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1 RESUMEN

Dentro de la célula existen diversas formas de comunicacion, dentro de las
cuales se encuentran el trafico vesicular o a través de sitios de contactos entre el
mismo organelo o con otro organelo diferente. Para que ocurran estos tipos de
comunicacion se necesita de la participacion de diversos actores moleculares, como
son las proteinas. Una de las comunicaciones menos conocidas es la del aparato
de Golgi (AG) con las mitocondrias. Existen diversos estudios que muestran que
existe una comunicacion funcional entre estos dos organelos, en donde se ha
observado, por ejemplo, que vesiculas que contienen fosfatidilinositol 4-fostato
(P14P) participan en la ultima etapa de la fision mitocondrial, colocalizando con la
proteina DRP1, la cual es clave para generar la constriccion y dividir a las
mitocondrias. Otro estudio mostré una yuxtaposicion del AG con las mitocondrias
en células que fueron sometidas a altas concentraciones de calcio. Sin embargo,
hasta la fecha se desconocen los actores moleculares que podrian estar mediando
esta comunicacion. En esta tesis se propone a GOLPH3 como un candidato clave
para la comunicacion AG-mitocondria. GOLPH3/MIDAS/GPP34 es una proteina del
AG que también se localiza en el citosol. Evidencia experimental sugiere que
GOLPH3 se asocia con la cara trans del AG a través de la interaccion con PI4P.
Diferentes estudios muestran que los niveles de GOLPH3 estan aumentados en
diferentes tipos de tumores, incluido el de mama. Hasta la fecha, se desconoce la
funcién especifica que cumple GOLPH3. Sin embargo, un estudio del afio 2005
sugirié un efecto de GOLPH3 sobre la masa mitocondrial a través de la sintesis de
lipidos, especificamente cardiolipina, un lipido especifico de la mitocondria. Se
desconoce como GOLPHS3 podria desempefiar un papel en las mitocondrias, y Si
para ello GOLPH3 debe estar localizado en el AG o en el citosol. Los estudios de
nuestro laboratorio respaldan la hipotesis de que GOLPH3 podria modular la funcién
y morfologia mitocondrial. Especificamente, se observé que células de cancer de
mama depletadas de GOLPH3 (MDA-GOLPH3-KO) presentan una disminucion en
el contenido y produccién de adenosin trifosfato (ATP), un aumento de especies

reactivas de oxigeno (ROS) y un aumento en los niveles de PGC1-a, posiblemente



como un mecanismo compensatorio sobre la disfuncion mitocondrial. Todo esto

acomparfado de mitocondrias fragmentadas y un aumento en los niveles de PINK1.

Sin embargo, se desconoce como GOLPHS3 podria estar mediando todos
estos procesos en la mitocondria. Como existe evidencia experimental que
vesiculas que contienen PI4P provenientes del AG participan en el Ultimo paso de
la fision mitocondrial, y como GOLPH3 interactiua con PI4P, se estudio si GOLPH3
también pudiese estar participando en este proceso. Sorprendentemente, nuestros
analisis de live cell imaging mostraron que GOLPH3 se localiza en los sitios de fision
mitocondrial después de la llegada de DRPL1, posiblemente participando en este
proceso. Ademas, se desconoce qué pool de GOLPH3 seria responsable del
fenotipo mitocondrial observado. En base a esto, se estudié el efecto de la
localizacion de GOLPHS3 en la funcidon mitocondrial. Para alterar la localizacion de
GOLPH3 en el AG, se us6 una forma mutada de GOLPH3 (GOLPH3-R90L) que con
un cambio aminoacidico altera su interaccion con Pl4P en el AG, localizando a
GOLPH3 solamente en el citosol. Sorprendentemente, las células MDA-GOLPH3-
KO transfectadas con esta version mostraron una distribucion de las mitocondrias
en la zona perinuclear, un fenotipo mitocondrial diferente al observado en las células
MDA-WT y MDA-GOLPH3-KO, y una disminucion del contenido de ATP. En
resumen, los datos mostrados indican que tanto la ausencia de GOLPH3 como la
no asociacion de esta proteina con el AG generan un efecto negativo en la funcion
y la red mitocondrial. Este estudio es de gran interés, ya que GOLPH3 podria tener

un papel en la comunicacion AG-mitocondria.



2 INTRODUCCION

Las células establecen comunicacion y reciben sefiales tanto de células
vecinas como del entorno circundante. Estas sefiales se transmiten y decodifican,
proporcionando informacién sobre el entorno extracelular. Posteriormente, esta
informacion se transmite a efectores moleculares rio abajo, permitiendo regular su

estado fisioldgico en respuesta a los cambios ambientales (Sarkar et al., 2023).

Para que exista un correcto funcionamiento dentro de la célula, se necesita
de un trabajo coordinado de los organelos. En base a esto, muchos organelos se
comunican entre si (Sarkar et al., 2023) y a la fecha, hay tres formas principales de
comunicacion intracelular: trafico vesicular, difusion de moléculas y sitios de
contacto. Estas ultimas son areas de proximidad (cercanas a 10 nm) entre dos
organelos, donde no se genera una fusién de sus membranas. Estos contactos
permiten a los organelos controlar, por ejemplo, el flujo de lipidos, proteinas y
metabolitos (David et al., 2021). Hasta la fecha, se ha descrito que existe
comunicacion entre la mayoria de los organelos. Sin embargo, una de las menos
exploradas es la comunicacion del AG (David et al., 2021). La conexiébn mas
caracterizada del AG es con el reticulo endoplasmatico (RE), que tiene una amplia
comunicacion para garantizar la sintesis y homeostasis de muchas biomoléculas
(David et al., 2021). Uno de los eventos que ocurren, por ejemplo, es la transferencia
de ceramida, que se sintetiza en el RE y luego se transfiere al trans-Golgi para su
maduracion a esfingolipidos complejos. Esta transferencia de ceramida puede
ocurrir a través del transporte vesicular, o directamente al trans-Golgi a través de
contactos (Funato & Riezman, 2001). Pero, independiente del tipo de comunicacion,
ya sea a través de vesiculas o mediante contactos, son las proteinas las que median
esta comunicacion entre los distintos organelos. Hay diversas proteinas descritas
gue participan, las cuales se pueden clasificar de acuerdo a su funcion, como
proteinas estructurales, de reclutamiento, reguladoras, como anclaje, entre otras
(Scorrano et al., 2019).
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Una de las comunicaciones entre organelos menos conocida es entre el AG
con las mitocondrias. Hasta la fecha, la funcion de esta interaccion no estad muy
clara, pero autores han observado, por ejemplo, una interaccién funcional entre AG
y mitocondrias en células acinares pancreaticas y la importancia de esta ubicacion
para el establecimiento de gradientes de calcio en el AG (Dolman et al., 2005). Otro
estudio mostré una posible interaccion AG-mitocondria durante la fision
mitocondrial. En este ultimo trabajo, los autores describen que vesiculas que
contienen PI4P provenientes del trans-Golgi viajan a los sitios de fisibn mitocondrial.
Si bien no se conoce su funcion, los autores observan que estas vesiculas llegan
después de DRP1, por lo que podrian estar participando en el Gltimo paso de la
fision mitocondrial (Nagashima et al., 2020). Seguido a esta publicacion cientifica,
otros autores mostraron que las vesiculas que contenian PI4P podrian contribuir de
manera sinérgica a DRP1 con la polimerizacion de actina en el proceso de fision

mitocondrial (Duan et al., 2023).

Aungue se ha descrito que existe comunicacién entre mitocondrias y el AG
(Dolman et al., 2005; Duan et al., 2023; Nagashima et al., 2020), no esta muy claro
cual es su funcibn o qué actores moleculares podrian estar participando en
esta. Por esto Ultimo, aunque existe evidencia que sugiere una comunicacion entre
estos dos organelos, no se ha descrito ninguna proteina que participara en esto. Por
esta razdn, esta tesis se centr6 en estudiar una posible comunicacion entre el AG y
las mitocondrias, proponiendo a la proteina GOLPH3 como una proteina clave para
la comunicaciéon funcional AG-mitocondria. Antes de introducir a GOLPH3, se

hablara sobre las caracteristicas y funciones que se conocen de cada organelo.

2.1 Aparato de Golgi (AG)

El aparato de Golgi (AG), que fue descubierto en 1898 por el anatomista
italiano Camillo Golgi (Mazzarello et al., 2009), consiste en una pila de cisternas que
estan polarizadas. La cara cis, que recibe cargos del reticulo endoplasmico (ER),
las cisternas de la zona medial, la cara trans por donde también pasan los cargos
modificandolos, y la red trans-Golgi (TGN) cuya funcién en parte esta relacionada

con la clasificacién de cargas lipidicas y proteicas para su posterior exportacion a
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su destino final (Makhoul et al., 2019). Sin embargo, esta organizacion puede variar
entre organismos. En vertebrados, durante la interfase, las pilas individuales de
Golgi se conectan por tubulos membranosos generando una estructura en forma de
cinta compacta que se encuentra cerca del centro organizador de microtubulos
(MTOC) (Wei & Seemann, 2017). En contraste, en plantas, moscas y hongos, las

pilas de Golgi estan dispersas por todo el citoplasma (Xiang & Wang, 2011).

Se ha postulado que la correcta organizacién y funcionamiento del AG
depende de proteinas que serian parte de una matriz de Golgi, entre ellas las
proteinas del apilamiento del reensamblaje del Golgi (GRASP) (X. Zhang & Wang,
2016) y las denominadas golginas (Barr & Short, 2003; Kulkarni-Gosavi et al., 2019).
Estas se encuentran localizadas entre las cisternas del AG o entre las cisternas y
las vesiculas (Kulkarni-Gosavi et al., 2019). Como el trans-Golgi se encuentra
enriquecido de PI4P, existen otras proteinas importantes que interactian con el AG
a través de su dominio de homologia a pleckstrina (PH), que a su vez interactian
con PI4P (Levine & Munro, 2002). Ademas, existen otras proteinas que no tienen
este dominio, pero que interacttan con el PI4P del trans-Golgi mediante

interacciones electrostaticas (Wood et al., 2009).

