Genémica y Protedémica, Universidad
Complutense, Madrid).

Para preparar células quimio-competentes se inocul6 la cepa de E. coli en 2 mL
de medio LB (Cuadro 3.13 a partir de colonias sembradas en una placa de LB-agar
(Cuadro 3.13. Se incuba el in6culo ~16 horas con una agitacion de 250 rpm a 37 °C
para preparar una diluciéon de 1: 100 en 50 mL de medio LB. En cuando el cultivo
llega a DOgyp de 0.3 se centrifuga el cultivo (10 min; 2680.8-g, Allegra 25R; Rotor
TA-14) a 4 °C y se descarta el sobrenadante. Se resuspende el sedimento de células
cuidadosamente en 50 % del volumen inicial con CaCl, (Cuadro 3.4) y se incuba 30
min en hielo. A continuacion se centrifuga la suspension (10 min; 2680.8-g, Allegra
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Cuadro 4.3: Condiciones de ligacion de plasmido pGEM

Reactivo L L Concentracion final
pGEMT-Easy pET15b

Agua MiliQ tipo I 2

Tampoén (10X) 1.5 2 1X (1.5 mM MgCl2)

T4 ADN ligasa (5U/uL) 1.5 (1.25 U /reaccion)

Plasmido ? 2

Inserto Minl 8 8

Volumen final 15 15

Incubar la reaccion durante 30 min  a 16 °C

25R; Rotor TA-14) a 4 °C y se descarta el sobrenadante. Se resuspende el sedimento
de células cuidadosamente en 10 % del volumen inicial con CaCly-G (Cuadro 3.4)
preparado fresco y refrigerado a 4 °C. Para conservar las células competentes, se
alicuota en volumen de 50 pL, congelan en nitréogeno liquido y se conservan a -80
°C hasta su uso.

Para la transformacion se mezclan 5uls del plasmido de interés (Cuadro 3.16
con minimo 50 plb de E. coli quimio-competentes y se incuba durante 30 min a 4
°C o hielo. Después se incuba la muestra durante 5 min a 37 °C también conocido
como ("choque térmico"). A continuacion se anade 400 pl. de medio LB (Cuadro
3.13) a la muestra y se incuba durante 60 min a 37 °C. Después se centrifuga
la muestra durante 5 min (2348-g, Microfuge 22R;Rotor F301.5), se descarta el
sobrenadante y se resuspende con cuidado el sedimento bacteriano en 200 plL de
medio LB (Cuadro 3.13). Por ultimo se plaquean las células en placas de LB-agar
(Cuadro 3.13 complementado con antibidtico (Cuadro 3.2) segun el marcador de
resistencia del plasmido (Cuadro 3.16) que se transforma. Las placas con los cultivos
se incuban ~16 horas a 37 °C. Si la cepa E. coli quimio-competente lleva plasmido
en su interior y se requiere la presencia de antibidtico durante la transformacion, se
anade el antibidtico al medio LB. Las placas LB-Agar se complementan con todos
los antibidticos necesarios.

4.5. Cuantificaciéon de proteina total

La concentraciéon de proteinas en las muestras fue cuantificada con los métodos
BCA o Lowry. Estos ensayos estdn basados en la reaccion de biuret", en un entorno
alcalino y presencia de sulfato ctuprico, péptidos de cadena corta y proteinas tinien la
solucién rosa o violeta respectivamente que absorbe la luz a 540 nm %197, La inten-
sidad de color esté directamente relacionada con la cantidad de péptido o proteina
presente en la solucion. Para hacer la determinacion en presencia de detergente (has-
ta un ~5 %) utilizamos el kit de ensayo de proteinas kit de Bio-Rad RCDC (Cuadro
3.15). La absorbancia de la proteina de interés se relaciona con una curva patréon
(estandar) de albtimina de suero bovino a 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 1.2 mg/mL.
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4.6. Cuantificacion de la energia de adhesiéon

Las energias de adhesion de GUV-Mfn1 en presencia de GTP o GDP se midieron
a partir de la forma general de los dobletes adheridos como descrito por Servuss
y Helfrich'®®. Para cada evento de adhesion, adquirimos imégenes de microscopia
confocal (Seccion 4.14) de las secciones transversales del plano ecuatorial procesados
con el software Nikon NIS-Elements (3.17.

Los contornos doblete de las GUVs de interés adheridos se identificaron con
MATLAB R2013b (Cuadro 3.17) y a continuacion se calculd la energia de adhesion
E.qn a partir de la tension lateral y los &ngulos de contacto basados en la ecuacion
de Young® :

Eqan = 01(1 — cosipr) + 02(1 — cosys) (4.1)

, con o1 y o9 para las tensiones laterales y v, y ¥y para los angulos de contacto.
Para calcular la longitud de correlacion:

& = (k/0)'/* (4.2)

, obtenido ajustando la funcién exponencial:

y = &8 /€ + o (4.3)

que describe el contorno de la membrana considerado desde el borde del area de
contacto hasta la asintota en la membrana libre con k= 10 kgT para la rigidez
medido para GUVs de POPC'°.

Este procedimiento se repitié para cada evento de adhesion, obteniendo asi un
promedio de la densidad de energia de todos los eventos de adhesion. La fuerza de
adhesion se puede analizar en términos del marco teérico proporcionado por Dembo
et al.??’ para una adhesiéon de membranas por unién cooperativa:

Eadh = kBT([anlA]ln(l + [anlB]KQD) (44)

,donde [Mfnl,4] y [Mfnlp| representan las concentraciones de Mfnl en la superficie
de las GUVs, y GUVspg respectivamente, kT es la energia térmica y Kop la
constante de equilibrio de unién bidimensional Kyp definida por:

Kop = [Mfn1*]/[Mfnl 4][Mfnlp] (4.5)

con [Mfnl*| que representa la concentracion del dimero Mfnl-Mfn1 en la superficie
de la zona de adhesion.

En el limite de [Mfnlg|Kyp < 1 como se espera para un régimen de adhesion
débil, E,4, es proporcional a Ksyp, es decir:

Eadh ~ kBT[MfIl]_A] [MfﬂlB] (46)

Las interacciones especificas a través de miltiples complejos de Mfn1-Mfn1 deben
suprimir las ondulaciones repulsivas de la membrana de las contrapartidas de la
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bicapa lipidica. Esto implica que la constante de equilibrio de uniéon bidimensional
Ks5p depende de la concentracion de Mfn120!:

Kyp =~ c(k/kpT)I2Mfnl 4] [Mfnl ) (K,p)? (4.7)

con ¢ un prefactor numérico, x la rigidez a la flexion de las vesiculas, [ es el rango
de union definido como la diferencia entre la separaciéon de membrana local mas
pequena y grande en la que las proteinas Mfnl pueden unirse y K; p una constante
de equilibrio de unién bidimensional para las membranas planas en la separacion
o6ptima Mfn1-Mfnl.

La combinaciéon de las ecuaciones 4.7 y 4.6, suponiendo que ~ 3 grupos NTA
(Cuadro 3.11, expuestos en la superficie de las GUVs, se unen a una molécula de
Mfn12°2 muestra que Eqq, producidos por los dimeros trans de Mfnl es proporcio-
nal a la concentracion de Mfnl en la superficie de las GUVs, representado por la
concentracion de NTA:

Eaan ~ (¢/81)k13(K,p)?[NT A* (4.8)

4.7. Digestion de ADN plasmidico

Los plasmidos utilizados en este trabajo (Seccion 4.4) fueron digeridos con las
enzimas de restriccion (Cuadro 3.9) segun indicado por el fabricante (Cuadro s 3.9
y 3.16).

4.8. Dispersion de luz dinamica

Para determinar el tamano de LUVs (POPC/ 20 % NTA) y LUVs-Mfnl (POPC/
NTA/ Minl) en presencia y ausencia de GTP se midieron los didmetros de los lipo-
somas por dispersion de luz dindmica (DLS; del inglés: Dynamic Light Scattering)
en un analizador de particulas Brookhaven 90 Plus (Cuadro 3.10). DLS mide la
variacion de la intensidad de dispersion de particulas durante el tiempo. La deter-
minacion de la distribucion de tamanos moleculares puede variar entre 0.6 nm hasta
6 pum cuando las particulas estan en suspension. En un volumen de 1500 pL de
Tris-K (Cuadro 3.4) se mezclaron 1) LUVs , 2) LUVs incubados con LUVs-MFN1
(LUVs/ LUVs-Mfnl), 3) LUVs/LUVs-Mfnl en presencia de 2 mM de GTP (LUVs/
LUVs-Mifnl/ GTP) y 4) LUVs/LUVs-Mfnl/GTP incubados 1 h a 20 °C. Se compa-
raron los tamanos obtenido de 3 medidas independientes con un test t de Student
con un confianza de 95 % (p< 0.05).

4.9. Electroforesis en gel de agarosa

Plasmidos y fragmentos de ADN se visualizaron por electroforesis en gel de aga-
rosa”®® a una concentracion de agarosa de 1% (p/v) disuelto en TAE (Cuadro 3.4)
para los fragmentos de interés en este estudio. En cada pocillo se cargan 10 ul de
muestra y se reserva un pocillo para el marcador A DNA-BstEII Digest o ExACT-

Gene 1 kb Plus (Cuadro 3.12) dependiendo del rango de tamano de la muestra. Los
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marcadores se cargaron como indicado por sus fabricantes (Cuadro 3.12). Los geles
de agarosa (Cuadro 3.15) se corren ~1 h a 100 V y tinen con GelRed (Cuadro 3.15)
para visualizar el ADN con un transiluminador UV (Cuadro 3.10).

4.10. Fraccionamiento de FE. col:

Para fraccionar de las células de E. coli, se creci6 la cepa de interés en un vo-
lumen de 1L de LB complementado con antibidticos como descrito en Secciéon 4.16.
El sedimento de las células se recogio por centrifugacion a 4 °C (10 min; 10000-g,
Allegra 25R; Rotor TA-10) y después de descartar el sobrenadante y se suspendieron
las células en 5 mL Tris-S (Cuadro 3.4). A continuaciéon se complementa con DTT
(Cuadro 3.15) a una concentracion final de 1 mM y el inhibidor de proteasas PMSF
(Cuadro 3.15) a una concentracion final de 1 mM. La células se lisaron como des-
crito en Seccion 4.3 y se separaron las fracciones de membrana, citosol/periplasma
y cuerpos de inclusién por centrifugacion diferencial. Para sedimentar y aislar los
cuerpos de inclusion y restos celulares que contiene entre otro la pared celular de
E. coli, se centrifuga (10 min; 10000-g; Allegra 25R; Rotor TA-14) la suspension
después de sonicar. El sobrenadante que contiene la fracciéon de membranas y la
fraccion de las proteinas solubles del citoplasma/periplasma se transfiere a un tubo
limpio y se centrifuga como descrito en Seccién 4.3. Los cuerpos de inclusion y las
membranas se resuspenden en Tris (Cuadro 3.4) y se determina la concentracion de

proteinas presente en las fracciones (Seccion 4.5) para comparar las fracciones por
SDS-PAGE (Seccion 4.18) y Inmunodeteccion (Seccion 4.19).

4.11. Emnsayo de adhesién de vesiculas con y sin Mfnl
por transferencia de energia no radiativa

La adhesion y/o fusion de IMVs y IMVs-Mfnl de E. coli se estudié a través la
transferencia de energia non radiante (FRET; del inglés: Forster Resonance Energy
Transfer2t). IMVs y IMVs-Mfn1 se mezclaron en presencia de GTP y MgCly a una
temperatura de 30 °C en un volumen final de 100 pL IMVs-Mfnl (marcados fluo-
rescentemente con NBD-PC y PE-Rho (Secciéon 4.13) y IMV-Mfnl sin marcar con
una ratio de 1:5 respectivamente manteniendo una concentracion final de proteina
total de 1 mg/mL (~ 4mg/mL lipidos).