El AG tiene dos funciones mas conocidas; la primera es la generacion de
modificaciones post-traduccionales de cargos por enzimas residentes del AG, como
glicosiltransferasas, glucosidasas, quinasas, entre otras (Liu et al., 2021). Estas
modificaciones se producen en todas las cisternas del AG; las enzimas ocupan
diferentes ubicaciones, lo que es esencial para garantizar una correcta modificacion
post-traduccional secuencial (Liu et al., 2021). La segunda funcién es la
clasificacion, empaquetamiento, destino y reciclaje de los cargos modificados a

destinos celulares apropiados (Rios & Bornens, 2003).

2.2 Mitocondria

Las mitocondrias son organelos multifuncionales que en muchas células
forman una red que se mantiene mediante un equilibrio entre la fision, fusion, la

biogénesis mitocondrial y la mitofagia. La funcion mas conocida de las mitocondrias
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es la produccion de ATP por la oxidacion de sustratos organicos en condiciones
aerbbicas a través de la fosforilacion oxidativa (Herst et al., 2017). Todos estos
procesos mencionados son importantes para que las mitocondrias tengan un

funcionamiento correcto. Estos se describiran con mas detalle a continuacion.

2.2.1 Fosforilacién oxidativa

Una de las funciones mas importantes de las mitocondrias es la produccion
de ATP a través de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Los componentes de la
cadena transportadora de electrones (complejos I-V) se encuentran en la membrana
mitocondrial interna. Estos complejos estan formados por multiples subunidades
gue trabajan en conjunto para crear un gradiente electroquimico de protones que
es utilizado por la ATP sintasa (complejo V) para la produccion de ATP (Chaban et
al., 2014).

OXPHOS es una serie de reacciones de oxidacion-reduccion que implica la
transferencia de electrones de NADH y FADH: al oxigeno a través de la
cadena transportadora de electrones (ETC). Ademas, OXPHOS utiliza oxigeno
como agente oxidante final (y aceptor de electrones) (Ojas A. Deshpande & Shamim
S. Mohiuddin, 2021). El potencial de membrana mitocondrial (AWYm), que es
generado por las bombas de protones de los complejos I, lll y IV, y el gradiente de
protones (ApH) se utilizan para producir ATP por la ATP sintasa (Zorova et al., 2018)

Cuando las mitocondrias son disfuncionales, la produccion de ATP
disminuye, y en algunas ocasiones también el AWYm. AWm también juega un papel
clave en la homeostasis mitocondrial a través de la eliminacion selectiva de
mitocondrias disfuncionales (Zorova et al., 2018). Cuando la ETC funciona de
manera incorrecta, las mitocondrias pueden generar mayores cantidades de
especies reactivas de oxigeno (ROS). El aumento de la produccion de ROS causa
dafo oxidativo en muchas patologias ocasionando también sefializacion redox
retrograda desde el organelo hasta el citosol y el ndcleo (Murphy, 2009). Esto ocurre
cuando los electrones desapareados escapan de OXPHOS y reaccionan con el
oxigeno, generando anién superédxido (O%), el cual puede reaccionar con el acido

desoxirribonucleico (ADN), proteinas y lipidos, generando reacciones oxidativas
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gue pueden conducir a mutaciones y carcinogénesis (Andrés Juan et al., 2021; St-
Pierre et al., 2006).

Algunos de los eventos claves para el buen funcionamiento de las
mitocondrias son la fusion y la fision mitocondrial. La fusion ayuda a mitigar el estrés
al fusionar el contenido de las mitocondrias no funcionales con las funcionales. La
fision es importante para la formacion de nuevas mitocondrias, contribuye al control
de calidad mediante la eliminacion de mitocondrias dafiadas, y puede facilitar la
apoptosis. La alteracion de estos eventos conduce a diversas patologias (Youle &
Van Der Bliek, 2012).

2.2.2 Fisi6n y fusidon mitocondrial

Los procesos de fision y fusion mitocondrial estan mediados por una familia
de proteinas guanosina trifosfatasa (GTPasas) cuyo miembro mas conocido es la
proteina dinamina (Antonny et al., 2016). La fision mitocondrial estd mediada por
DRP1, un miembro de la familia de proteinas citosolicas relacionadas con dinamina.
DRP1 se recluta desde el citosol hasta la membrana mitocondrial externa. Esto
depende de su fosforilacion en el residuo de serina 616, para luego formar un anillo
alrededor de la mitocondria que genera una constriccion para fisionar las
membranas mitocondriales (Van der Bliek et al., 2013). La fision mitocondrial es
importante para segregar las mitocondrias mas dafiadas y eliminarlas para
preservar el correcto estado de la red mitocondrial. Ademas, es importante para
regular la morfologia mitocondrial y para facilitar el trafico de las mitocondrias (Youle
& Van Der Bliek, 2012). Existen otros tipos de fision mitocondrial que son
independientes de la funcion de DRP1. Por ejemplo, se ha observado que el
receptor de EGF (EGFR) puede traslocarse hacia la membrana externa
mitocondrial, interactuar con mitofusina 1 (MFN1) y asi aumentar la fision
mitocondrial. Esta interaccion interfiere con la funcion de MFN1, aumentando asi la
fision mitocondrial (Che et al., 2015). En el caso de la fusion, la union de la
membrana externa mitocondrial entre dos mitocondrias esta mediada por los
miembros de la familia de la dinamina MFN1 y mitofusina 2 (MFN2). En mamiferos,

la fusion entre membranas internas de dos mitocondrias estd mediada por otro
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miembro de la familia de la dinamina, la proteina OPA1 (Song et al., 2007). La fusion
mitocondrial es importante, por ejemplo, cuando una mitocondria se encuentra
defectuosa funcionalmente; esta puede fusionarse con otra mitocondria en la misma

célula para compensar sus defectos rescatando su funcién (Westermann, 2010).

Tanto para la fision como para la fusidbn mitocondrial se ha descrito la
participacion de diversos organelos. En el caso de la fision mitocondrial, se ha
postulado que al inicio participa el reticulo endoplasmatico (RE) marcando y
generando la primera constriccion del tabulo mitocondrial que se va a fisionar
(Friedman et al., 2011). También se ha sugerido que el lisosoma participa después
de la constriccion mediada por el RE, transfiriendo PI4P y mediado por un
mecanismo dependente de Rab7-GTP (Boutry & Kim, 2021; Wong et al., 2018).
Para el dltimo paso de la fision mitocondrial se ha sugerido también la funcién del
AG a través de la transferencia de vesiculas que contienen PI4P, vesiculas que se
localizan en el tibulo mitocondrial que se va a fisionar después del reclutamiento de
DRP1 (Nagashima et al., 2020). Se ha propuesto que estas vesiculas que contienen
P14P provenientes del AG cooperan con filamentos de actina, contribuyendo a su
polimerizacion, regulando asi la fision mitocondrial (Duan et al., 2023). Sin embargo,
hasta la fecha no se conoce la funcion que podria tener PI4P durante la fisién
mitocondrial o si la membrana mitocondrial contiene un pool de PIP4 en estado
estacionario, s6lo se ha descrito la presencia de fosfatidilinositol, el precursor de
P14P (Pemberton et al., 2020). En cuanto a la fusion mitocondrial, al igual que en la
fision, se ha observado que el RE también puede tener una funcion. Autores han
observado que proteinas de la maquinaria de fusion mitocondrial, como son las
mitofusinas, se acumulan en sitios de contacto entre RE-mitocondria, sitios donde
posteriormente ocurre fusion mitocondrial (Abrisch et al., 2020). Faltan estudios para

definir si existen otros organelos involucrados en los eventos de fusion mitocondrial.

En general, tanto la fisibn como la fusion mitocondrial son procesos altamente
dindmicos, que se encargan de equilibrar dos procesos: compensacion del dafio por
fusién y eliminacién del dafio por fision mitocondrial (Youle & Van Der Bliek, 2012).

Ademas, se han observado eventos de fision en células que son altamente
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metastasicas. Por ejemplo, en estudios en células de cancer de pulmoén se ha
observado que la fisibn mitocondrial provoca cambios en la distribucion subcelular
mitocondrial y la produccion de ATP, aumentando la progresidén y metastasis de este
tipo celular (Che et al., 2015). Por lo tanto, estos procesos no solo se encargan de
compensar el dafio y la eliminacién de mitocondrias dafiadas, sino que ademas
puede ser un evento que ayude a la célula cancerigena a migrar e invadir,
proporcionandole ATP en lugares donde la célula lo requiera (Zhao et al., 2013). A
pesar de que los eventos de fision y fusion mitocondrial estan involucrados en
mantener un equilibrio de mitocondrias dafiadas (por fusion) o eliminarlas (por
fisidn), estos eventos dependen de otros procesos, como la biogénesis mitocondrial
y la mitofagia, con el fin de eliminar las mitocondrias dafiadas y compensar esta
eliminacién restableciendo la masa mitocondrial. Estos procesos se describen a

continuacion.

2.2.3 Biogénesis mitocondrial

La biogénesis mitocondrial se puede definir como el crecimiento y la division
de mitocondrias preexistentes que tienen su propio genoma Yy pueden
autorreplicarse. Las proteinas mitocondriales estan codificadas por los genomas
nuclear y mitocondrial (Jornayvaz & Shulman, 2010). EI ADN mitocondrial (ADNmt)
es una molécula circular de ADN que tiene su propio sistema de
transcripcion/traducciéon, con 2 genes de ARN ribosémico (ARNr) y 22 genes de
ARN de transferencia (ARNt), y que codifica para 13 subunidades proteicas de la
cadena transportadora de electrones (7 proteinas del complejo I, 1 proteina del
complejo lll, 3 proteinas del complejo IV y 2 proteinas del complejo V) (Calvo &
Mootha, 2010). Tiene una region no codificante, el D-loop, que contiene el origen de

la replicacion del ADNmt y el sitio de iniciacidén de la transcripcién (Clayton, 2000).