Se midieron los espectros de emision de fluorescencia (480-700 nm) después de
excitar la muestra a una longitud de onda de 460 nm y un ancho de rendija de
5 nm con un espectrofluorimetro AMINCO-AB2 (Cuadro 3.10) equipado con una
lampara de arco de xenén operando a un voltaje de 700 V. Los espectros de emision
se midieron antes y después (60 min) de incubar la muestra con 10 mM de GTP. La
eficiencia de transferencia de energia no radiativa (FRET) entre NBD-PC y PE-Rh
(Cuadro 3.11 antes y después de la incubacion con GTP se calculéo como la ratio
entre la emision del PE-Rh a 593 nm y la emision del NBD-PC a 523 nm. Para
los controles se prepararon vesiculas unilamelares pequenas (SUV; del inglés: small
unilamellar vesicles) de 4 mg/mL de extracto total de lipido de E. coli (TLE; del
inglés: Total Lipido Extract) marcados con NBD-PC y PE-Rh (Seccion 4.13)
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4.12. Ensayo de hidroélisis de GTP

La hidrolisis de GTP se midi6 mediante el ensayo de fosfato de verde de malaquita
que detecta el fosfato inorganico liberado del GTP durante la hidroélisis de GTP por
proteinas con actividad GTPasica. La cantidad de fosfato liberado por las GTPasas
es proporcional a la actividad enziméatica presente. La soluciéon de verde malaquita
se prepara como descrito (Cuadro 3.4). Para los ensayos de actividad GTPasica
se utilizaron IMVs-Mfn1l y IMVs-control a concentraciones de proteina total de 0.1
mg/mL, 0.5 mg/mL y 1 mg/mL disuelto en Tris-M ( Cuadro 3.4) precalentado
a 37 °C. En un volumen total de 30 upL se incubaron a 37 °C por triplicado las
muestras durante 30, 60 y 100 min en presencia y en duplicado en ausencia de
GTP (control). Para tenir el fosfato producido se aiade 200 uL de solucion de verde
malaquita a cada pocillo. Se incuba durante 5 min a temperatura ambiente y se mide
la absorbencia de la mezcla a 620 nm en un lector placa multipocillos (Cuadro 3.10).
Para poder comparar la adsorciéon con la cantidad de fosfato, se mide en triplicado
como una curva patron concentraciones conocidas de KoPOy (entre 0.1 y 0.5 mM)
en un volumen final de 30 uL.

4.13. Marcaje fluorescente de vesiculas

El marcaje fluorescente de vesiculas se realizd por la incorporacion de lipido
fluorescente NBD-PE o Rh-PE en la bicapa lipidica o por la unién de un anticuerpo
monoclonal conjugado con Alexa-Fluor 488 especifico para la proteina Mfn1.

Para los experimentos de FRET (Seccion 4.11), el marcaje fluorescente de lipidos
de IMVs (Seccion 4.3) con PC-NBD (Cuadro 3.11) y Rho-PE (Cuadro 3.11) se realizo
a una relacion molar de 1:5 respectivamente. La concentracion total de los fluroféros
fue inferior al 1% mol con respecto al contenido de lipidos y fueron directamente
anadidos a los IMVs en Tris (Cuadro 3.4). En esta proporcion, la fluorescencia del
grupo donador PC-NBD de la pareja de es apagado por el grupo aceptor Rh-PE.

Para marcar las vesiculas con el anticuerpo fluorescente, se incubaron IMVs o
GUVs a una concentracion de proteina total de 1 mg/mL con anti-MFN1 Alexa
488 (Cuadro 3.3 a una dilucion de 1:75 durante 1 h en Tris-D. El anticuerpo que
se ha quedado libre en solucién se elimina a través de tres ciclos lavados con Tris
y centrifugacion (30 min, 264499%cdotg, Optima-MAX-XP, Rotor TLA 100.3) para
sedimentar el material marcado descartando el sobrenadante después de cada cen-
trifugacion. Después de los lavados se resuspende el sedimento en un 200uL con
Tris-NGC (Cuadro 3.4) o Tris-KGC (Cuadro 3.4) dependiendo de los experimentos
programados.

4.14. Microscopia Confocal

Las imagenes de microscopia confocal se han obtenido con un microscopio in-
vertido Nikon Ti-E equipado con un moédulo confocal de escaneo Nikon C2, laseres
continuos de 488 y 561 nm, filtros de paso de banda de emisién y un objetivo de
inmersion en aceite Nikon Plan Apo 100x (Cuadro 3.10). La cdmara de observacion
estd montada con dos cubreobjetos circulares (¢= 25 mm) separados por un anillo
de goma con un espesor de 2.5 mm. Para evitar la adhesion o rotura de las vesiculas
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(IMVs, SUVs, LUVs o GUVs) en la superficie del cubreobjetos inferior, previo a su
utilizacion se incub6 el cubreobjetos durante 20 min primero con una soluciéon de
10 mg/mL de albimina de suero bovino y a continuaciéon se lavé abundantemente
con Tampon de sacarosa para microscopia (BSM; Cuadro 3.4). Las imagenes de
fluorescencia confocal se capturaron con el software NIS-Elements (Cuadro 3.17) y
se procesaron con ImageJ?* (Cuadro 3.17), donde la senal de fluorescencia de las
imagenes se normalizé al 50 % de las intensidades méaximas y se redujo el ruido de
fluorescencia de fondo.

4.15. Preparacion de vesiculas

La produccion de vesiculas unilamelares gigantes (GUV; del inglés: Giant Uni-
lamellar Vesicles) por electro-formacion segtin Angelota y Dimitrov2% fueron fabri-
cados como descrito por Almendro-Vedia y col.?*” (Cuadro 4.4. La cubeta de fa-
bricacion esta compuesta por dos portaobjetos recubiertos de 6xido de indio-estano
(ITO, del inglés: Indium Tin Oxide) con conductor espaciado de 1 mm (7.5 x 2.5
cm?; 15-25Q /sq resistividad superficial). Se depositan en cada portaobjetos de ITO
dos gotas de 5uLs de la mezcla de lipidos (Cuadro 3.11) a una concentracion de 0.5
mg/mL. Se incuban los portaobjetos durante 5-10 min a 60 °C para evaporar el
cloroformo (Cuadro 3.15) y se monta la cubeta con las peliculas lipidicas mirando
hacia el interior de la cubeta. Los dos portaobjetos se separan a una distancia de
~ 1 mm tipo camara sellando el interior con masilla Vitrex (Cuadro 3.15). Para
sujetar el montaje de la cubeta, se fija el cAmara de portaobjetos ITO en la parte
inferior y los laterales con pinzas de papel de ancho de ~15 mm.

A continuacion, se hidratan las peliculas de lipidos en el interior de la cubeta con
una solucion de 200 mM de sacarosa y se sella la parte superior con masilla Vitrex
sin atrapar burbujas de aire. Para formar las GUVs se conectan los electrodos de
la cubeta durante < 3 horas a un generador de funciones (Cuadro 3.10) con a un
voltaje de 1.1 V de corriente alterna y una frecuencia de 10 Hz.

Cuadro 4.4: GUVs empleados

Tipo GUVs Composicion Frecuencia Voltaje Tiempo
(mg/mL) (Hz) (V) (horas)

POPC 1 POPC 10 1.1 <3

POPC:20 %NTA 0.8 POPC/ 0.2 8 1.1 18
DOGS-NTA

Para la preparacion de vesiculas grandes (LUVs; del inglés: Large Unilamelar
Vesicles) de composicion POPC:20 % DOGS-NTA a una concentracion final de 5
mg/ml, se secaron durante 30 min en un tubo Eppendorf de 1.5 mL 4 mg/mL
de POPC (3.11) y 1 mg/mL de DOGS-NTA (3.11) con un speed vac (3.10). Para
hidratar la pelicula lipidica, se mezcla con 500 pL de 50 mM Tris-K (3.4 y se sonica
durante 10 min (Amplitud de 40% ; ciclos de 30 segundos apagado/encendido)
para acelerar la formacion de LUVs. Por ultimo, para producir una muestra mono-
dispersa se extrudié con cuidado la muestra hidratada ~ 20 veces por una membrana
de policarbonato con poro de 100 nm (Mini-Extruder, Cuadro 3.10)

20



CAPITULO 4. METODOS

4.16. Producciéon heterdloga de MFN1

Para la produccion heterdloga de proteinas cuya secuencia codificante origina de
genomas mamiferos ricos en nucle6tidos guanina y citosina, las cepas E. coli utili-
zadas fueron previamente transformadas con el plasmido Codon Plus-RP (pCP-RP;
Cuadro 3.16). Este plasmido codifica los tRNAs argU y proL necesarios para reco-
nocer los codones que codifican los amino acidos arginina (Arg o R) y prolina (Pro
o P) en E. coli respectivamente. Estas cepas necesitan la presencia de cloranfenicol
(Cuadro 3.2) en su medio mantener el pCP-RP en su citoplasma. La cepa E. co-
li SF100(DE3)/pCP-RP (SF100(DE3)") transformada con pTL2 (Cuadro 3.16) se
inoculo desde placa LB-Agar en 20 mL de medio LB-A (Cuadro 3.13) complemen-
tado con ampicilina y cloranfenicol (Cuadro 3.2 ) e incubado ~16 horas a 37 °C en
una incubadora con agitador orbital (Cuadro 3.10 con una agitacion de 250 rpm. Al
dia siguiente, el preinoculo se diluyo 1: 100 en 1 L de medio LB-AG complementado
con ampicilina y cloranfenicol (Cuadro 3.2) e incubado a 37 °C en una incubadora
con agitador orbital con una agitacion de 250 rpm. Cuando el cultivo llega a una
densidad optica medida a 600 nm (DOggy) de ~0.6 el cultivo se complement6 con 1
mM de IPTG (Cuadro 3.15 y se incub6 durante 1 hora a 37 °C en una incubado-
ra con agitador orbital con una agitacion de 250 rpm. Las células se recogieron por
centrifugacion (10 min; 10000-g; 4 °C; Allegra 25R; Rotor TA-10), se resuspendieron
en Tris-S (Cuadro 3.4, se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80
°C hasta su uso.

Ademas de la cepa E. coli SF100(DE3), se transformaron las cepas E. coli
BL21(DE3), E. coli C41(DE3), E. coli Rosetta(DE3) y E. coli Codon Plus-RP(DE3)
(Cuadro 3.5) con 2 uli de plasmido pTL2 (Cuadro 3.16) en 50 uL de células quimio-
competentes para comprobar la sobreproducciéon de Mifnl.

4.17. Solubilizaciéon de IMVs-Mfnl

La solubilizacién de proteinas de membrana se realiza a partir IMVs-Mfn1l de F.
coli a una concentracion de proteina total de 1 mg/mL con detergentes que deses-
tabilizan las bicapa lipidica y liberan su contenido proteico y otras macromoléculas
con el fin de poder ser estudiadas en forma soluble o en un sistema reconstruido.
Inicialmente la solubilizacion se incuba durante 1 h con 1%, 2.5 %, 5%, y10 % ( Cua-
dro 3.8) de DDM bajo agitacion de 200 rpm a 0-4 °C. Los ensayos se extienden a la
incubacion de 1 h a 2% de CHAPS, Digitonin, OG, SC, SDC, SDS, Tx-100 y Tx-114
3.8. Para separar la fraccion solubilizada de la non-solubilizada se centrifugaron las
muestras (30 min, 271667-g, OptimaMAX-XP; Rotor TLA 100.1 o 30 min, 434513-g,
Optima-MAX-XP; Rotor TLA 120.1) y se separa el sedimento con las membranas
non-solubilizadas del sobrenadante que contiene las membranas solubilizadas.