El regulador maestro de la biogénesis mitocondrial es la proteina PGC-1a
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1 alpha) (Gureev et
al., 2019; Piantadosi & Suliman, 2006; Scarpulla, 2011). Este es un coactivador
transcripcional que cuando se trasloca al ndcleo puede activar a los factores

respiratorios nucleares 1y 2 (NRF1y NRF2), los cuales regulan la expresion de las
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subunidades de la ETC codificadas por el genoma nuclear y se unen a los
promotores de genes involucrados en la transcripcion (Gureev et al., 2019;
Piantadosi & Suliman, 2006; Scarpulla, 2011). PGC-1a puede ser regulado tanto a
nivel transcripcional como post-traduccional (Fernandez-Marcos & Auwerx, 2011).
La proteina quinasa A (PKA) activa a CREB (CAMP responsive element binding
protein 1) aumentando la expresion de PGC-1a (Herzig S et al., 2001). p38 MAPK
es otro factor que regula la expresiéon de PGC-1a (Gureev et al., 2019). En el caso
de las modificaciones post-traduccionales, se ha descrito que PGC1-a puede ser
regulado por fosforilacion, en donde, dependiendo del sitio de fosforilacion, puede
activar (serina 538 o treonina 177) o inhibir su funcion (serina 570) (Chenxia Hu et
al.,, 2017; Ja et al., 2007); por ubiquitinacion, mediante su degradacion por el
proteasoma (Olson et al., 2008); por acetilacion, en donde se ha observado tener
un efecto inhibitorio (Canté et al., 2009; El-Khamisy et al., 2005; Gerhart-Hines et

al., 2007), entre otros.

PGC1-a no solo esta involucrado en la biogénesis mitocondrial, sino que
ademas regula genes asociados a la respuesta antioxidante. Se ha visto que puede
aumentar los niveles de las enzimas superdoxido dismutasa manganeso
(MnSOD/SOD2), catalasa, peroxiredoxina 5 y 3 (Prx5 y Prx3) y tiorredoxina
reductasa 2 (TRXR) (Valle et al., 2005). También se ha observado en células de
cancer de melanoma una sobreexpresion de PGC1-a, un aumento en el
metabolismo energético mitocondrial y un aumento en la respuesta antioxidante que
permite que las células sobrevivan bajo condiciones de estrés oxidativo (Vazquez
et al., 2013).

2.2.4 Mitofagia
La mitofagia es un proceso celular que elimina selectivamente las
mitocondrias dafiadas a través del secuestro de las mitocondrias para su posterior

degradacion lisosomal (K. Ma et al., 2020).

En células de mamiferos, la via mas estudiada es la que involucra a la
proteina quinasa 1 inducida por PTEN (PINK1) y a la ubiquitina E3 ligasa Parkina.

En condiciones fisiolégicas y con potencial de membrana mitocondrial normal,
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PINK1 es importada y proteolizada en la membrana interna mitocondrial por la
proteasa presenilina asociada a romboidal (PARL) y por la peptidasa de
procesamiento mitocondrial (MPP) en la matriz mitocondrial. Luego es retro
translocada al citosol para ser degradada por el proteasoma (Vives-Bauza et al.,
2010). Por otro lado, cuando la mitocondria se encuentra con el potencial de
membrana (AWYm) disminuido, PINK1 se estabiliza, permaneciendo localizada en
la membrana mitocondrial externa. El dominio con actividad quinasa, que se
encuentra ubicado hacia el citoplasma, fosforila a Parkina en la serina 65,
promoviendo su translocacion desde el citosol a la membrana externa de la
mitocondria (Ashrafi & Schwarz, 2013). Luego, Parkina ubiquitina proteinas de la
membrana externa mitocondrial, como MFN1 y MFN2, causando su degradacion
por el proteasoma (Ashrafi & Schwarz, 2013). Esta pérdida de las mitofusinas
conduce al aumento de la fragmentacién mitocondrial, en donde Parkina continda
ubiquitinando otros sustratos de la membrana externa mitocondrial que son
reconocidos por el receptor de autofagia p62 (Ashrafi & Schwarz, 2013). Los
receptores de mitofagia se caracterizan por la presencia de al menos una region de
interaccién con LC3 (LIR), que puede unirse directamente al mediador de autofagia
LC3 para reclutar aufagosomas a las mitocondrias dafiadas, que luego se fusionan
con el lisosoma donde la mitocondria finalmente se degrada (Kane et al., 2014;
Padman et al., 2019; Rogov et al., 2017; Terradas et al., 2021).

En resumen, los organelos dentro de las células estan en constante
comunicacion. Esta comunicacién depende de diversos actores moleculares, como
las proteinas. Dentro de la comunicacion AG-mitocondria, se desconoce cudl podria
ser su funcion y qué proteinas podrian estar participando. En esta tesis se propone
a la proteina GOLPH3 como una proteina clave en la comunicacion AG-mitocondria
y para la funcion de esta. Primero hablaremos de las caracteristicas generales de
esta proteina y después antecedentes que muestran a GOLPH3 como una buena

candidata para esta comunicaciéon AG-mitocondria.
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2.3 GOLPH3

GOLPH3 ha sido descrita como una proteina periférica del AG, pero que
ademas se encuentra localizada en el citosol (Snyder et al., 2006; Wu et al., 2000).
Se postula que su localizacién en el trans-Golgi se debe a la interaccion de ciertos
residuos aminoacidos de GOLPH3 con los fosfatos del PI4P (Figura 1), lipido que
se encuentra enriquecido en el trans-Golgi (Wood et al., 2009). Los estudios han
demostrado que al mutar estos residuos, de arginina 90 a leucina (R90L) y arginina
171 a alanina en conjunto con arginina 174 a leucina (R171A/R174L), se pierde la
localizacion de GOLPH3 en el AG, localizando a GOLPHS3 solo en el citosol (Dippold
et al., 2009).

GOLPH3 se encuentra sobreexpresada en muchos tipos de tumores,
incluyendo pulmén, préstata, mama, entre otros (Hua et al., 2012; Kunigou et al.,
2011; Lietal., 2011; Y. Ma et al., 2014; Peng et al., 2014; Sechi et al., n.d.; Tang et
al., 2018; L. J. Zhang et al., 2014). En los seres humanos, el gen que codifica para
GOLPH3 se encuentra en el cromosoma 5p13 en una region que se amplifica en
muchos tipos de tumores. En pacientes con cancer, los niveles de expresion de
GOLPH3 se correlacionan con un pobre prondstico (Xue et al., 2014). Ademas, se
ha visto que el knock-down de GOLPHS3 en distintas lineas celulares de cancer
disminuye el crecimiento de las células, disminuyendo la proliferacion celular en
células que sobreexpresan GOLPH3, y que su sobreexpresion genera la
transformaciéon de lineas celulares primarias que poseen una baja expresiéon de
GOLPH3, potenciando la proliferacién, el crecimiento independiente de anclaje y
crecimiento tumoral del xenoinjerto (Scott et al., 2009). Por todo esto, GOLPH3 se
ha definido como una oncoproteina asociada al AG (Scott et al., 2009; Sechi et al.,
n.d.).

Hasta la fecha, la funcién especifica de GOLPH3 no estd completamente
dilucidada, pero se ha descrito que podria participar en el mantenimiento de la
estructura del AG (Dippold et al., 2009; Taft et al., 2013), en el mantenimiento de la
localizacion de algunas glicosiltransferasas localizadas en el AG (Ali et al., 2012;
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Isaji et al., 2014; Pereira et al., 2014), en el trafico anterégrado desde el AG hacia

la membrana plasmética (Dippold et al., 2009), entre otras funciones.
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GOLPH3-WT

GOLPH3-R90L GOLPH3 R171A/R174L

Figura 1. Potencial electrostatico de superficie de la estructura cristalografica
de GOLPH3 (codigo pdb 3KN1) y los mutantes R90L y R171A/R174L obtenida

através del programa Pymol.

El marco muestra el posible sitio de interaccién de ciertos residuos basicos de
aminoacidos de GOLPH3 (R90, R171/R174) con el PI4P del trans-Golgi y cémo
cambia su basicidad cuando estos residuos son mutados por lisina (L) o alanina (A).

En rojo: aminoacidos &cidos; en azul: aminoacidos basicos.
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Un estudio mostr6 en diferentes lineas celulares de cancer de mama
utilizando ensayos de recuperacion de fluorescencia después de
fotoblanqueamiento (FRAP) que GOLPH3 es una proteina altamente dinamica que
cicla entre el trans-Golgi y el citosol (Tenorio et al., 2016). Hasta la fecha, la funcion
de GOLPH3 en el citosol se desconoce, pero se han descrito diversas interacciones
de GOLPH3 con proteinas citosélicas, como con prohibitina 1y 2 (PHB1 y PHB2)
(Wang et al., 2021).

2.3.1 GOLPH3: s conexidon entre AG y mitocondria?

Aunque GOLPHS3 es una proteina periférica del AG y que posee un pool
citosolico (Dippold et al., 2009; Snyder et al., 2006; Wu et al., 2000), se le ha
atribuido un efecto sobre las mitocondrias. En 2005, Nakashima y sus colaboradores
demostraron que el knock-down de GOLPH3 en células HelLa genera una
disminucion de la masa mitocondrial. Por el contrario, al sobreexpresar GOLPH3 la
masa mitocondrial aumenta. Esto fue observado mediante incubaciones con
marcadores mitocondriales utilizando microscopia de fluorescencia y microscopia
electrénica. Los autores concluyen que GOLPH3 esté involucrado en la sintesis de
cardiolipina, un lipido especifico de las mitocondrias (Nakashima-Kamimura et al.,
2005). Sin embargo, los autores no estudiaron si la reduccion en la expresion de
GOLPH3 podria estar alterando la funcién bioenergética u otra funcion mitocondrial.
Tampoco se estudid qué pasaria en ausencia de GOLPH3, si tuviese otras
funciones relacionadas con la morfologia mitocondrial o la bioenergética, o si esto

estuviese ocurriendo en otras lineas celulares.