Para distinguir si la fraccion sedimentada de IMV-Mfn1 en presencia de 2% de
DDM no se solubiliza o que no se puede, por su gran tamano, mantener en soluciéon
cuando se centrifuga a 434513-g hemos solubilizado IMVs-Mfnl de E. coli a una
concentracion de proteina total de 1 mg/mL durante 2 h a 4°C con 2% de DDM
(Cuadro 3.8) y centrifugado de manera diferencial empleando sucesivas centrifuga-
ciones de 30 min a velocidad creciente de 30000-g, 60000-g, 120000-g, 180000-g y
240000-g. Después de cada centrifugacion se separa el sobrenadante del sedimento
y se transfiere el sobrenadante a un tubo limpio para continuar con la siguiente
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centrifugacion.

4.18. Visualizacién de proteinas por electroforesis
SDS-PAGE

El contenido de proteinas en extracto totales o fracciones de membranas se vi-
sualizaron con electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE; del inglés: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis),
una herramienta que separa, en un campo eléctrico, proteinas por su carga y su
masa 63,

La preparacion los geles de poliacrilamida al 12 %, se realizé mediante una mez-
cla un sistema de Tampones (Tampon separador y Tampoén stacking; Cuadro 3.4)
descrito por Laemlli'®® con un sistema de Protean III (Cuadro 3.10 utilizando el
tampon de electroforesis (Cuadro 3.4). Una vez finalizado se tine el gel 15 min con
Tincion Coomassie (Cuadro 3.4) y el exceso de colorante se elimina con destinendo
el gel 30 min con agua caliente (100 °C).

Para los cultivos bacterianos de F. coli se cogen durante su crecimiento 1 mlL
de muestra. Primero se mide la DOggp v a continuacion se centrifuga la suspension
durante 1 min a 4°C (13523-g, Microfuge 22R, Rotor F301.5). A continuacion se
descarta con cuidado el sobrenadante y se resuspende el sedimento (las células) en
tampon de carga (Cuadro 3.4) en un volumen que corresponde a una DOggy de
10. Por ejemplo 1 mL de cultivo a DOggg 0.42 se resuspende en un volumen de
42 pli de tampoén de carga. Se hierve la muestra 5 min a 100 °C para romper las
células y desnaturalizar su contenido proteico. Se cargan 10 plL de esta muestra, que
corresponde a la cantidad de proteinas de un cultivo a DOggg de 1, en cada carril
del Gel.

Para proteinas solubles o de membranas en disoluciéon se cuantifica la cantidad
de proteina presente (Seccion 4.5) y se preparan muestras con 10 mug de muestra
por carril en tampon de carga (Table 3.4). Se hierve la muestra 5 min a 100 °C para
romper a desnaturalizar su contenido proteico y se carga en el gel.

4.19. Visualizaciéon de proteinas por Inmunodetec-
cién

La deteccion de proteinas por el método de inmunodetecciéon o también llamado
Western blot permite detectar y cuantificar proteinas de modo especifico utilizando
un anticuerpo primario especifico para su deteccion y un anticuerpo secundario para
su visualizacion?%®. El western blot consiste en una transferencia de proteinas de una
gel SDS-PAGE a un soporte solido (membrana nitrocelulosa o fluoruro de polivi-
nilideno (PVDF; del inglés: Polyvinylidene fluoride)) mediante un campo eléctrico
con el Trans-Blot Semy-Dry (Cuadro 3.10). Previo a la transferencia se incuba el
SDS-PAGE (sin tefiir) ~ 5 min en tampon de transferencia (Cuadro 3.4. 6 hojas
de papeles de filtros (del tamano del gel) se mojan en tampon de transferencia. La
membrana PVDF se moja primero con metanol (Cuadro 3.15) y después con tampén
de transferencia. La transferencia de las proteinas del SDS-PAGE a la membrana
PVDF se realiza durante 45-60 min con una corriente de 8V.
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Para revelar las proteinas de interés se le realizan una serie de lavados e incuba-
ciones (Cuadro 4.5) y por tltimo se revela la sefial quimioluminiscente de la fosfatasa
alcalina o la peroxidasa de rabano con las soluciones reveladores Novex-CDP-Star o
ECL (Cuadro 3.15 con el ImageQuant LAS 500 (Cuadro 3.10 respectivamente.

Cuadro 4.5: Pasos de incubacién para revelar western blot

Paso Procedimiento Compuesto

Tiempo

1 Bloqueo PBST /Bock 2%

> 1 hora

2-4 Lavado PBST/Bock 1%

15 min

5 Incubacion Anticuerpo primario

1 hora > x < o0

6-8 Lavado PBST /Bock 1%

15 min

9 Incubacion Anticuerpo secunda-
rio

1 hora > x < 0

10-12 Lavado PBST /Bock 1%

15 min

13 Secar membrana aire

5 min

14 Revelar Solucion reveladora

1-5 min

Para optimizar la titulacion del anticuerpo comercial anti-Mfn1(D-10) (Cuadro
3.3 para detectar la proteina Mfnl en nuestras membranas por inmunodeteccion
(Seccion 4.19) se cargan IMVs-Mfnl (10ug proteina total por carril) un SDS-PAGE
(Seccion 4.18) y se transfieren las proteinas a una membrana de PVDF (Cuadro
3.15. El anticuerpo anti-Mfn1(D-10) es monoclonal y producido en ratéon contra un
péptido que corresponde a la region N-terminal (amino acidos 10 - 74) de la Mfnl
humana. Se corta la membrana PVDF en tiras de 2 carriles con el marcador de
proteinas en un carril y las IMVs-Mfnl en otro. Las tiras individuales se tratan
como western blots individuales y se procede segtin descrito en Cuadro 4.5.

Después de bloquear la membrana de PVDF (Cuadro 4.5) durante 1 h con
PBST/Bock 2% (Cuadro 3.4) y lavar 3 veces durante de 15 min con PBST /Bock
1% (Cuadro 3.4), se incuba 1 h con anti-Mfn1(D-10) a unas con diluciones de 1:250,
1:500, 1:1000, 1:2500, 1:5000 a 1:10000 en un volumen final de 2 mL. Después de
lavar la muestra 3 veces durante 15 min con PBST /Bock 1% (Cuadro 3.4) se anade
el anticuerpo secundario anti-raton conjugado a fosfatasa alcalina (AP; del inglés:
alkaline phosphatase; Cuadro 3.3 ) se incubo para cada tubo durante 1 h a una
dilucion 1:3000. Se revela como descrito anteriormente.
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5.1. Clonaje de la gen MFN1

Para la poder producir la proteina mitofusina 1 (Mfn1) en el huésped bacteriano
FEscherichia coli hemos clonado los genes que codifican para las proteinas Mfn1 (base
de datos nuccore: AF329637.1) con una longitud de 2226 pares de bases (pb), Mfn2
(base de datos nuccore: 189083766) con una longitud de 2273 pb y OPA1 (base de
datos nuccore: 224831242) con una longitud de 2882 pb.

Los genes se han obtenido por una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR;
del inglés: polymerase chain reaction) (Figura 5.1 izq..) utilizando como molde ADN
complementario (ADN¢) de una muestra de sangre producido a partir de un extracto
de ARN mensajero (ARNm) por el grupo de investigacion Enfermedades Raras,
Mitocondriales y Neuromusculares (Hospital 12 de Octubre, Madrid).

™ STLI* gL+ PM LI Kpb PM pTL2

3ipb

2.2 kpb
2kpb

L5 kpb

1kph
0.5 kpb

* pTLI cortade con Ndel y Ecalll
+ 5TLI sl corts

Figura 5.1: Amplificacion y clonaje de los genes MFN1, MFN2 y OPA1 humanos. izq.)
Gel de 1% de agarosa cargado con los productos de PCR obtenido con los cebadores especificos
para los genes MFN1 (2226 bp; carril 1) MFN2 (2274 bp; carril 2) y OPA1 (2883 bp; carril 3). PM:
marcador de peso molecular en kilo pares de bases (kpb). La flecha indica una banda con un peso
aproximado de 2000 pb para el gen Mfnl. Centro) Gel de 1% de agarosa cargado con el plasmido
pTL1 cortado con las enzimas de restriccion Ndel y EcoRI. Las bandas de aproximadamente de
3 kpb corresponde al vector pGEM-T Easy y la banda de aproximado de 2.2 kpb corresponde al
gen MFNI1. El ultimo carril esta cargado con el plasmido pTL1 sin cortar y las bandas representan
distintas conformaciones del plasmido en estado relajado (R), lineal (L) y superenrollado (S). dcha.)
Gel de 1% de agarosa cargado con el plasmido pTL2 cortado con las enzimas de restriccion Ndel
y EcoRI. Las bandas de aproximadamente de 5.7 kpb corresponde al vector pET15b y la banda de
aproximado de 2.2 kpb corresponde al gen MFEFNI.

A continuacién se transfieren los productos de PCR obtenidos a un vector plas-
midico de secuenciacion pGEM-T Easy (Figura 5.1centro) para construir el plasmido
pTL1 (Cuadro ??). Los productos de PCR fueron extraidos extraido del gel de aga-
rosa al 1% mediante centrifugacion y precipitado con acetato de sodio e incubado
con pGEM-T Easy. Este vector bacteriano tiene un origen de replicacion para el
huésped FE. coli, un marcador de selecciéon de ampicilina y las secuencias comple-
mentarias para los cebadores de secuenciacion estdndar T7 y SP6 que flanquean
en la zona que lleva el gen de interés clonado para verificar su secuencia mediante
secuenciacion. De los tres productos de PCR (MFN1, MFN2 y OPA1) sélo hemos
logrado de clonar el gen MFN1 en el vector de secuenciacion (Figura 5.1 centro).
Esta nueva construcciéon se nombroé plasmido pTL1 (Figura 5.2A). La presencia del
gen MFNI1 se verifico mediante corte con endonucleasas de restriccion y mediante se-
cuenciacion (Figura 5.3) por la Unidad de Genémica de la Universidad Complutense
de Madrid. Las endonucleasas de restriccion Ndel y EcoRI que genera 2 fragmentos
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Ndel

Figura 5.2: Long version to appear next to the figure

que corresponden al gen MEN1 (2226 bp) y el vector pGEM-T Easy (3015 pb) (Fi-
gura 5.1B). Las secuencias obtenidas de la secuenciacion muestran la coincidencia
hasta 97% con la secuencia de gen MFN1 depositada en las bases base de datos
(Figura 5.3).

Como segundo paso se procede a subclonar el gen verificado al vector de ex-
presion de genes pET15b (Figura 5.1 dcha..). Se transfiri6 el gen MFN1 del vector
pTL1 al vector pET15b mediante las endonucleasas de restriccion Ncol y Xhol y el
nuevo plasmido fue nombrado pTL2 (Figure 5.2B). Este vector tiene un origen de
replicacion para E. coli, un marcador de seleccion de ampicilina y el gen de interés
esta bajo control del promotor de fago T7. La produccién de proteina con una ex-
tension de seis residuos de histidinas en su término-N desde este plasmido (Figure
5.2B) es inducible con Isopropilo-4-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG, del inglés: Iso-
propyl 3-D-1-thiogalactopyranoside) en cepas E. coli que estan habilitadas para la
produccion la polimerasa del fago T7 (3.5). La presencia del gen MFN1 fue verifi-
cado mediante PCR y corte del plasmido pTL2 con enzimas de restriccion (Figura
5.1 dcha..).

5.2. La produccion heteréloga de la proteina Minl
humana en Escherichia col:

Previo a la producciéon heteréloga de la Mfn1 en gran volumen, hemos evaluado el
crecimiento del huésped bacteriano en presencia del plasmido pTL2 (Cuadro 3.16)
que contiene el gen humano de Mfnl con una secuencia de polihistidinas en su
término-N y el gen se expresa bajo el control de un promotor T7 inducible por IPTG.
Ademés del plasmido pTL2 la cepa E. coli SF100 (DE3) también lleva el pCP-RP,
que codifica los tRNAs argU y prol necesarios para reconocer las secuencias de
los codones que codifican los amino acidos arginina y prolina respectivamente de
genomas mamiferos ricos en nucleétidos GC y necesarios para producir proteinas
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Figura 5.3: Arriba): Alineamiento local de la secuencia génica de la MFN! humano por soft-
ware BLASTN (NCBI). El color rojo indica un 97% de identidad y un 3% de nucledtidos no
alineados. Centro) Una matriz de puntos de las regiones de similitud basadas en los resulta-
dos del BLASTN. Las bases de MFNI humano obtenido de la base de datos (Gamban-NCBI
ID: AF329637.1.) se representa en el eje X y las bases de los resultados de secuenciacion en
el eje Y. La presencia de una correlacion lineal es sindénimo de un alineamiento limpio de las
secuencias. Abajo) Visualizaciéon del alineamiento de las secuencias (5 '->3 ') de pTL1 incu-
bado con el cebador T7 (izq..; hitps : //blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi TBLASTsPEC
blast2seq& LINK,OC = align2seq& PAGETY PE = BlastSearch) y con el cebador SP6
(dcha..;https : //blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi TBLASTsPEC = blast2seq&LIN K OC
align2seq& PAGETY PE = BlastSearch)
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humanas en sistemas bacterianos (aqui: SF100 (DE3)* /pTL2). Se han comprobado
las cepas productoras E. coli BL21 (DE3), E. coli C41 (DE3) y E. coli SF100
(DE3) (Cuadro 3.7) crecidos en medio LB a 37 °C con una agitacion de 250 rpm.
La producciéon de proteina en estas cepas se ha inducido con 0.5 y 1 mM de IPTG
(Figura 5.4) cuando el cultivo ha llegado a una densidad optica medida a 600 nm
(DOggo de 0.6. Para ver si la produccion de proteina ejerce un efecto negativo sobre
el crecimiento se crecieron los mismos cultivos transformados con el plasmido pTL2
sin anadir IPTG. Para ver el contenido proteico se tomaron muestras de 1 mL cada
hora durante el crecimiento.

Cinéticas de crecimiento Cinéticas de crecimiento
12 0,5 mMIPTG 1 mM IPTG
124
- a . -
. [ ] &-F
104 [oF :
€ = 104 - -
b & ™ . & Ecoce =
0.8 A v U] v e L ] -
— [ L] —_ 4 - v
[= iy £ 08 . © e
g ° ~ @ « o': pe
S 06+ 5 S o6 4 @ 44
o ©" o o
B = o
o %4 » 0 04 =
5 f .
0.2 4 . Tiempo 024 e } Tiempo
P induccion induccion
004 0,5mM s 4 1 mM
IPTG | IPTG
0o 1 2 3 4 S5 6 T 8 0 1 2 3 4 5 @ 7
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 5.4: Crecimiento de varias cepas de E. coli y produccion heterdloga de Mfnl humana. A)
La produccion de Mfnl se ha inducido en presencia de 0.5 mM (izq..) y 1 mM (dcha.) de IPTG;
B) Expresion de la proteina Mfnl a partir de cepas transformadas de E. coli BL21 (DE3) y E.
coli C41 (DE3) con pTL2. A: la flecha negra indica la hora de la expresion de la Mfnl en E. coli
BL21(DE3) con las diferentes concentraciones de IPTG. B: la flecha negra indica la hora expresion
de la MEFN1 en E. coli C41(DE3) con diferentes concentraciones de IPTG.

Las curvas de crecimiento indican que a medida que se aumenta la concentra-
cion de IPTG, el crecimiento disminuye lentamente respecto al control. Aunque la
sobreproduccion de Mfnl no se aprecia en SDS-PAGE (Figura 5.5), el western blot
utilizando el anticuerpo especifico para mitofusina (Cuadro 3.3) muestra que Mfn1l
esta presente a los 60 min y 90 min después de inducir con IPTG, pero que luego se
degrada en para tiempos mas tardios (Figura 5.5).

Intentamos optimizar y maximizar la producciéon de Mfnl probando otras condi-
ciones de crecimiento durante la produccion de proteinas cambiando la temperatura
de crecimiento, la concentracion de IPTG o el tiempo de induccion, pero no tuvimos
éxito para obtener una mayor cantidad de proteina con el cepa utilizada. Hemos
fijado las condiciones para la produccion heterdloga de Mfnl de crecer la cepa de-
ficiente en proteasa OmpT E. coli SF100 (DE3) e inducir la produccion de Mfnl
desde plasmido pTL2 con 0.5 mM de IPTG.
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- 60 90 120 - 60 90 120 min

150 kDa 4
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Figura 5.5: 12% SDS-PAGE (izq..) y western blot (dcha.) con E. coli células SF100 (DE3) + /
pTL2 antes (-) o después (60, 90 120 min) después de la adicion de IPTG 1 mM. La punta de
flecha indica la posicion de Mfnl (~ 82 kDa)

5.3. Fraccionamiento celular de E. coli SF100(DE3)

Una vez obtenido las condiciones de sobreproduccién de Mfnl hemos determina-
do el estado de proteina producida. Una razon para la escasa produccion podria ser
la toxicidad inducida por la sobreexpresion y en este caso la proteina podria estar
almacenado por la célula en cuerpos de inclusién. Para fraccionar las células de F.
coli, se creci6 la cepa de interés en un volumen de 1L de LB complementado con
antibioticos como descrito en Seccion 4.16. La células se lisaron por sonicacion (Sec-
cion 4.3) y se separaron las fracciones de membrana, citosol/periplasma y cuerpos
de inclusion por centrifugacion diferencial (Seccion 4.10).

Para sedimentar y aislar los cuerpos de inclusion y restos celulares, que contiene
entre otros la pared celular de E. coli, se centrifuga la suspension a baja revoluciones
después de sonicar. El sobrenadante que contiene la fraccion de membranas y la
fraccion de las proteinas solubles del citoplasma/periplasma se transfiere a un tubo
limpio y se centrifuga a alta revoluciones como descrito en Seccion 4.3.

Se observa la presencia de Mfnl en los cuerpos de inclusion y la fraccién de mem-
branas que contiene las membranas internas y externas de E. coli. En la fracciéon
soluble que contiene las proteinas que provienen del citoplasma y el periplasma de
la bacteria no se detecta la presencia de Mfnl. La presencia de Mfnl coincide con la
disminucién de crecimiento durante la sobreproduccion de Mfnl. A pesar de mayor
senal para Mfnl en la fraccion de cuerpos de inclusién también se encuentra una
mayor cantidad de contaminantes que reaccionan con el anticuerpo empleado. La
presencia de Mfn1 en la fracciéon de membranas indicia que el sistema Sec??, respon-
sable para la colocacion de proteinas de membranas en E. coli, es capaz reconocer
Mifnl como proteina de membrana.

5.4. Caracterizacion de E. colr IMV

El fraccionamiento de la célula nos indica que Mfnl se ha insertado en la mem-
brana. No obstante no podemos distinguir si se ha incorporado en la membrana
citoplasmatica o la membrana externa. Después de aislar las membranas de E. co-
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Figura 5.6: F. coli SF100(DE3)™ /pTL2. western blot revelado con a-Has anticuerpo de las frac-
ciones cuerpos de inclusion, citoplasma/periplasma y membranas internas y externas. La flecha
senala la posicion de Mfnl.

li y separar las membranas externa de las membrana citoplasmética o membrana
interna. La membranas aisladas se fragmentan y forman vesiculas durante el proce-
so de aislamiento. De aqui en adelante nos referimos a la membrana interna como
vesiculas de membrana interna (IMV; del Ingles: Inner Membrane Vesicles). Obser-
vamos que Mfnl esta localizada en las IMVs membranas y verificamos su presencia
mediante western blot (Figura 5.8). El modelo actual de la fusiéon de membranas
mitocondriales establece que para una interaccion trans los dominios-G de la Mfnl
deberian enfrentarse entre si y que tras la formaciéon de un dimero y la hidrolisis de
GTP tendra lugar la fusion de membrana®’. Con respecto a la orientacion de nuestra
Mifn1 en las IMVs, nos esperamos ya que usamos sonicacion para la ruptura de las
células (Seccion 4.10), que la orientacion de la Mfnl en la de la membrana de las
IMVs estara mezclada?'’ con el dominio-G orientado al lumen y a la cara externa
de la vesicula.

5.4.1. Titulacion del anticuerpo anti-Mfn1(D-10)

El uso del anticuerpo monoclonal anti-polihistidina de ratén unido a fosfatasa
alcalina para detectar los residuos de histidina en el término-N de nuestra Mfnl
resulta en unos revelados de membranas con un alto fondo de senal (Figuras 5.5 y
5.6).

Para obtener una senal de Mfnl mas nitida hemos empleado el anticuerpo comer-
cial anti-MFN1 (aMfnl; Santa Cruz Biotechnology; Cuadro 3.3), producido contra
los amino acidos 10-74 del término-N de Mfnl. Un requisito para cada anticuerpo
empleado para detectar bien la proteina de interés es la determinacion de su titulo.
Hemos utilizado IMVs-Mfnl para titular el anticuerpo. Una vez transferido a una
membrana de PVDF (Seccion 4.18 y 4.19) se incubaron tiras de membrana PVDF
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Figura 5.7: Caption

que contienen un carril con IMV-Mfnl una concentracion de 10 mg/mL y otro con
marcador molecular para proteinas (Cuadro 3.12). Seis tiras de membrana PDVF
fueron incubados durante 60 minutos en PBST (Cuadro 3.4) con anti-MFN1 a una
dilucion 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2500, 1:5000 y 1:10000. Como segundo anticuerpo se
utilizé anti-raton-AP a una dilucion de 1:3000 y las tiras fueron procesados como
descrito en Secciéon 4.19.

Los resultados muestran una senal de una banda ~ 80 kDa (Figura 5.7) para
la proteina Mfnl para las diluciones 1:250, 1:500 y 1:1000. En las diluciones mas
altas no se ha detectado senal. Para la diluciéon 1:250 se obtiene una senal invertida
de Mfnl y su fondo. Ademas se observa la senal de una banda de ~ 12-13 kDa
que puede ser una senal non-especifica para este lote de anticuerpo o un producto
de degradacion de la proteina Mfnl. Para dilucién 1:500 observamos una senal de
Mifnl a ~ 160 kDa, ~ 80 kDa y ~ 12-13 kDa. Ademas se observa una mancha en la
zona alta (> 250 kDa) que es la zona de inicio del gel de separacion del SDS-PAGE
que puede contener agregados proteicos que no entraron en el gel de separacion y
producen una senal de fondo. Para dilucién 1:1000 observamos una senal tenue de
Mfnl a ~ 160 kDa, ~ 80 kDa y una mancha en la zona alta (> 250 kDa) como
para las diluciones previas. Elegimos trabajar con una dilucién 1:500 de anticuerpo
anti-Mfn1(D-10) (a-MFN1) para los ensayos de western blot.

5.4.2. La Orientacion de Mfnl en las IMV

En un primer paso para ver la estabilidad de nuestra proteina dentro del marco
de tiempo experimental que deberia conducir a la fusién de la membrana incubamos
las Mfn1-IMVs durante 1 h a 37 °C para evaluar la estabilidad de la proteina. No
observamos degradacion de Mfnl (Figura 5.8, izq.; No PK). A continuacion, incu-
bamos las Mfn1-IMV durante 30 min (a 4°C) en presencia de 0.1 mg/mL proteinasa
K (Figura 5.8, izq.; PK). PK es es una serina proteasa de amplio espectro y degrada
(dependiendo de su concentracion empleada) las proteinas en la superficie de las
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IMVs. A 4 °C, la actividad de PK es moderada y, bajo esta condicién, podriamos
detectar una diferencia en el perfil de proteinas y evitar el colapso inmediato de las
Mfn1-IMVs. Dentro de los primeros cuatro minutos observamos una reduccion del
60 % de la senial Mfnl, mientras que el perfil de proteina total del fondo no cambio6
significativamente (Figura 5.8; PK). Incubaciones mas largas deterioran el perfil de
proteina total (80% de degradacion de Minl después de 8 minutos y 85-90 % de
degradacion de Mfnl después de 15 a 30 minutos). A tiempos de incubacién mas
largos PK colapso los IMV y digiere todas las proteinas presentes en la membrana.
Este experimento indica que Mfnl esta orientado aproximadamente 50:50 con su
gran dominio-G hacia ambos lados de la membrana.