Ademas, otro estudio relaciona al AG con las mitocondrias, donde vesiculas
enriguecidas de PI4P provenientes del trans-Golgi se localizan en sitios de fision
marcados por DRP1 (Nagashima et al., 2020). La funcion que tendrian estas

vesiculas en la fision mitocondrial no esta clara, pero podria ser que durante la fision
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se necesite de PI4P, o que PI4P sea llevado para traer otras proteinas efectoras
hacia la fisibn mitocondrial. Tomando en cuenta que GOLPH3 interacciona con P14P
del trans-Golgi, podria ser un candidato para ser llevado hacia los sitios de fisién

mitocondrial, y cumplir alguna funcion.

2.4 Propuesta de investigacion

En base alos antecedentes que sugieren que GOLPH3 podria tener un papel
en las mitocondrias en células HelLa, y en base a que hasta la fecha hay muy pocos
estudios que relacionan a GOLPH3 con las mitocondrias, desconociéndose los
mecanismos e interactores que podrian estar mediando esta comunicacion, se
generd la pregunta de ¢qué pasaria con las mitocondrias en una linea celular
depletada (knock-out) de GOLPH3?: ¢se veran afectadas la funcion bioenergética
de las mitocondrias y la morfologia de la red mitocondrial en ausencia de GOLPH3?.
Responder estas preguntas podria sugerirnos un posible mecanismo por el cual

GOLPH3 regula la estructura y funcién de las mitocondrias.

Como GOLPHS3 es una proteina que recicla entre el AG y el citosol, y se
desconoce cudl pool es el que podria tener una funcion en las mitocondrias, ademas
surge la pregunta de ¢ qué pasaria con la funcion y morfologia de las mitocondrias

localizando a GOLPH3 solo en el citosol?
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A partir de estas preguntas se gener6 la siguiente hipotesis:

2.4.1 Hipdtesis

“GOLPH3 y su distribucion entre el AG y el citosol controlan la morfologia y

funcién de las mitocondrias”

2.4.2 Objetivo general

Estudiar la contribucion de GOLPH3 a la morfologia y funcion mitocondrial

2.4.3 Objetivos especificos

1- Determinar el efecto de la ausencia de GOLPH3 sobre la morfologia y funcion de

las mitocondrias.

2- Determinar la contribucion del pool citosolico de GOLPH3 en la morfologia y

funcién de las mitocondrias.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: raton anti-B-Actina (sc-
47778, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, EE.UU, dilucién 1:5000 para
western blot), raton anti-DRP1 (sc-271583, Santa Cruz Biotechnology, Inc, dilucién
1:1000 usada para western blot), conejo anti-Fosfo-DRP1 (Ser-616, D9A1,
#4494,Cell Signaling, dilucién 1:1000 usada para western blot), raton anti-MFN1 (D-
10, sc-166644, Santa Cruz Biotechnology, Inc, dilucién 1:1000 usada para western
blot), raton anti-PINK1 (C-3, sc-518052, Santa Cruz Biotechnology, Inc, dilucién
1:1000 usada para western blot), raton anti-PGC1-a (4A8, sc-517380, Santa Cruz
Biotechnology, Inc, dilucion 1:1000 usada para western blot) y raton anti-TOM20 (F-
10, sc-17764, Santa Cruz Biotechnology, Inc, dilucién 1:500 usada para western
blot). Se utilizaron los siguientes anticuerpos policlonales: conejo anti-GOLPHS3
(Abcam; #ab98023, dilucion 1:1000 usada para western blot y 1:500 para
inmunofluorescencia), conejo anti-OPAL1 (PA1-16991, Thermo Scientific, Waltham,
MA, EE. UU, dilucién 1:1000 usada para western blot), conejo anti-MFN1 (H-65) (sc-
50330, Santa Cruz Biotechnology, Inc, dilucién 1:1000 usada para western blot),
conejo anti-LC3A/B (#4108, Cell Signaling, dilucién 1:1000 usada para western
blot). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron conejo conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP) (Prod #31460, Invitrogen, dilucion 1:5000), raton
conjugado con HRP (Prod #31430, Invitrogen, dilucién 1:5000). Los anticuerpos
secundarios utilizados para inmunofluorescencia fueron Alexa conjugados con
fluoréforos (Alexa-488, Alexa-555 y Alexa-594), obtenidos de Thermo Fisher
Scientific.
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3.2 Cultivo celular

Se utilizé la linea celular de cancer de mama triple negativo MDA-MB-
231 cultivada en medio Eagle modificado por Dulbecco: Nutrient Mixture F-12 (D-
MEM/F-12, REF 12400-016, Gibco), suplementado con 10% (vol/vol) de suero fetal
bovino (Biowest, South America, S1810-500-B) inactivado a 55 °C por 20 minutos,
y suplementado con 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina (Pen-
Strep, 15140-122, Gibco), en una incubadora con ambiente himedo y 5% (v/v) de
COz2a 37 °C.

3.3 Generacion de lineas celulares estables utilizando particulas lentivirales

Antes de la produccién de las particulas lentivirales, se realizo el
subclonamiento del ADN complementario (ADNc) de las variantes de GOLPH3
desde los vectores pEGFP-GOLPH3-WT (Tenorio et al., 2016) y pEGFP-GOLPHS3-
R90L (generado por mutageénesis sitio dirigida a partir de pPEGFP-GOLPH3-WT) al
vector lentiviral pLVX-IRES-PURO, utilizando los sitios de restriccion entre Sall y
EcoRI, generando los vectores pLVX-IRES-PURO-GOLPH3-WT y pLVX-IRES-
PURO-GOLPH3-R90L, respectivamente. El subclonamiento se verific6 mediante
secuenciacion con el equipo ABI PRISM 3500 xI Applied Biosystems (Unidad de
secuenciaciéon Pontificia Universidad Catolica de Chile). A la empresa GenScript
Biotech Corporation (Nueva Jersey, Estados Unidos) se le solicitd la mutagénesis
sitio dirigida del vector pLVX-IRES-PURO-GOLPH3-WT para generar el vector
pLVX-IRES-PURO-GOLPH3-R171A/R174L.

La produccion de particulas lentivirales se realizé en colaboracion con el
laboratorio del Dr. Manuel Varas (Laboratorio de biologia celular del cancer,
CEBICEM, Universidad San Sebastian). El primer dia se sembraron 3x10° células
HEK293T en una placa de 100 mm en medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM 1X REF 10-013-CM, Corning), suplementado con 10% de suero fetal
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bovino, 0.1 mM de aminoéacidos no esenciales (MEM, NEAA, REF 11140-050,
Gibco), 1% de pen-strep y 500 pg/ml de geneticina (REF 10131-035, Gibco). Las
células se dejaron crecer en una incubadora con 5% (v/v) CO2 a 37 °C. Al dia
siguiente se cambi6 el medio por medio fresco y después de 4 horas se inicio la
transfeccion con cloruro de calcio 0.25 M, tampén HBS 2X (HEPES 50 mM, NaCl
280 mM, KCI 10 mM, Na2HPO4 1,5 mM, dextrosa 12 mM, pH 7.1). Los vectores
transfectados fueron los siguientes: 8 ug del vector de transferencia de genes
pLVX-IRES-PURO vacio, 8 ug de pLVX-IRES-PURO-GOLPH3-WT, 8 ug de pLVX-
IRES-PURO-GOLPH3-R90L, o 8 puyg de pLVX-IRES-PURO-GOLPH3-
R171A/R174L, 4 pg del vector de envoltura pCMV-VSVG y 8 ug del vector de
empaquetamiento pSPAX2. Después de 17 horas de la transfeccion, los medios
celulares fueron reemplazados por Opti-MEM fresco (REF 31985-070, gibco) sin
suero y con pen-strep al 1%. Después de 60 horas de la transfeccion, el medio que
contenia las particulas lentivirales se cosechd y centrifugd a 1000 rpm (centrifuga
KUBOTA 5400, rotor RS-720) durante 5 minutos. El sobrenadante se filtro a través
de filtros de pirinola de 0.45 um. Finalmente, las particulas lentivirales se
concentraron por ultracentrifugacién a 100000 x g (rotor P28S) durante 1.5 horas
a 4 °C en centrifuga orbital P28S Hitachi. Las particulas lentivirales fueron
resuspendidas en medio RPMI-1640 (Cat N° SH30255.02, Hyclone) sin suero ni
antibidticos, y se dejaron en agitacion en un rotor orbital a 4 °C durante al menos
2 horas. Las particulas lentivirales fueron tituladas determinando el titulo lentiviral

mediante la limitacién del recuento de dilucién de colonias.

Luego, células depletadas de GOLPH3 mediante Crispr-Cas9 (MDA-MB-
231-GOLPH3-KO), que fueron generadas previamente (Cavieres et al., manuscrito
en preparacion), fueron transducidas con las diferentes particulas lentivirales
producidas. Después de 48 horas, el medio se cambié a medio D-MEM/F-12
suplementado como se menciond anteriormente. Las células se seleccionaron
manteniéndose con puromicina 2 yg/ml. De esta forma se obtuvieron las lineas
estables del control, que corresponde al vector vacio MDA-MB-231-KO-LV-vacio
(LV-vacio), MDA-MB-231-KO-LV-GOLPH3-WT (LV-WT), MDA-MB-231-KO-LV-
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GOLPH3-R90L (LV-R90L) y MDA-MB-231-KO-LV-GOLPH3-R171A/R174L (LV-
DM).

3.4 Extractos de proteinas, SDS-PAGE, western blot y andlisis de cuantificacién

densitométrica.

Las células fueron lavadas 3 veces con solucion de tampoén de fosfato
salino (PBS) frio y fueron lisaron en tampon Tritdn (Tris 50 mM, NaClz 150 mM,
EDTA 1 mMy Tritdn X-100 1%, pH 7.5) suplementado con un céctel de inhibidores
de proteasa (numero de catalogo 78429, Thermo Fisher Scientific) e inhibidores de
fosfatasas (NaF 1 mM, Na2P2071 mM y NasVOs 1 mM). Los extractos fueron
centrifugados a 4 °C durante 20 minutos a 14.000 x g. Los sobrenadantes fueron
recolectados y se cuantificé la concentracion de proteina utilizando el kit de ensayo
de proteinas BCA (cat #23225, Thermo Fisher Scientific). Los extractos de proteinas
fueron desnaturalizados a 95 °C durante 5 minutos y se resolvieron mediante SDS-
PAGE, seguido de western blot en membranas de PVDF o nitrocelulosa.
Finalmente, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios durante
toda la noche a 4 °C, después las membranas fueron lavadas 3 veces con PBS 1X
con Tween-20 0.1%, e incubadas con anticuerpos secundarios por 1 hora. Luego,
fueron visualizadas utilizando el kit ECL (sustrato Luminata Forte Western GRP,
Millipore). Las bandas de proteinas fueron cuantificadas utilizando la versién 1.53
del software Image J. Para cada condicion la cuantificacion se hizo a partir de al
menos tres experimentos independientes para garantizar un analisis estadistico

adecuado.

28



3.5 Mediciéon de la concentracion de ATP

La concentracion de ATP fue medida con un kit de ensayo de
bioluminiscencia de luciferina/luciferasa (kit de determinacion de ATP # A22066,
Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific) como se describié anteriormente (Jara
et al., 2018). La cantidad de ATP en cada muestra se calcul6 a partir de curvas

estandar y se normalizo a la concentracion total de proteinas.

3.6 Mediciéon de la produccion de ATP

Las lineas celulares fueron homogeneizadas con tampon MSH (manitol 230
mM, sacarosa 70 mM, HEPES 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4) suplementado con
inhibidores de fosfatasas y un coctel de inhibidores de proteasas (numero de
catalogo 78429, Thermo Fisher Scientific). Los lisados fueron obtenidos como se
describid en Torres et al., 2021 (Torres et al., 2021). Luego, la fraccidén enriquecida
de mitocondrias fue incubada con los sustratos oxidativos piruvato 5 mM y malato
2.5 mM y se evalud en el sobrenadante como se describié en Torres et al., 2021
(Torres et al., 2021) utlizando un kit de ensayo de bioluminiscencia
luciferina/luciferasa (kit de determinacion de ATP N°. A22066, Molecular Probes,

Invitrogen).

3.7 Mediciéon del contenido de ROS celular

El contenido de ROS se midi6 utilizando CM-H2DCFDA 2.5 yM (DCF)
(longitud de onda de excitacion 485 nm, y longitud de onda de emision 530 nm) en
el lector de placas Synergy HTX multi-mode reader, Biotek como ha sido descrito
anteriormente (Olesen et al., 2020). Se analiz6 la fluorescencia méxima de cada

muestra restando la fluorescencia obtenida de la muestra en blanco.
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3.8 Morfologia mitocondrial

Se realiz6 un ensayo de inmunofluorescencia indirecta, lavando las células
crecidas en cubreobjetos de vidrio 3 veces con PBS que contenia CaClz 0.1
mM (calcium chloride solution 1 M, 21225-100ML, Sigma) y MgCl21 mM (MgClz 1
M AM9530G, invitrogen) (CM). Las células se fijaron por 1 hora con
paraformaldehido al 4% (Paraformaldehyde 16%, Electron Microscopy Sciences,
Cat #15710). Las células se lavaron 3 veces con PBS-CM, se permeabilizaron con
Triton X-100 al 0,3% durante 15 minutos y se bloquearon con gelatina al 0.5% en
PBS-CM durante 10 minutos. Se utilizé el anticuerpo primario anti-TOM20 (dilucién
1:500) durante 1 hora y secundario durante 30 minutos (dilucién 1:500, anti-mouse
Alexa 488). Los cubreobjetos de vidrio se montaron sobre portaobjetos de vidrio con

medio de montaje fluoromount-G (Cat #17984-25, Electron Microscopy Sciences).

Para analizar las zonas donde se localizan las mitocondrias, se cuantificé la
zona perinuclear y central de al menos 40 células mediante el programa ImageJ.
Para esto, se hicieron distintos circulos que comenzaron desde el nucleo, luego otro
circulo en la zona perinuclear y finalmente otro circulo en la periferia (considerado
zona central). Se obtuvo la intensidad de fluorescencia (RawIntDen) de cada circulo
gue posteriormente fue restada para cada circulo, con el fin de obtener solo la

intensidad de fluorescencia correspondiente a cada zona.

Para el andlisis de morfologia mitocondrial, las imagenes se obtuvieron en
16 bits en z-stack con un microscopio confocal Leica TCS SP8. La intensidad de
fluorescencia de las imagenes fue cuantificada utilizando el plugin 3D Object
Counter de Image J, version 1.53f51v (Wayne Rasband, NIH, http://imagej.nih.gov).
El volumen de mitocondrias (um?) y el nimero de objetos (equivalente al nimero de
mitocondrias por célula) se obtuvieron de al menos 20 células con el protocolo
obtenido de Parra y sus colaboradores (Parra et al., 2008). El nimero y el volumen

de cada mitocondria fue normalizado con el area de cada célula.
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3.9 Maediciéon de los niveles de la proteina PINK1 relacionada con la mitofagia

Para la medicién de la mitofagia, se realizdé el ensayo de western blot
siguiendo el protocolo antes mencionado, pero correlacionando los niveles de
PINK1 y LC3I/LC3Il. Como control para inducir la mitofagia, se
utilizé carbonilcianido-p-trifluorometoxifenilhidrazona 10 yM (FCCP, C2920-10MG,
Sigma) durante 3 horas, y para detener el flujo de autofagia se utilizé bafilomicina
Al (sc-201550, Santa Cruz Biotechnology) durante 1 hora.

Las bandas de proteinas fueron cuantificadas utilizando ImageJ (version
software 1.53). Las cuantificaciones se realizaron a partir de al menos tres

experimentos independientes para garantizar un analisis estadistico adecuado.

3.10 Mediciones de masa y ADN mitocondrial

De cada linea celular se obtuvo una fraccién enriquecida en mitocondria a
partir de dos placas de 100 mm al 90% de confluencia. Las células se lisaron con
buffer MSH suplementado con un coctel de inhibidores de fosfatasas y un céctel de
inhibidores de proteasas mencionados previamente. Se obtuvo una
fraccion mitocondrial como se describio previamente. Para medir la masa
mitocondrial, 30 ug de la fraccién enriquecida en mitocondrias fueron incubados con
MitoTracker™ Green FM (REF M7514, Invitrogen) por 30 minutos a 37 °C, y luego
se midio la intensidad de fluorescencia utilizando el lector de placas Synergy HTX
multi-mode reader, Biotek, utilizando una longitud de onda de excitacion de 485 nm
y una longitud de onda de emisiobn de 528 nm. Para la medicion del ADN
mitocondrial, 10 ug de la fraccién enriquecida en mitocondrias fueron incubados por
5 minutos a temperatura ambiente con PicoGreen (N° catdlogo: P11496, Thermo
Scientific), y la fluorescencia (excitacion 485 nm y emision 528 nm) se midi6 en el

lector de placas Synergy HTX multi-mode reader, Biotek.
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3.11 Analisis cualitativo de mitocondrias mediante microscopia electronica de

transmision (MET).

Las lineas celulares se prepararon segun procedimientos estandarizados
del centro de microscopia electrénica de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Pontificia Universidad Catodlica de Chile, Santiago, Chile. Las células de las distintas
lineas celulares fueron crecidas en placas de 60 mm hasta llegar a una confluencia
del 80%. Luego fueron lavadas con PBS 1X y tratadas con 1 ml del fijador
glutaraldehido 3% para luego ser centrifugadas a 600 x g por 10 min a 4 °C. Luego
fueron fijadas con tetréxido de osmio al 1% en tampon cacodilato durante 90 min a
temperatura ambiente. A continuacion, los cortes se trataron con acetato de uranilo
acuoso al 1%, se deshidrataron en acetona y se incluyeron en resina Epon.
Finalmente, las secciones ultrafinas se colocaron en rejillas de cobre para
microscopia electronica, se tifieron con acetato de uranilo y se examinaron en un
microscopio electrénico de transmision Phillips Tecnai 12 (Philips Electron Optics,
Holanda) a 80 kV. Todo esto fue realizado de acuerdo a los protocolos de la facility

de la Unidad de Microscopia avanzada de la Universidad Catdlica de Chile.

3.12 Medicidn de consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno se midié a partir de 5x10° células contadas en una
camara de Neubauer. Las células fueron incubadas con los sustratos oxidativos
piruvato 5 mM y malato 2.5 mM. Se utiliz6 un kit para medir consumo de oxigeno
(Extracellular Oxygen Consumption Assay, ab197243, Abcam), el cual posee un
compuesto fluorescente que al estar en contacto con el oxigeno apaga su sefial.
Finalmente, se aflade una capa de aceite en la parte superior de la placa para limitar
la difusion de oxigeno. Longitud de onda de excitacién 280-360 nm y de emisién
630-680 nm.
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3.13 Ensayo de live cell imaging

Células HelLa fueron crecidas en placas Mat Tek de live cell imaging. Al
otro dia, los vectores GFP-GOLPH3-WT y YFP-DRP1 fueron transfectados con
Lipofectamina 2000 siguiendo las recomendaciones del fabricante. Después de 16
horas, las células fueron incubadas con Mitotracker rojo lejano no sensible a
potencial por 20 minutos a 37°C, y visualizadas en un microscopio confocal Leica
TCS SP8. Se realizaron 103 videos con al menos 300 fotos cada uno tomadas cada
0.8 segundos. Los videos fueron deconvolucionados con el programa Huygens

Essential y visualizados con ImageJ.