Aqui no podemos concluir si el termino-N y el termino-C de Mfnl se orientan
hacia el mismo u opuestos lados de la membrana. Si que podemos concluir que
nuestro material, con respecto a la presencia y orientacion de la Mfnl, es adecuado
para los ensayos de fusion in wvitro.

No PK PK
0 15 30 60 0 1 2 4 8 15 30 min
IR AR « 8o ! no PK
3 . I
. = 601
T O
% 40 .‘+
20+ S e EE‘
0

0 5 10 15 20 25 30
time / minutes

Figura 5.8: Ensayo de proteccion de proteasas de Mfnl-IMV a una concentracion de proteina total
de 1 mg/mL en ausencia (sin PK) o presencia de 0.1 mg/mL de PK. Los IMV No-PK se incubaron
a 37 °C y los IMV PK se incubaron a 4°C para poder seguir el desglose. D) Evolucion temporal
de la descomposicion de proteinas cuantificada a partir de la intensidad de la banda de proteinas
durante el tratamiento con PK.

5.5. La hidrélisis de GTP catalizado por IMVs de
E. colr que llevan Mfnl

Una vez aislados y caracterizados hemos ensayado si las Mfn1-IMV son capaces
de hidrolizar GTP. Mfn1-IMVs a una concentraciéon de proteina total de 0.1, 0.5 y
1 mg/mL en Tris-M se incubaron en presencia de 2 mM o 10 mM de GTP. durante
30 min a 37 °C. La cantidad de fosfato inorganico liberado tras la hidrolisis de GTP
se detecta mediante el ensayo verde de malaquita?'!.

En comparacion con los IMV (control), observamos una estimulacion de la hi-
drolisis de GTP para las Mfnl-IMVs en presencia de 10 mM GTP (Figura 5.9.
Observamos una correlacion de la cantidad de P; producida con la cantidad de pro-
teina total presente. También se puede observar un aumento de la cantidad de P;
producida en el tiempo de incubacién (30, 60 y 100 min). A los 100 min, la cantidad
de GTP en la muestra debe estar ya agotada ya que no se observa un aumento
significativo de la cantidad de P; con respecto a los 60 min de incubacién. No se
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una estimulacion de la hidrolisis de GTP cuando se incubaron las muestras con 2
mM de GTP (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que el Mfnl producido
de forma heter6loga es competente para la actividad de hidrolizacion de GTP, pero
como necesitamos una alta concentracion (10 mM) de nucledtidos para observar la
hidrolisis de GTP, debemos concluir que nuestra proteina Mfnl se une o hidroliza
el nucledtido con baja afinidad.

4004 [ ]IMV control
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Figura 5.9: Actividad de GTPasa de Mfn1-IMV suplementado con GTP 10 mM e incubado como
se indica a 37°C antes de desarrollar con el ensayo de hidrolisis de GTPasa verde malaquita de F.
coli IMV en presencia de 10 mM de GTP. Los IMV con una concentracién de proteina total de
0.1, 0.5 y 1 mg/mL en ausencia (barras blancas; control) y la presencia de Mfnl (barras negras)
se incubaron durante 30, 60 y 100 min a 37°C.

5.6. La Solubilizaciéon de IMVs-Mifn1l

La reconstitucion de proteinas de membranas en modelos de membranas requiere
la solubilizacién de la proteina de membrana de interés de su membrana nativa.
El uso de detergentes?!? permite en el caso ideal la extracciéon de la proteina de
la membrana lipidica al medio sin interferir con su plegamiento y funcionalidad.
En primer instante hemos incubado las Mfnl-IMVs durante 1 h a 20 °C con 2%
(p/v) de DDM (Cuadro 3.8) y separado por centrifugacion (Seccion 5.6) las fraccion
solubilizada de la non-solubilizada. Por western blot hemos visto que no fuimos capaz
de solubilizar la Mfn1 ya que no detectamos ninguna senal en la fraccion solubilizada.
A continuacion hemos variado la concentracion de detergente (1 %, 2.5 %, 5%, y 10 %
(p/v)). No obstante no hemos logrado de solubilizar Mfnl. Para poder diferenciar
si Mfnl non se solubiliza o si Mfnl forma oligbmeros en presencia de detergentes
hemos solubilizado Mfnl-IMVs durante 2 h con 2% de DDM y centrifugado la
suspension durante 30 min a diferente fuerza centrifuga variando de 30000-g hasta
240000-g. Nuestros resultados muestran que a pesar de ver un cambio de distribucién
de bandas de proteinas de las fracciones sedimentadas a distinta fuerza centrifuga
en el SDS-PAGE (Figura 5.10, izq.), el western blot solo nos muestra senal en la
fraccion de sedimento de 30K y en la fraccion soluble de 240K (Figura 5.10, izq.). La
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Figura 5.10: Sedimentacion de Mfn1-IMVs solubilizados 2 % de DDM. SDPS-PAGE (izq.) y western
blot (dcha.) de Mfnl-IMVs después de 2 h de incubacion con 2% DDM sin centrifugar (Mfnl-
IMVs). Los sedimentos (P) después de centrifugar durante 30 min a 30000-g (30K), 60000-g (60K),
120000-g (120K), 180000-g (180K), 240000-g (240K) y la fraccion del sobrenadante (S) después de
centrifugar durante 30 min a 240000-g (240K) 30000-g (30K). El western blot ha sido revelado con
Anti-polihistidina (Cuadro 3.3)

fraccion de 30K muestra un perfil de senal parecido a Mfn1-IMVs sin centrifugar. La
fraccion de 30K muestra una senal de bajo peso molecular alrededor de 15 kDa. Esos
resultados indican que Mfn1l sedimenta en presencia del detergente DDM porque no
somos capaces de solubilizar Mfnl en IMV de E. coli y no por la formacién de un
oligbmero.

Para distinguir si la fraccion sedimentada de IMV-Mfn1 en presencia de 2% de
DDM no se solubiliza o que no se puede, por su gran tamano, mantener en solucién
cuando se centrifuga a 434513-g, hemos solubilizado IMVs-Mfnl de E. coli a una
concentracion de proteina total de 1 mg/mL durante 2 h con 2% de DDM (Cuadro
3.8) a 4°C y centrifugado de manera diferencial empleando sucesivas centrifuga-
ciones de 30 min a velocidad creciente de 30000-g, 60000-g, 120000-g, 180000-g y
240000-g. Después de cada centrifugacion se separa el sobrenadante del sedimento
y se transfiere el sobrenadante a un tubo limpio para continuar con la siguiente
centrifugacion.

Los ensayos se extienden con la incubacion de Mfn1-IMVs durante 2 h con Clo-
ruro de guanidinio, Dodecil-S-D-maltosido, , 3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio|-
1-propanosulfonato, digitonina, S-octilglucosido, colato, desoxicolato, dodecilsulfato
sodico, Triton X-100 y Triton X-114. Para separar la fracciéon solubilizada de la non-
solubilizada se centrifugaron las muestras y se separa el sedimento con las membra-
nas non-solubilizadas del sobrenadante que contiene las membranas solubilizadas.

Observamos que en ningun caso fuimos capaces de solubilizar Mfnl con los de-
tergentes utilizados (Figura 5.11, muestra 2-9). La proteina se mantiene integrada
en la membrana, ya que el tratamiento con cloruro de guanidinium tampoco pudo
solubilizar Mfnl (Figura 5.11, muestra 1). Salvo para f-octilglucosido (OG) todas
la muestras libraron una proteina con un tamano de ~ 40 kDa al sobrenadante (S).
Esta banda también esta presente en Mfn1-IMVs non tratado (Figura 5.11, muestra
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Figura 5.11: Las fracciones solubles (S) y sedimentadas de Mfnl-IMVs a 1 mg/mL incubados
durante 2 h a 20 °C con 6M Cloruro de guanidinio o 2% (p/v) de detergentes. GdnCl: Cloruro
de guanidinio, DDM: Dodecil--D-maltosido, OG:S-octilglucosido, CHAPS: 3-[(3-colamidopropil)
dimetilamonio|-1-propanosulfonato, Tx-100: Triton X-100, Tx-114: Triton X-114, -: sin detergente.
la flecha indica la posicion de Mfnl. El western blot ha sido revelado con Anti-MFN1 (D-10)
(Cuadro 3.3).

10), asi que probablemente la ausencia de esta banda en OG (muestra 3) es resul-
tado de su degradacion o inestabilidad después ser incubado con el detergente. La
incapacidad de solubilizar Mfn1 con los detergentes utilizados requiere méas ensayos
variando el tiempo de incubaciéon y la temperatura. No obstante hemos continuado
Mfn1-IMVs ya que presentan un sistema reconstituido.

5.7. Ensayo de mezcla de lipidos totales de Mfnl-
IMVs por transferencia de energia no radiativa

La transferencia de energia no radiativa (FRET; del inglés: Forster Resonance
Energy Transfer) es un mecanismo de transferencia de energia entre dos fluoro-
foros donde el primer fluoréforo se excita mediante la absorciéon de un fotéon de
luz?'3214, La fusiéon entre las membranas lipidicas tiene como consecuencia la mez-
cla del contenido lipidico proveniente de ambas bicapas, de modo que los lipidos
de una membrana pueden difundirse a la otra membrana y viceversa. Un ensayo
basado en FRET se usa tipicamente determinar el intercambio de lipidos®!® y con-
siste en marcar una poblacién de membranas con sondas fluorescentes lipidicas que
actiian como donante y aceptor a una concentracion suficiente para producir FRET.
El comportamiento del FRET también nos proporciona informacion la presencia de
eventos intermediarios como la adhesion o hemi-fusiéon de membranas?!S.

Figura 5.12 izq. muestra los espectros de fluorescencia Mfn1-IMVs marcados con
la pareja de fluor6foros NBD-PC (Cuadro 3.11) como donante y Rho-PE (Cuadro
3.11) como aceptor en diferentes proporciones molares. La relacion molar 1:5 de do-
nante sobre aceptor es aqui 6ptima para poder la presencia de una senal fluorescente
emitida por Rho-PE después de excitar a NBD-PC.

La fusion de los Mfn1-IMVs marcados con Mfnl-IMVs no marcados conduce a
una dilucién de los fluor6foros presentes en las membranas marcadas al aumentar
la distancia entre ellas y tiene como consecuencia la una disminucién de la eficacia
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Figura 5.12: Ensayo de mezcla de lipidos totales de IMV. A) Espectros de emision de fluorescencia
de IMV marcados con NBD-PC (donante, D) y RhoPE (aceptor, A) en diferentes proporciones
molares. La longitud de onda de excitacién fue de 460 nm. Los picos a 523 y 593 nm corresponden
a la emision méaxima de fluorescencia del donante y aceptor, respectivamente. Se observé un FRET
optimo de NBD a Rodamina en relaciones molares de 1: 5 entre el donante y el aceptor. B) Ratio
de eficiencia FRET de los IMV (izq.), Minl-IMV (medio) y E. coli LUV TLE (dcha.), antes y
después de 60 minutos de incubaciéon con GTP 10 mM.

de FRET tras la excitacion del donante. Debido a que la presencia de Mfnl podria
conducir a la fusion de vesiculas tras la hidrolisis de GTP, examinamos la fusién entre
Mfn1-IMVs y comparamos el resultado con experimentos de fusion entre Mfn1-IMVs
con IMVs en ausencia de Mfn1.