3.14 Analisis estadistico

Todos los analisis de los datos fueron realizados en GraphPad Prisma 8,
version 8.2.1 (San Diego, CA, USA). Los resultados fueron representados en
graficos con la media = error estandar de la media (SEM). La significancia
estadistica de la comparacion de datos fue realizada con T de Student, o con
ANOVA de una o dos vias. Valores de P <0.05 (*), P <0.01 (**), P <0.001 (***) fueron

considerados estadisticamente significativos y se indican en cada figura.
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4 RESULTADOS

4.1 GOLPH3 vy su posible participacion en la fision mitocondrial

Como Nakashima y sus colaboradores observaron que los niveles de
GOLPH3 afectan la masa mitocondrial (Nakashima-Kamimura et al., 2005), nos
preguntamos si GOLPH3 podria influenciar directamente la funcion de la
mitocondria. Antecedentes de la literatura han evidenciado que vesiculas
provenientes del AG que contienen PI4P participan en los eventos de fision
mitocondrial (Nagashima et al., 2020). Como GOLPH3 es una proteina que se une
a Pl4P, decidimos estudiar si GOLPH3 también podria participar en estos eventos.
Para esto, realizamos analisis de videomicroscopia de fluorescencia en células
vivas. Sorprendentemente, células HelLa transfectadas con GFP-GOLPH3 y YFP-
DRP1, utilizado este ultimo para marcar sitios de fisibn mitocondrial, mostraron
estructuras vesiculares conteniendo GFP-GOLPH3 localizarse en sitios marcados
previamente por YFP-DRP1 donde subsecuentemente observamos fision
mitocondrial (Figura 2). En el tiempo inicial de la videomicroscopia mostrada en la
Figura 2 se observé la aparicion de YFP-DRPL1 en el sitio donde va a ocurrir el
evento de fision, pero no se observo la presencia de GFP-GOLPH3. Pasados 0,8
segundos se observo la presencia de una estructura vesicular conteniendo GFP-
GOLPH3 en el sitio de fision, colocalizando con YFP-DRP1, y posteriormente con
las mitocondrias a los 4 segundos, antes de que ocurra la fision. Ya a los 5,6
segundos ocurrié la fisibn mitocondrial, aun estando localizado GFP-GOLPH3 y
YFP-DRP1 en la zona de fision. Finalmente, desde los 7,2 segundos en adelante,
se observo la deslocalizacion de GFP-GOLPHS3 y posteriormente de YFP-DRP1,
cuando ya la mitocondria estaba fisionada. En 85 videos analizados se encontraron
184 eventos de fision. De estos, en el 21% se observé a GFP-GOLPHS3 presente en
los sitios de fision mitocondrial (38 eventos). Por lo tanto, estos resultados sugieren
gue GOLPHS3 podria tener una funcién en alguna etapa de la fision mitocondrial,

después de la llegada de DRP1, como por ejemplo ayudando a generar la

34



constriccion del tubulo, en conjunto con DRP1. Se requieren estudios adicionales

para dilucidar su funcion.
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Figura 2. GFP-GOLPH3 se localiza en los sitios de fision mitocondrial después
de la llegada de YFP-DRP1. Ensayo de video microscopia de fluorescencia en
células HelLa vivas. Se observa con un aumento de 2X a partir de laimagen obtenida
a distintos tiempos de células que expresan transientemente GFP-GOLPH3 y YFP-
DRP1, y mitocondrias incubadas con Mitotracker Deep red. Flecha azul: evento de
fision; flecha blanca: seguimiento de GFP-GOLPH3 y de YFP-DRP1; flecha morada:
colocalizacion de YFP-DRP1 con GFP-GOLPHS3.
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Como el resultado anterior sugiere que GOLPH3 podria estar involucrado en
los eventos de fisibn mitocondrial, nos preguntamos qué pasaria con la red y la
funcién mitocondrial en una linea celular depletada de GOLPH3. Por lo tanto, el
primer objetivo de esta tesis fue “Determinar el efecto de la ausencia de GOLPH3
sobre la morfologia y funcion de las mitocondrias”. Se utilizaron las lineas celulares
de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231 wild-type (MDA-WT) y MDA-MB-
231 depletadas de GOLPH3 (MDA-GOLPH3-KO) generadas previamente en el
laboratorio por la metodologia de edicion genética utilizando el sistema CRISPR-

Cas9 (Cavieres et al., manuscrito en preparacion).

Antecedentes previos han evidenciado que el knock-down (KD) de GOLPH3
provoca una disminucion en la masa mitocondrial de células HeLa (Nakashima-
Kamimura et al., 2005). Los autores sugieren que GOLPH3 podria regular la masa
mitocondrial a través de la regulacién de cardiolipina, un lipido especifico de la
membrana interna mitocondrial. En especifico, se observé que el silenciamiento de
GOLPH3 conduce a wuna disminucion de los niveles de cardiolipina,
correlacionandose con una reduccion de la masa mitocondrial (Nakashima-
Kamimura et al., 2005). Considerando que estos estudios se realizaron con una
linea celular knock-down (KD) para GOLPH3, se desconoce si el knock-out (KO) de
GOLPH3 podria tener un efecto en las mitocondrias. Por ello, en esta tesis se inici6
el estudio analizando las diferencias que pudieran existir en las mitocondrias de la
linea MDA-WT comparandolas con la linea MDA-GOLPH3-KO.
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42 La deplecibn de GOLPH3 en células MDA-MB-231 promueve la

fragmentacion de la red mitocondrial sin cambios proteicos asociados a

fision y fusion.

Como GOLPHS3 podria tener una funcién en la fisibn mitocondrial, se estudi6 si
un cambio en sus niveles de expresion podria alterar la red mitocondrial. Para
evaluar esta posibilidad, se utilizé la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231
depletada de GOLPH3 (MDA-GOLPH3-KO). Se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia indirecta utilizando un anticuerpo contra TOM20, una proteina
de la membrana externa mitocondrial (Yamano et al., 2008). En las células MDA-
WT observamos un patrén de red mitocondrial tubular interconectado (Figura 3A),
mientras que en las células MDA-GOLPH3-KO observamos una red mitocondrial
mas fragmentada y menos interconectada (Figura 3A). Se cuantifico la
fragmentacién mitocondrial con el plugin 3D counter del programa ImageJ, el cual
cuenta el numero de objetos y el volumen de cada uno (Figura 3B). Se tom6 como
criterio de fragmentacién aquellas mitocondrias en las que su volumen disminuye,
perdiendo la interconexion, generando un aumento en el numero de mitocondrias
(Parra et al., 2008). Se comparo el volumen (Figura 3C) y el numero de mitocondrias
(Figura 3D) entre las células MDA-WT y MDA-GOLPH3-KO. Se observé que las
mitocondrias de las células MDA-GOLPH3-KO tienen un 60% de disminucion del
volumen comparado con las mitocondrias de las células MDA-WT. Ademas, se
observo que las células depletadas de GOLPH3 poseen un aumento del 40% del
namero promedio de mitocondrias por célula comparado con las células MDA-WT.
Considerando que las células depletadas de GOLPH3 presentaron un mayor
numero de mitocondrias con un menor volumen, se sugiere que las mitocondrias de

estas células podrian estar mas fragmentadas.

Un aumento en la fragmentacién mitocondrial podria deberse a un
desbalance en los procesos de fision y fusion, principalmente por una disminucion
en la tasa de fusion mitocondrial (Twig & Shirihai, 2011). Considerando que en las

células MDA-GOLPH3-KO se observan mitocondrias mas fragmentadas, se evalué
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si la ausencia de GOLPH3 podria afectar los niveles de proteinas asociadas a fusion
y fision mitocondrial. Mediante ensayos de western blot no se observaron cambios
significativos en los niveles de MFN1, MFN2 y OPA1 (Figura 3E y F), todas proteinas
de la maquinaria de fusién mitocondrial. Tampoco se observaron cambios en los
niveles de DRP1 total y DRP1 fosforilado en la serina 616, la cual permite la
traslocacion de DRP1 desde el citosol hacia la membrana externa mitocondrial,
promoviendo la fisibn mitocondrial (Kashatus et al., 2015) (Figura 3G y H). Sin
embargo, que no existan cambios en los niveles de DRP1 no necesariamente
implica que no haya cambios en la fision mitocondrial, ya que otros estudios han
evidenciado fision mitocondrial sin aumento en sus niveles o su estado de
fosforilacion (Nagashima et al., 2020). Cabe descatar que la funcién de DRP1 puede
ser modulada por otros tipos de modificaciones post traduccionales, como la S-
nitrosilacion, ubiquitilacion y sumoilacion (Kar et al., 2017), e incluso, se ha
observado fisién mitocondrial independiente de esta proteina (Che et al., 2015). Por
lo tanto, nuestros resultados sugieren que GOLPH3 podria participar en la
regulacion de la red mitocondrial, posiblemente durante los eventos de fision
mitocondrial, por medio de un mecanismo que no afecta los niveles de las proteinas
DRP1, MFN1, MFN2 y OPAL.
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Figura 3. Células depletadas de GOLPH3 tienen una red mitocondrial con
menor volumen y mayor niamero de mitocondrias, pero sin cambios en los
niveles de proteinas de fision y fusion mitocondrial. (A) Ensayo de
inmunofluorescencia indirecta realizado en células MDA-WT y MDA-GOLPH3-KO
ocupando como marcador mitocondrial a TOM20. Las imagenes fueron tomadas en
z-stack, en donde se cuantificé con el plugin 3D counter con el programa ImajeJ (B).
(C) Cuantificacion del volumen mitocondrial, (D) del nUmero de mitocondrias con el
plugin 3D counter de ImageJ. Se realizaron 3 ensayos independientes en cada
condicion. Para cada linea se extrajeron proteinas totales, en donde se realiz6
posteriormente un ensayo de western blot. En (E y F) se muestran proteinas
relacionadas con la fusion mitocondrial y en (G y H), proteinas relacionadas con la
fisibn mitocondrial. Se realizaron 3 ensayos independientes en cada condicion.
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4.3 La ausencia de GOLPH3 en células MDA-MB-231 reduce la funcidn

bioenergética mitocondrial con un aumento de especies reactivas de

oxigeno.