Sorprendentemente, para ambos casos observamos un aumento promedio del
~20% de la eficiencia FRET (Figura 5.12 dcha.). No observamos disminucion de
FRET lo cual debe haber fusiéon de membranas. Este resultados sugiere la presencia
de eventos de remodelacion de las membranas, como la agregacion, en lugar de la
esperada fusion. Para comprobar esta posibilidad examinamos como un experimento
de control la fusion espontanea de membrana de vesiculas grandes (LUV; del inglés:
Large Unilamelar Vesicles) de extracto de lipidos totales de E. coli. Este extracto
de lipidos esta libre de proteinas. En presencia de 10 mM de GTP se observa la
disminucion de la seial FRET. Dentro de la escala de tiempo experimental medida
esta disminucion de FRET corresponde a una diluciéon de los fluoréforos presentes
y una fusioén espontanea de la membrana (Figura 5.12 dcha.).

5.8. Laremodelaciéon de la membrana mediados por
Minl

Los resultados obtenidos con los experimentos FRET indican que existen eventos
de remodelaciéon de membranas en presencia de Mfnl. Para visualizar los eventos de
remodelacion de la membrana mediados por Mfnl por microscopia confocal, emplea-
mos vesiculas unilamelares gigantes (GUV; del inglés: Giant Unilamelar Vesicles).
Las GUVs estan compuestas de POPC y DOGS-NTA (mol % de 80:20) (Cuadro
3.11). El lipido DOGS-NTA permite decorar la superficie de las GUVs con proteinas
que llevan una cola de histidina.

Aqui mezclamos las GUVs con la fraccion non-solubilizada de las Mfn1-IMVs (ns-
Mfn1-IMV) (Seccion 5.6) para el termino-N de Mfn1 que lleva una cola de histidina se
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Figura 5.13: Imégenes de microscopia de fluorescencia confocal que muestran la serie temporal
de la union (fila superior) y liberan (fila central) del anticuerpo a-Mfn1-488 contra hs Mfnl
inmovilizado en la superficie de GUV POPC / DOGS-NTA. Antes de la incubacion con los GUV
POPC / DOGS-NTA, hs Mfnl se incubd con a-Min1-488 (sefial verde). Las barras de escala son
10 pm.

asocia con la superficie de las GUVs (Mfnl-GUV). Para confirmar la union especifica
de Mfnl con DOGS-NTA en la superficie de GUV POPC/DOGS-NTA utilizamos
el anticuerpo monoclonal conjugado Alexa Fluor 488 Mfnl (a-Mfn1-488). Después
de anadir a-Mfn1-488 se observamos una aumento de senal fluorescente a lo largo
del contorno de las vesicula durante la incubacion (Figura 5.13).

La adicién de imidazol hasta una concentraciéon final de 150 mM elimin6 com-
pletamente el nitido contorno fluorescente de los GUV. El imidazol interrumpe la
interaccion del lipido DOGS-NTA y los residuos de histidina de la proteina Mfnl y
la proteina desalojada regresa a la solucion tampon. (Figura 5.14)

Como prueba adicional de la interaccion especifica entre Mfnl y DOGS-NTA
mezclamos GUVS de POPC (sin DOGS-NTA) con ns-Mfnl-IMVs y a-Mfn1-488,
asi como GUVs POPC/DOGS-NTA con la fraccion non-solubilizada de IMV de E.
coli nativos sin Mfnl (ns-IMVs) y a-Mfn1-488. En ambos experimentos no se formo
un nitido contorno fluorescente alrededor las GUVs, pero observamos mas bien una
senal fluorescente débil y difusa del fondo diluida en el tampon (Figura 5.15).

=
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Figura 5.14: Para liberar el hs Mfnl enlazado de los GUV POPC / DOGS-NTA, se agregaron
cantidades crecientes de imidazol a la muestra. Las barras de escala son 10 pu m.

Se obtuvo una prueba adicional de la interaccion especifica entre los lipidos Mfn1
y NTA etiquetados con histidina incubando GUVS POPC (sin DOGS-NTA) con
hs Mfnl y su anticuerpo fluorescente, asi como los GUV POPC / DOGS-NTA
con solubilizados nativo E. coli IMV que no contenian hs Mfnl y el anticuerpo
fluorescente Mfnl. En estas condiciones, no observamos un contorno fluorescente
discreto de GUV sino més bien una senal de fondo débil, difusa y diluida del buffer
(Figura 5.15).

Para visualizar la remodelacion de la membranas incubamos las Mfn1-GUVs con
GTP y MgCl, a una concentracion final de 10 mM y 2.5 mM respectivamente y
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observamos la formacion de areas de adhesion individuales y multiple entre GUVs
adyacentes (Figura 5.16B). A nuestra sorpresa, la incubacion de Mfnl-GUVs con
GDP también conduce a la formacion de eventos de adhesion individuales y multiples
entre las GUVs adyacentes (Figura 5.16C). Estos resultados sugieren que, en ambas
condiciones podriamos observar el estado de Mfnl unido a GDP ya que el GTP se
hidroliza y el nucleétido no se disocia de la proteina.

Para confirmar esta hipotesis, realizamos el mismo experimento en presencia del
GDP-AIF, . GDP-AIF ;| se une al sitio de unién de nucleétidos de Mfnl donde la
molécula de fluoruro imita el fosfato v del GTP. La presencia del flior evita la
disociacion de la molécula en GDP y fluoruro de aluminio y la Mfnl permanece
atrapada en el estado de transicion de GTP Y.

% Mfn1-IMVs
| +GTP

IMVs + GTP

‘| POPC/INTA  wm | POPCINTA o

Figura 5.15: Ensayos de control (fila inferior), donde los GUV POPC (en ausencia de DOGS-
NTA) se incubaron con Mfnl-IMV (fila inferior, Mfnl1l-IMV) o los GUV POPC / NTA se
incubaron con solubilizados E. coli IMVs (fila inferior, IM'Vs) no mostro etiquetado del contorno
de la GUV tras la incubacion con a-Mfn1-488. Para visualizar la presencia de GUV en las imégenes
de fluorescencia de los experimentos de control, los datos en bruto no se corrigieron para las
relaciones sefial / ruido. La adicién de GTP a estas muestras no promovio la adhesion de vesiculas.
Las barras de escala son 10 p m.

Como sospechamos, no observamos ningun evento de adhesion de vesiculas (Fi-
gura 5.16D) lo cual indica que en presencia de Mfn1 la hidrolisis GTP es importante
para la adhesion trans de las membranas. GDP-AIF, o GDP-BeF5 ya mostraron
formacion de dimeros de Mfnl (Seccion 1.6.2)'?%. La ausencia de eventos de adhe-
sion de membranas en presencia de GDP-AIF) sugiere que se debe tratar de un
dimero cis presente en la superficie de las GUVs. Hasta que no se hidroliza el GTP,
el dimero de Mfnl queda "bloqueado"!* y no es capaz de catalizar la adhesion de
membranas adyacentes. La hidroélisis de GTP desbloquea el estado de transiciéon e
induce una rotaciéon de 77° del dominio de GTPasa reorientando la interfaz de unién
de Mfn1'. Para asegurarnos que la adhesion de las vesiculas no fue mediada por
la presencia del anticuerpo a-Mfn1-488 (Cuadro 3.3), repetimos los experimentos
en ausencia a-Mfn1-488, pero marcamos la membrana GUV con la sonda de lipi-
dos fluorescentes Rh-PE (Cuadro 3.11). Como visto anteriormente la presencia de
GTP o GTP también indujo eventos de la adhesiones tinicas y multiples, mientras
que la incubacion con GDP-AIF; produjo ningin evento de adhesion entre vesiculas
(Figura figures: GUVAdh2).

Finalmente, para descartar que los eventos de adhesién observados se podrian
generar por las interacciones non-especificas de proteinas presentes en la membrana
citoplasmatica de E. coli incubamos POPC GUVs (en ausencia de DOGS-NTA) con
sn-Mfn1-IMVs y 10 mM de GTP o POPC/DOGS-NTA con IMVs (en ausencia de
Mifnl) y 10 mM de GTP (Figura 5.15). Como visto anteriormente en ausencia de
GTP, no se observaron eventos de adhesién en esas muestras.
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t)‘ GD‘P D GDF:AIF,;

Figura 5.16: Adhesion de membrana de GUVs promovida por Mfnl. Imagenes de microscopia
confocal de GUVs incubadas con solubilizado E. coli membranas internas que llevan Mfnl y el
anticuerpo a-Mifn1-488 A) en ausencia de nucledtidos, B) en presencia de GTP, C) GDP y D)
GDP-AIF; . La composicion lipidica de los GUV fue una relacion POPC/DOGS-NTA 80/20 mol %.
Las barras de escala son 10 pm

5.9. La fuerza de adhesién entre las vesiculas en pre-
sencia de GDP o GTP

Medimos la fuerza de adhesion dependiente de nucleétidos de las proteinas Mfnl
en pares de vesiculas. Las imégenes de microscopia confocal mostraron que la forma
de los sitios de contacto entre las GUV variaba desde una forma curva, consistente
con un escenario de adhesion débil!?® a una interfaz plana, consistente con un esce-
nario de adhesion fuerte?!” (ver Figuras 5.16 B, C y 5.17 F, G). La cuantificacién de
la fuerza de adhesion se baso en consideraciones geométricas a partir de la forma de
vesiculas adheridas independientemente de la naturaleza de las moléculas de union.
Se describen dos regimenes de adhesion dependiendo del estado de tension de las
vesiculas adheridas?'®: 1) el régimen de adhesion débil y 2) el régimen de adhesion
fuerte. En el régimen de adhesion débil (Eqg, <10°% J/m?), la forma de las vesiculas
resulta de la interaccion entre la adhesion y la energia de flexiéon y el tabique entre
vesiculas exhibe una forma curva y en el régimen de adhesion fuerte (E,q >10°
J/m?), la rigidez de la flexion es insignificante y las vesiculas forman una forma muy
cercana a la tapa esférica.

En nuestro caso, los contactos curvos mostrados por las vesiculas (Figura 5.17)
fueron consistentes con una adhesion débil. Dependiendo de la fuerza de adhesion,
se utilizaron diferentes enfoques para obtener la union fuerza de las moléculas adhe-
rentes?!?221. Ninguno de ellos proporcioné informaciéon sobre el origen de la interac-
ciones fisicas entre moléculas pero este procedimiento se ha utilizado ampliamente
para determinar la energia de adhesion promovido por sistemas muy diferentes como
fuerza de agotamiento osmoético inducido por depletores poliméricos??, interacciones
de ligando y receptores??? o la adhesién de vesiculas inducida por electricidad??!.
Analizamos'%® multiples eventos adhesivos y medimos los dngulos de contacto 9,
9 entre las GUVs que se adhieren (Figura 5.20 para méas detalles). El modulo de
flexion k de las bicapas lipidicas, que es necesarios para estimar las tensiones latera-
les (ver Ecuacion 4.1), se tomaron de los valores informados de POPC vesiculas'®.
Finalmente, calculamos la energia de adhesion usando los valores experimentales del
par promedios de angulos y tensiones de vesiculas adherentes usando la ecuacion de
Young (Ecuacion 4.1). Medimos un fuerza de adhesion de E,q, = (2.7 £ 0.7) 10®
J/m? después de la incubacién de GTP que se mantenia sin cambios en Eqq, = (2.7
+ 0.5) 10® J/m? cuando se incuba con el GDP (Figura 5.21). Aunque la presencia
del a-Mfn1-488 no fue capaz de atar artificialmente los GUV y producir el inter-
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faz de adhesion (ver Figura 5.13 y 5.16A), esta descrito que a alta concentracion
las inmunoglobulinas pueden inducir una interacciéon proteina-proteina artificial#23.
Para estimar el efecto del anticuerpo marcado sobre E,g de las GUVs, también
cuantificamos la fuerza de adhesion en presencia de GTP o GDP pero en ausencia
de anticuerpo Mfnl. Obtuvimos E,4, = (1.4 + 0.3) 10® J/m? en presencia de GTP
Y Eaan = (1.8 £ 0.5) 10 ® J/m? en presencia de GDP respectivamente (Figura 5.21).

GDP:AIF,”

Figura 5.17: Adhesion de membrana de GUVs promovida por Mfnl. Imégenes de fluorescencia
confocal de GUVs marcados con RhoPE E) en ausencia de nucledtidos, F) en presencia de GTP,
G) GDP y H) GDP-AlF; . La composicion lipidica de los GUV fue una relacion POPC/DOGS-
NTA 80/20 mol %. Las barras de escala son 10 gm

5.10. Cambio de los diAmetros promedio Mfn1-LUVs
inducido por la presencia de GTP

Para obtener una estimacion del tamano de particula de nuestras preparaciones
en relacion con la adhesiones de las Mfn1-GUVs en presencia de GTP, determinamos
los promedios de los didmetros de particulas mediante dispersion de luz dindmica
(DLS) en un analizador de particulas ZetaPlus (Cuadro 3.10). Por su fragilidad,
a la hora de procesar las muestras para este tipo de experimento no se pueden
emplear GUVs. Equivalente a las preparaciones de los GUVs POPC/DOGS-NTA,
preparamos unas LUVs de POPC/DOGS-NTA (80:20 mol %) y las incubamos con
Mfn1-IMVs (Mfn-LUVs) en presencia de GTP.

Los LUVs POPC/DOGS-NTA solos presentan a 20 °C un didmetro promedio de
98 +1 nm. Tras la incubaciéon con Mfnl-IMV, el didmetro promedio de las Mfnl-
LUVs aument6 a 111 +£1 nm. La presencia de GTP a una concentracion final de
10 mM resulté de nuevo tras la incubaciéon de 1 h en un aumento del didmetro
promedio de 121 4+ 2 nm a 145 + 3 nm. Este aumento de ~ 32 % observado en el
diametro de las particulas apoya la adhesion de membranas mediado por Mfnl tras
la hidroélisis de GTP. Ademas, el indice de polidispersidad encontrado en todas las
muestras (PDI <0.2) indica que la muestra era monodispersa.

5.10.1. Intercambio de lipidos durante los eventos de adhe-
sion de las Mfn1-GUVs

La fusiéon completa de la membrana avanza a través de una serie de etapas
intermedias que incluyen el enfoque y la deformacion de la membrana (adhesion
de membrana y hemi-fusion), que conduce a la mezcla de lipidos de las monocapas
externas y la formacion y desarrollo de un poro de fusiéon, que conduce a la mezcla de
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Figura 5.18: Evolucion temporal del ensayo de mezcla de lipidos en GUVS con adhesiéon inducida
por Mfnl. La mezcla de lipidos se controlé cuando se observo la intensidad de fluorescencia en la
vesicula no marcada después de la adhesion de dos GUV, uno de ellos marcado con Rh-PE (0.5 %
mol). En el 90 % de los casos (N = 10) no se observoé redistribuciéon de fluorescencia entre vesiculas.
Las barras de escala son 10 pm

los dos compartimentos acuosos??*. Para determinar si la adhesion de la Mfn1l-GUV
produce hemi-fusién observamos la redistribucion de la senal de fluorescencia entre
dos vesiculas adherentes cuando una vesiculas esta marcada con 0.5 mol % de Rh-PE
y la otra queda sin marcaje. Después de la adhesion, solo se observo una senal débil
de rodamina fluorescente en vesiculas no fluorescentes (Figura 5.18). El aumento
de la fluorescencia medida en vesiculas no marcada fue 2-10 veces menor que la
relacion tedrica mostrada para vesiculas que durante hemi-fusion??®. Sin embargo,
solo encontramos que el 10 % de los casos mostraron redistribucion de lipidos (Figura
5.19).

Figura 5.19: Evolucién temporal del ensayo de mezcla de lipidos en GUVS con adhesién inducida
por Mfnl. Solo en un caso, aparecié una senal fluorescente en la vesicula no marcada. Las barras
de escala son 10 ym

No podemos descartar una transferencia de lipidos de las estructuras membrano-
sas presentes dentro en la muestra que no pertenecen a la vesicula adherida. En esta
momento nuestros resultados al respecto del intercambio lipidico y la formacion de la
hemi-fusion de promovida por Mfnl no es concluyente y requiere mas experimentos
en el futuro utilizando vesiculas micro-manipuladas?®?®.

5.11. La adhesién de membrana mediada por Minl
ocurre a través una unién cooperativa

En general, la cooperatividad de la unién entre las proteinas que promueven la
adhesion a la membrana resulta de una disminucion de la aspereza de las bicapas
lipidicas con el ntimero creciente de enlaces trans entre las proteinas parecido a
una interaccion de ligando-receptor. Estas interacciones reducen las ondulaciones y
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Figura 5.20: La cuantificacion de la fuerza de adhesion. A) Diagrama esqueméatico de dos GUVs
adheridos. Los angulos de contacto se denotan con 1, 12 y las tensiones laterales con o1 y o3 .

El contorno de la vesicula se obtuvo de los pixeles con la méxima intensidad de fluorescencia (area

ampliada; dcha.) y se ajust6 a la funcion y = §§w_$°)/ Sy yo desde el borde del area de contacto

hasta la asintota en la membrana libre. Los valores de tension lateral se calcularon usando la

longitud de correlaciéon &, = (/@/o)l/Q, con el médulo de curvatura o rigidez x = 10 kT para las
POPC GUVs!'%,

fluctuaciones térmicas de la membrana y facilitan la unién de moléculas de ligando-
receptor adicionales?°!.

Para alterar la fuerza de adhesion titulamos la concentraciéon de Mfnl unida a
la superficie a través de DOGS-NTA y medimos la fuerza de adhesion E,q4, para
GUV que contienen 10, 15, 20 y 25 %mol de DOGS-NTA en presencia del GDP. Por
debajo de una concentracion de 10 %mol de DOGS-NTA no observamos adhesion de
Mfn1-GUVs. Se requiere una cantidad minima de NTA para lograr la unién estable
y evitar la desorcién de moléculas que contienen histidinas a través de la formacion
de especies que estén unidas multivalentemente?°??26. En general, las vesiculas que
contienen més lipidos DOGS-NTA exhiben una mayor fuerza de adhesion especifica
(Figura 5.22). La fuerza de adhesion E,q, aumenta hasta ~ 107 J/m?. Del ajuste
Eoan o< (Kop)?[NTAJ* (Ecuacion 4.6) obtuvimos un Kp' ~ 0.1 nm? por molécula.
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Figura 5.21: Fuerza de adhesion de las Mfn1-GUVs en presencia de GTP (N=35) o GDP (N= 16).
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Este valor es 3 6rdenes de magnitud méas bajo que la constante de equilibrio de
unién bidimensional obtenida para moléculas de alta afinidad como los anticuer-
pos?2L:227 - Sin embargo, las interacciones promovidas por las moléculas Mfnl son
lo suficientemente fuertes como para contrarrestar las fuerzas de ondulacion de las
fluctuaciones de la membrana, pero no lo suficientemente como para impulsar la
fusion completa de la membrana.

min [NTA] strong adhesion fimit
DG T o et o il e e S e o
1E7 + (N=15) 4
= 4 ) p
NTAJ¢ 4 "0
1E8 = ' -
(N=23) ¢ (N=16)
oo O, (N=35) [(ullcoverage
membrane tension
[ peamseduiop X SR NN [ AT—
0 10 20 30

[NTA] (%)

Figura 5.22: La fuerza de adhesion de Mfn1-GUVs en presencia de GDP en funciéon de la concen-
tracion de NTA presente en las GUVs. Entre paréntesis se muestra el nimero de eventos de GUVs
adheridos analizados.
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CAPITULO 6. DISCUSION

La dindmica mitocondrial juega un papel fundamental en el mantenimiento de
las funciones fisioldgicas de las mitocondrias. Las mitocondrias son organulos dina-
micos e interconectados que se someten a eventos continuos de fusiéon y fision para
garantizar una homeostasis mitocondrial??® y proporcionar el suministro constan-
te de energia en forma de ATP!'9??% La disfunciéon de la dinadmica mitocondrial
(disfunciéon mitocondrial) esta asociada con diversas enfermedades humanas.

Las proteinas Drpl (proteina relacionada con la dinamina 1), Mfnl y Mfn2 (mi-
tofusinas 1y 2) y Opal (la proteina de atrofia 6ptica 1), todas ellas homologas de la
dinamina y miembros de la superfamilia DLP (del inglés: Dynamin-like proteins),
controlan la dinamica mitocondrial a través de la remodelacion de las membranas
mitocondriales. Drpl acttia durante la fision, mientras que Mfnl, Mfn2 y Opal ope-
ran durante la fusién mitocondrial. No obstante, otros miembros de esta familia de
proteinas actiian en membranas de diferentes organulos®.

Las proteinas DLP son GTPasas, proteinas que hidrolizan GTP y que comparten
caracteristicas mecanicas comunes durante su modo de accién que incluye la dime-
rizaciéon y un cambio de conformacién en cada mondémero tras la uniéon e hidroélisis
de GTP?"2! Sin embargo, la afinidad de las DLPs por el GTP es baja en com-
paracion con las GTPasas de la familia Ras, que a su vez interacttian con proteinas
auxiliares como el factor de intercambio del nucledtido guanina (GEF; del inglés:
Guanine nucleotide-Exchange Factors) o las proteinas activadoras del nucledtido
guanina (GAP; del inglés: Guanine nucleotide-Activating Proteins). Ambas protei-
nas controlan la hidrolisis de GTP y garantizan la unién del nucleétido con una alta
afinidad?*?. Las proteinas DLP carecen de factores auxiliares para su funcion.

La fusion mitocondrial

La fusiéon mitocondrial consiste en la unién fisica de los organulos y se inicia
por el acercamiento y anclaje de las membranas externas mitocondriales (MEM)
proveniente de mitocondrias adyacentes que progresa a su fusion que es a poste-
riort seguido por el anclaje y la fusiéon de sus membranas internas mitocondriales
(MIM)?7. Alternativamente, si en cada proceso solo una valva de cada bicapa est4
involucrada en el proceso de fusion, se dice que las bicapas estdn hemifundidas. En
la hemifusion, los componentes lipidicos de la valva exterior de las dos bicapas pue-
den mezclarse, pero las valvas internas se mantienen en su estado inicial. La fusiéon
de membranas biologicas casi siempre estéd promovida y regulada por la acciéon de
proteinas asociadas a la membrana.

La estructura cristalina disponible del mutante Mfnl;,,, que carece de ambos
segmentos transmembranas, dimériza en presencia de GDP-AIF; pero permanece
monomérico en presencia y de GTP, GDP o ausencia de nucle6tido!* (Figura 1.14
y 6.1 A). GDP-AIF; mimetiza la estructura de GTP donde el fluoro de aluminio se
posiciona como el fosfato v del GTP?*? y se emplea con frecuencia en estudios fun-
cionales y cristalogréaficos de GTPasas?*. GDP-AIF; y Mfnl;,, forman un complejo
ternario con mayor estabilidad termodinamica con respecto a un complejo de Mg-
GDP-Mfnl;,, 2%, El desplazamiento del Mg+ reduce la hidrolisis de GTP y permite
atrapar el complejo ternario en un estado conformacional transitorio conocido como
el estado de transicion de GTP (del inglés: GTP transition state)?%S.