Se ha evidenciado que cambios en la masa mitocondrial podrian cambiar la
funcién bioenergética mitocondrial. Por ejemplo, se ha observado que un aumento
en la masa mitocondrial aumenta significativamente la funcién bioenergética,
aumentando la produccion de ATP (Jeong et al., 2014). También se ha observado
gue en condiciones fisioldgicas, tanto la distribucion de las mitocondrias a lo largo
de la célula, como los eventos de fision y fusién mitocondrial estan relacionadas con
su actividad metabdlica (Jhun et al., 2018). Como en las células MDA-GOLPH3-KO
se observaron mitocondrias mas fragmentadas comparadas con las MDA-WT, nos
preguntamos si este cambio en la red mitocondrial podria disminuir la funcién
bioenergética. Para evaluar esto, primero se midié el potencial de membrana
mitocondrial realizando un ensayo en placa, incubando las células con
MitoTracker™ Red CMXRos, que es una version reducida del Mitotracker. Este
reactivo no es fluorescente, pero fluoresce cuando es oxidado, lo que ocurre cuando
la mitocondria esta funcional (Kholmukhamedov et al., 2013). En las células MDA-
GOLPH3-KO se observo una menor fluorescencia comparado con la linea MDA-WT
(Figura 4A). Esta disminucion en la fluorescencia indica que la ausencia de GOLPH3
gener6 una disminucion del potencial de membrana mitocondrial que fue
corroborado ademas con la sonda tetrametilrodamina éster etilico (TMRE), que es
ampliamente usada para medir potencial de membrana mitocondrial (4B) (Crowley
et al., 2016).

Como el potencial de membrana mitocondrial generado por las bombas de
protones es un componente esencial en el proceso de generacion de energia por la
fosforilacion oxidativa (Zorova et al., 2018), se analiz6 si la disminucion del potencial
de membrana mitocondrial causada por la deplecion de GOLPH3 generaba una
reduccion en el contenido de ATP. Se midio el contenido de ATP en un lisado celular

total. Se realiz6 un ensayo luminiscente utilizando la enzima luciferasa y luciferina
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como sustrato. Se observd una disminucion significativa en los niveles de ATP en
las células MDA-GOLPH3-KO de un 26% (74,0 + 29,5%), comparado con las células
MDA-WT (100,0 + 37,3%) (Figura 4C). Esta observacion sugiere que la ausencia de
GOLPHS3 podria causar una disminucion en la generacion de ATP mitocondrial, pero
considerando que el ATP no solo se produce en las mitocondrias, la reduccién en
los niveles de ATP observada en las células MDA-GOLPH3-KO también podria ser
consecuencia de una disminucién en la glicélisis (Mookerjee et al., 2017). Para
investigar si la disminucién en los niveles de ATP era al menos en parte dependiente
de la funciéon mitocondrial, se analizaron los niveles de ATP producidos a partir de
una fraccion enriquecida en mitocondrias, suplementada con los sustratos
oxidativos malato y piruvato utilizados en ensayos de respiracion mitocondrial
(Maruyama et al., 2013). El piruvato es descarboxilado en la matriz mitocondrial
produciendo acetil coenzima A, que es un sustrato del ciclo de Krebs, produciendo
NADH y FADH2. En el caso del malato, este es re-oxidado por la malato
deshidrogenasa en la matriz mitocondrial produciendo NADH. NADH y FADH:2 son
utilizados por la mitocondria para la produccion de ATP en la fosforilacion oxidativa
(Martinez-Reyes & Chandel, 2020). Se observé que la fraccién enriquecida de
mitocondrias obtenidas de células MDA-GOLPH3-KO presentan una disminucién
significativa en la produccion de ATP (73,6 + 12,4%), comparado con las MDA-WT
(100 = 12,5%) (Figura 4D), sugiriendo que la reduccion de ATP observada en los
extractos totales de las células MDA-GOLPH3-KO pudiera ser en parte

consecuencia de la disfuncién mitocondrial.

Un mal funcionamiento de la cadena transportadora de electrones evidenciado
por una disminucién en el contenido y produccién de ATP podria estar acompafiado
de un incremento en los niveles de ROS (Murphy, 2009). Por esto, se analiz6 el
contenido de ROS en células MDA-WT y MDA-GOLPH3-KO. Se utilizd6 2,7-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (CM-H2DCFDA), un reactivo que difunde
pasivamente dentro de la célula siendo retenido por la accion de esterasas
intracelulares (Karlsson et al., 2010). En condiciones basales el reactivo no es
fluorescente. Sin embargo, cuando hay generacion de ROS dentro de la célula

puede ser oxidado rdpidamente emitiendo fluorescencia y puede ser cuantificado
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por fluorimetria. El andlisis de fluorimetria mostré un aumento significativo de ROS
en las células MDA-GOLPH3-KO de un 60,5% (160,5 £ 20,9%), comparado con
células MDA-WT (100% + 38,8%) (Figura 4E), sugiriendo que la ausencia de
GOLPH3 genera un desbalance oxidativo que lleva a elevados niveles de ROS,
posiblemente por un incremento en la produccion de especies oxidantes en la
mitocondria o por una disminucion de las defensas antioxidantes. En conjunto, estos
resultados permiten concluir que la fragmentacion mitocondrial observada por la
deplecion de GOLPH3 se acompafia de mitocondrias disfuncionales debido en parte

a un mal funcionamiento de la cadena transportadora de electrones.
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Figura 4. Las células MDA-GOLPH3-KO presentan una disminucién en la
funcion bioenergética mitocondrial con un aumento de ROS. Para medir la
funcién bioenergética mitocondrial en células MDA-WT y MDA-GOLPH3-KO, se
midié en (A) el potencial de membrana mitocondrial mediante un ensayo en placa
de fluorescencia con Mitotracker red™ Red CMXRos (n=3), (B) el contenido de ATP
a partir de un extracto de proteinas totales mediante un ensayo de luminiscencia
(n=15), en (C) la produccion de ATP mediante un fraccionamiento enriquecido de
mitocondrias incubado con sustratos oxidativos (n=5) y (D) la medicién de ROS a
partir de un lisado total (n=4).
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Asi, la disminucion en la produccion de ATP, en conjunto con la disminucion del
potencial de membrana mitocondrial, podria sugerir la activacion de mecanismos

para eliminar estas mitocondrias dafiadas, como la mitofagia.

4.4 Células MDA-MB-231 depletadas de GOLPH3 presentan un aumento en los
niveles de PINK1.

Se ha descrito que una disminucion en el potencial de membrana mitocondrial
podria relacionarse con un incremento en la degradacion autofagica (Ren et al.,
2021). En base a esto, se analiz6 si existia un aumento de los niveles de quinasa 1
inducida por PTEN (PINK1) en células MDA-GOLPH3-KO, comparadas con las
MDA-WT. En condiciones basales cuando la mitofagia no esta activa, PINK1 se
degrada por el proteasoma. De lo contrario, cuando la mitofagia esta activa, PINK1
no se degrada, queda localizada en la membrana externa mitocondrial y fosforila a
Parkina, una E3 ubiquitina ligasa. Parkina ubiquitina proteinas de la membrana
externa mitocondrial que seran reconocidas por p62, un receptor de autofagia,
provocando la degradacion mitocondrial en el lisosoma (Jin & Youle, 2012). Se
observé un aumento significativo de los niveles de PINK1 en las células MDA-
GOLPH3-KO, comparadas con las células MDA-WT (Figura 5A y B). Se utilizé
FCCP como control positivo, ya que se ha observado en distintas lineas celulares
gue este compuesto induce selectivamente mitofagia (Ashrafi & Schwarz, 2013;
Vives-Bauza et al., 2010). Se observo que las células MDA-GOLPH3-KO tratadas
con FCCP, aumentaban ain mas sus niveles de PINK1 comparadas con las células
MDA-WT (Figura 5A y B). Ademas, al tratarlas con bafilomicina Al para inhibir el
flujo autofagico (Mauvezin, et al. 2015), PINK1 tuvo una tendencia a aumentar en
las células depletadas de GOLPH3, sin ser significativo; pero cuando fueron tratatas
con bafilomicina mas FCCP, las células MDA-GOLPH3-KO, mostraron un aumento
significativo de PINK1 comparado con las células MDA-WT. Estos resultados se
correlacionan con la acumulacion de LC3Il cuando las células fueron tratadas con

bafilomicina Al (Figura 5C). Por lo tanto, estos resultados muestran un aumento en
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los niveles basales de PINK1 en las células MDA-GOLPH3-KO comparadas con las
células MDA-WT, lo que sugiere una posible activaciéon de la mitofagia. Sin
embargo, faltan mas estudios para demostrar que esta activa la mitofagia y mas aun
el flujo mitogafico. Al respecto, se ha sugerido que la activacién de la mitofagia

podria activar otros mecanismos compensatorios, como la biogénesis mitocondrial.
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Figura 5. Células MDA-GOLPH3-KO presentan un cambio significativo en los
niveles de PINK1, comparadas con las MDA-WT. Para inhibir el flujo autofagico,
las células MDA-WT y MDA-GOLPH3-KO fueron tratadas con bafilomicina Al (el
cual es un inhibidor de la ATPasa vacuolar del lisosoma) por 3 horas y con FCCP
10 uM (para inducir mitofagia) por 4 horas de manera simultanea. Luego, se
extrajeron proteinas totales para posteriormente realizar un ensayo de western blot.
En (Ay B) se observan los niveles de PINK1, proteina clave en la mitofagia, con los
distintos tratamientos realizados y en (C) la tasa de LC3I/LC3II. La lipidacion de
LC3l a LC3Il se utilizar como marcador de autofagosomas. Se realizaron 3
experimentos independientes. La cuantificacion densitométrica de las bandas fue
realizada con el programa ImageJ.
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4 5Células MDA-MB-231 delecionadas de GOLPH3 presentan un aumento de los
niveles de PGC1-a sin cambios en la masa mitocondrial.