Este estado se visualiza en nuestras preparaciones con Mfn1l-GUV en presencia
de GDP-AIF ;| (Figura 5.16 D). No se observan eventos de adhesion de Mfn1-GUVs,
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por lo tanto, suponemos que Mfn1 resida en un estado de fusiéon incompetente o en
reposo ya que el material se comporta como GUVs sin Mfn (Figura 5.15).

De acuerdo con la literatura disponible, nuestros datos sugieren que las proteinas
Mifn1 residen como dimero cis (ligado a GTP) "bloqueado"proviniendo de la misma
membrana que se disocia tras la hidrolisis del nucledtido. La unién e hidrolisis de
GTP solo procede tras la formacion del dimero de Mifnl;y,, donde el estado de
transicion de GTP se produce a través de la presencia de iones de sodio o potasio en
su sitio catalitico®!. La dimerizacién de Mfnl esta principalmente mediada a través
de grupos hidréfobo y puentes salinos dentro de la interfaz de dominio GTPasa a
través de la union de nucleotidos. Por lo tanto, si la hidrolisis de GTP desencadena
entre otros procesos la fision y fusiéon mitocondrial, se deberia controlar al actividad
GTPasica para que no se desperdicia GTP mediante hidrélisis continua?37.

B GDP bound
“unlocked"state

GTP bound “locked"state if

<
P K
Tensionless W
membrane / hvdrok
Min1 Tyarossls Min1 #
dimers monomers

membrane anchor GIP bound \

Cooperative
binding
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through Cc2 and TMSs Mfn1
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Figura 6.1: Modelo de trabajo para el papel de Mfnl en la fusién de membranas mi-
tocondriales externas. A) Estructura cristalina de la construccion MFN1 (sin Cc2 y dominios
transmembrana; pdb 5GOE (verde;'*'%1 ) y pdb 5YEW (gris;'*). El cambio conformacional del
dominio de GTPasa con respecto al primer dominio de bobina en espiral Ccl se indica con una
flecha. B) Un posible escenario para la fusion de la membrana mitocondrial.

Tras la hidroélisis de GTP, los dominios G de Mfnl muestra una rotacion de ~
77° ligado a un cambio conformacional en el dominio HR1 (Figura 6.1 A). La ro-
tacion del dominio G interrumpe la interacciéon dimérica cis y convierte Mfnl en
forma monomérica que mantiene unida el nucledtido en forma de GDP. Este cam-
bio conformacional también se interpret6 como el golpe de fuerza (del inglés: power
stroke) necesario para la fusion de membrana'*!%!, Los monémeros no permiten la
formacion de Mfnl dimeros cis debido a un cambio de su geometria que tiene co-
mo resultado el desplazamiento del interfaz de interaccion. La presencia de cationes
monovalentes y GTP modula la interfaz de uniéon de este complejo dimérico'*. Es-
tos monémeros ahora pueden interactuar en trans con otras proteinas Mfnl:GDP
extendidas presentes en membranas adyacentes (Figura 6.1 B; véase en el sentido
de las agujas del reloj desde la parte superior izquierda).

Nuestros datos, muestran que la adhesiéon de membranas se produce non solo
en presencia de GTP pero también en presencia de GDP (Figura 5.16 C). Esto nos
indica que la hidrolisis del nucle6tido por Mfnl es fundamental para la adhesiéon de
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las membranas. En ningtin caso observamos la fusion de las membranas, por lo tan-
to, sugerimos que la fusion completa de la membrana requiere factores adicionales
como la presencia de la proteina Mfn2. La formacién y la estequiometria de los com-
plejos de proteinas heterotipicas (Mfnl/Mfn2) puede ser importante para controlar
la cinética de fusiéon mitocondrial''?, una caracteristica que parece conservarse para
otros miembros de la familia de la dinamina?® como se observa para la atlastina
(ALT), una proteina de membrana involucrada en la fusion del reticulo endoplasmi-
co (ER) 29135 T,a presencia de GTP induce un dimero ALT relativamente débil que
se ve reforzado por el GDP-AIF ; 239

Segun sus secuencias y predicciones estructurales Mfnl y Mfn2 son muy simi-
lares, pero in wvitro se ha demostrado que las proteinas purificadas difieren en sus
actividades GTPasicas durante la fusion. Mfn2 exhibié una mayor afinidad de unién
por GTP que Mfnl, pero Mfnl exhibi6 una mayor actividad GTPasica'??. Esta
diferencia podria ser parte de una regulacién global. El momento exacto de la hi-
drolisis del GTP podria ser activados por la disponibilidad de iones de KT y Mg?*,
presentes en el sitio de unién a nucledtidos dentro del dominio-G de Mfn1 01123, Re-
cientemente, una region dentro de la secuencia proteica de Mfnl | localizado cerca
del dominio-G y que se extiende hasta el dominio HR1, nombrado MISR (MISR;
del inglés: mitofusin isoform-specific region) o region especifica de isoforma de mito-
fusina fue identificado?*?. El intercambio de esta region entre Mfnl y Mfn2 resalta
su importancia y muestra que MISR contribuye al autoensamblaje de Mfn1 dirigido
GTP. Probablemente, MISR puede tener un papel importante en la regulacion de
la actividad fusogénica de Mfnl en la interacciéon consigo misma o conjunto con
Mfn224°, En BDLP, una DLP bacteriana, la region homologa a MISR est4 defini-
da como la “bisagra” 1.11 que responsable de mediar un cambio conformacional y
transformar la proteina de un estado abierto a un estado cerrado 2%129,

El Modelo de Cooperatividad

La afinidad de interaccion y la fuerza de adhesion entre membranas estéan deter-
minadas principalmente por la distancia entre las membranas adyacentes que se ve
alterada por ondulaciones de la membrana causado por fluctuaciones térmicas, con
una amplitudes hasta 100 nm, relacionado con el movimiento browniano de las molé-
culas ( Figura 6.2 arriba). La formacion de dimeros de Mfn1 es estadisticamente méas
facil dentro de la misma membrana (cis) que en las membranas adyacentes (trans).
Tras la formacion de dimeros de Mfn trans, las amplitudes de las fluctuaciones de la
membrana disminuyen y una membrana mas rigida facilita la formacién de dimeros
Mfn trans adicionales (Figura 6.2 abajo).

Nosotros observamos que la adhesion de las Mfn1-GUVs y las fuerzas de adhesion
se correlacionan con la disponibilidad y la formacion cooperativa de dimeros de
Minl ¢rans en el interfaz de adhesion?”! (Figura 5.22). Con una concentraciéon de
proteina baja, las ondulaciones de la membrana evitan la adhesion de la membrana
(Figura 6.2 arriba), mientras que una concentracién de proteina alta conduce a
una unién adhesion cooperativa entre las dos bicapas lipidica (Figura 5.22 y 6.2
abajo). Imagenes de criomicroscopia electronica de mitocondrias aisladas sugieren
que Fzolp, el homoélogo de Mfn en levadura, es responsable del anclaje y la adhesion
de mitocondrias adyacentes. Se cree que Fzolp puede llevar las funciones de ambas
proteinas Mfnl y Mfn2!%. Una interacciéon de proteina-proteina trans inicialmente
débil se fortalece de manera cooperativa y conduce finalmente hacia una fusiéon de
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membrana en el borde de la zona de membrana adherida en lugar y entre los dimeros
de trans Fzolp!®®.

No odhesion
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Figura 6.2: Esquema del mecanismo de la cooperatividad de las proteinas Mfnl en Mfn1-GUVs.
Arriba) A baja concentraciones de proteina expuesto a la superficie de las Mfn1-GUVs las ondu-
laciones repulsivas de la membrana evitan la adhesion de la membrana. Abajo) Una alta concen-
traciones de proteina expuesto a la superficie de las Mfn1-GUVs conduce a una unién cooperativa
de las contrapartidas de la bicapa lipidica. Los datos se ajustaron a la ecuaciéon 4.8

En lugar de una fusién de membranas promovida por la presencia de una proteina
fusogénica, la fusion de la membrana puede estar iniciada por la curvatura local de
la membrana, como descrito para la fusion de vesiculas sinapticas y para la fusion de
célula a célula®?*. Ya que el espacio entre las MEM acopladas (aproximadamente 2
nm) es demasiado pequetio para acomodar las protefnas de MFN1!!® estas proteinas
pueden acumularse en el borde del sitio de adhesion, lo que resulta en un efecto
de aglomeracion de proteinas que posiblemente genere una deformacion local en las
MEM para facilitar la fusion 42243, En nuestros experimentos, ademas de la adhesion
Mfn1-GUVs, observamos casos tnicos de mezcla de lipidos. Estos casos no fueron
estadisticamente significativos para confirmar el intercambio de lipidos entre GUV
adheridos (Figura 5.18 y 5.19). La ausencia de intercambio de lipidos indica la falta
de estructuras de hemi-fusion de lipidos, un proceso que es clave para la fusion de
membrana??°.

La mezcla de lipidos independiente de proteinas y la posterior fusion de membra-
nas es eficiente solo para vesiculas altamente curvadas (con un diametro de 100-200
nm''3) o el resultado de la desestabilizaciéon de la membrana por la presencia de
lipidos no bicapa?!%?%® (no mostrado). Para evaluar el papel de la composicion li-
pidica, incluimos hasta 50 mol % de DOPE?*¢ en la composicion bicapa, pero no
observamos ningtn evento de fusién o colapso de Mfn1-GUVs que evolucionara de
dos vesiculas adherentes a una vesicula esférica (datos no mostrados).
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CAPITULO 7. CONCLUSION

La presente tesis doctoral permite extraer conclusiones sobre la adhesion de

membranas mediada por la GTPasa mitocondrial Mfnl, que se encuentra en la
membrana externa de las mitocondrias. Mfnl fue producida en bacteria y unida
especificamente a la superficie de membranas de vesiculas lipidicas gigantes (Mfnl-
GUVs) a través un grupo histidina (en Mfnl) y lipidos-NTA (en las vesiculas). Las
membranas miméticas fueron utilizadas como plataforma para visualizar procesos
de adhesion cuando se incubaron con diferentes nucleétidos, que producen diferentes
estados conformacionales de la proteina cuya funcién en las etapas de la secuencia
temporal de la fusiéon son atn desconocidas. De los resultados de este trabajo se
derivan las siguientes conclusiones:

La proteina Mfnl humana de longitud completa (homo sapiens Mfnl) se pro-
dujo heterélogamente en FEscherichia coli.

Se aislaron vesiculas de membrana interna de E. coli (Mfnl-IMVs) que contie-
nen la Mfnl humana. La orientacion del sitio catalitico se distribuye ~50:50
hacia ambos lados de la membrana.

La proteina Mfnl humana de longitud completa producida heterélogamente
en F. coli muestra capacidad de hidrolizar GTP.

Experimentos de FRET in vitro muestran la existencia de un intermedio de
fusion (adhesion o remodelacion) entre Mfnl-IMVs en presencia de GTP pero
no se observa ningtn evento parecido compatible con fusiéon de la membrana.

Mediante microscopia de fluorescencia confocal se demostré la acumulaciéon
especifica d Mfn1 en la superficie de GUVS a través el anticuerpo Anti-MFN1-
Alexa 488

La adhesion entre Mifnl-GUVs se inici6 tras la incubacion con GTP o GDP.

No se observa adhesion entre Mfn1-GUVs en presencia de GDP-AIF, | un com-
puesto no-hidrolizable que mimetiza GTP y que atrapa el proteina en un estado
de transicion de GTP.

Medimos fuerza de adhesion mediada por Mfn1 de Eqg, = (2.7 £ 0.7) 10® J/m?
en presencia de GTP y E.g, = (2.7 £ 0.5) 10® J/m? en presencia de GDP

La adhesion se produce de forma cooperativa.
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