Se ha descrito que una disminucion en el potencial de membrana
mitocondrial y una activacion de la mitofagia podria acompafarse de un aumento
en la biogénesis mitocondrial como mecanismo compensatorio (Ren et al., 2021).
Por esta razoén, se estudio si la ausencia de GOLPH3 pudiese tener un impacto
sobre el coactivador del receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador de
peroxisomas (PGC1l-a). PGC1l-a es un coactivador transcripcional considerado el
regulador maestro de la biogénesis mitocondrial (Frey Halling & Pilegaard, 2020).
Para ello, se analizaron por western blot (WB) los niveles de la proteina PGC1-a.
Los analisis por WB mostraron un incremento significativo en los niveles de PGC1-
a en las células MDA-GOLPH3-KO del 85% (185,0% + 23,1%), respecto a las
células MDA-WT (100,0% + 33,7%) (Figura 6Ay B). Se ha sugerido que un aumento
en los niveles de PGC1-a se correlacionan con un incremento en su funcién como
coactivador transcripcional de genes relacionados con la biogénesis mitocondrial
(Ren etal., 2021). Por ello, se analiz6 si existia un aumento en la masa mitocondrial
y en el contenido de ADN mitocondrial en las células MDA-GOLPH3-KO. La masa
mitocondrial se analiz6é incubando una fraccion enriquecida de mitocondrias con la
sonda MitoTracker™ Green FM por 30 minutos y midiendo la fluorescencia en un
lector de placas Synergy HTX multi-mode reader, Biotek. No se observaron cambios
significativos en la masa mitocondrial en las células MDA-GOLPH3-KO, comparada
con las células MDA-WT (Figura 6C). Para medir el contenido de ADN mitocondrial,
se utilizé el marcador fluorescente PicoGreen, el cual posee una carga positiva que
interactua electrostaticamente con el grupo fosfato del ADN. A partir de un
fraccionamiento enriquecido de mitocondrias, estas fueron incubadas con
PicoGreen y finalmente la fluorescencia fue medida en un lector de placas Synergy
HTX multi-mode reader, Biotek. No se observaron diferencias significativas en el
contenido de ADN mitocondrial entre las células MDA-GOLPH3-KO vy las células
MDA-WT (Figura 6D). Por lo tanto, se puede concluir que el aumento de los niveles

proteicos de PGC1-a aparentemente no esta relacionado con un aumento de la
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masa mitocondrial. Como PGC1l-a también estimula la transcripcion génica
asociada a la respuesta antioxidante (Aquilano et al., 2013), el aumento de sus
niveles podria estar relacionado con esta funcién, ya que comparadas con las
células MDA-WT las células MDA-GOLPH3-KO poseen un aumento de ROS.

50



A B Niveles de PGC1-a

k4
,Z\
A o\3 © 2.0
e €T
\d @ > s
Q Q - 215
< < °F
% Q10 1
100 kDa—
“ W_pGCl-a = -
>2
=z 0.0 T
48kDa] sanashrnl MDA-WT  MDA-KO
—[B-actina
C Medicion de ADN mitocondrial D Medicién de masa mitocondrial
< 50000 e < 40000-
o
‘g = 40000 ) 3 2 ns
-8 5 - 30000- —
_g gsoooo— g -
g §2oooo- g § 20000
R R
€ 5 10000 Es 10000
é 0 T = 0 T
MDA-WT MDA-KO MDA-WT MDA-KO

Figura 6. Células MDA-GOLPH3-KO presentan un aumento en los niveles de
PGC1-a, sin cambios en la masa ni en la cantidad de ADN mitocondrial. Se
analizaron los niveles proteicos de PGC1-a mediante western blot (A), en donde se
observa un aumento significativo de los niveles de esta proteina en las células MDA-
GOLPH3-KO comparadas con las células MDA-WT (B). Para medir la masa vy el
ADN mitocondrial, se realiz6 un fraccionamiento enriquecido de mitocondrias en
células MDA-WT y MDA-GOLPH3-KO, y esta fraccion fue incubada en (C) con la
sonda PicoGreen para marcar ADN y en (D) con la sonda Mitotracker green para
marcar mitocondrias. La fluorescencia fue medida en un lector de placas. Se
realizaron al menos 3 experimentos independientes.
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Como resumen de este objetivo, se sugiere que GOLPH3 podria tener una
participacion directa en los eventos de fision, evidenciado por la llegada de este
hacia los sitios de fision y colocalizando con Drpl. Cabe destacar que no en todos
los eventos observados se observa a GOLPH3, por lo que se sugiere que otras
proteinas, a parte de GOLPH3 podrian estar ejerciendo similares funciones.
Ademas, la ausencia de GOLPH3 genera cambios en las mitocondrias,
observandose en células MDA-GOLPH3-KO mitocondrias con una disminucion en
la funcién bioenergética mitocondrial, indicada por una disminucion en el contenido
y produccion de ATP, y con un aumento en los niveles de ROS. Ademas, la red
mitocondrial se encuentra mas fragmentada. Al estar las mitocondrias
disfuncionales pudiesen estar siendo degradadas mediante mitofagia, ya que se
observo un aumento de los niveles de PINK1 y un aumento en los niveles de PGC1-
a, posiblemente como un mecanismo de compensacion, que aparentemente no esta

relacionada con la biogénesis mitocondrial.

Como GOLPH3 se encuentra localizado tanto en el AG, como en el citosol,
el siguiente paso en este trabajo de tesis fue evaluar si la pérdida de localizacion en
el AG, es decir, si GOLPHS3 en el citosol podria genera el mismo fenotipo observado

al depletar completamente a la célula de GOLPH3.
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4.6 GOLPH3 localizado en el citosol genera una red mitocondrial interconectada
con una distribucion hacia la zona perinuclear.

Con respecto al segundo objetivo, “Determinar la contribucién del pool citosélico
de GOLPH3 en la morfologia y funcion de las mitocondrias”. Como GOLPH3 es una
proteina que cicla entre el AG y el citosol (Snyder et al., 2006; Tenorio et al., 2016),
se evaluo si solo el pool citosolico pudiese recapitular el fenotipo observado en las
células MDA-GOLPH3-KO. Para localizar a GOLPH3 en el citosol, se utilizé6 una
version de GOLPH3 fusionada a la proteina GFP con la substitucion R90OL. Esta
substitucion afecta la interaccion de GOLPH3 con el AG al impedir su unién con
P14P, fosfolipido enriquecido en el AG, localizandose GOLPH3 en células HelLa
exclusivamente en el citosol (Dippold et al., 2009; Wood et al., 2009). En base a
esto, se transfectaron transientemente células MDA-GOLPH3-KO con la mutante
GOLPH3-R90L fusionada a la proteina GFP (GFP-GOLPH3-R90L), comparandola
con la expresion de la version GOLPH3-WT (GFP-GOLPH3-WT). Mediante
microscopia confocal se analizo la localizacion de ambas versiones confirmando
gue GFP-GOLPH3-R90L presenta una marca citosolica, comparado con la version
GFP-GOLPH3-WT que presenta una distribucion enriquecida en la zona
perinuclear, caracteristica del AG (Dippold et al., 2009; Wood et al., 2009) (Figura
7).
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MDA-GOLPH3-KO-GFP-GOLPH3-WT MDA-GOLPH3-KO-GFP-GOLPH3-R90L

Figura 7. La variante GFP-GOLPH3-R90L muestra un patrén de localizacion
citosolico, comparado con GFP-GOLPH3-WT, que se observa un patrén
perinuclear consistente con AG. Células MDA-GOLPH3-KO fueron previamente
transfectadas con el vector GFP-GOLPH3-WT o GFP-GOLPH3-R90L, incubadas
con DAPI para marcar el nucleo y fijadas por 1 hora con paraformaldehido al 4%.
Posteriormente fueron visualizadas mendiante microscopia confocal. Se observé
una localizacién distinta en cada una de las variantes.
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Con la validacion de estas herramientas, GFP-GOLPH3-WT y GFP-
GOLPH3-R90L, se procedio a estudiar el efecto de su expresion en la morfologia y
funcién mitocondrial. Se observd que el rescaste con GFP-GOLPH3-R90L en
células MDA-GOLPH3-KO generé un fenotipo mitocondrial distinto al observado en
las células MDA-WT y MDA-GOLPH3-KO, caracterizado por la distribucion de las
mitocondrias mayormente hacia una zona perinuclear (Figura 8A 'y B).

Se cuantificé la zona perinuclear y central de al menos 40 células mediante
el programa ImageJ. Para esto, se hicieron distintos circulos que comenzaron desde
el nucleo, la zona perinuclear y finalmente la zona periférica. Se analiz6 la intensidad
de fluorescencia de cada circulo por separado (es decir, de la zona nuclear,
perinuclear y periférica). Como se observa en la Figura 8B, las mitocondrias en las
células MDA-GOLPH3-KO rescatadas con GFP-GOLPH3-R90L presentaron una
distribucion mayor en la zona perinuclear que en la zona central, a diferencia de las
MDA-WT y las MDA-GOLPH3-KO que presentan una distribucion tanto perinuclear
como central. Por lo tanto, el rescate con la variante GFP-GOLPH3-R90L, sugiere
una pérdida de funcién de GOLPH3 al no estar localizado en el AG, o una ganancia

de funciéon de GOLPH3 localizado en el citosol.
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Figura 8. Células MDA-GOLPH3-KO rescatadas con GFP-GOLPH3-R90L
presentan mitocondrias con una localizacién perinuclear. (A) Para observar la
localizacion mitocondrial, se realiz6 un ensayo de inmunofluorescencia indirecta
contra TOM20 en las células MDA-WT, MDA-GOLPH3-KO y MDA-GOLPH3-KO
transfectadas con la version GFP-GOLPH3-R90L (MDA-GOLPH3-KO-R90L). En
MDA-WT y MDA-GOLPH3-KO se observa a TOM20 en gris. En MDA-GOLPH3-KO
rescatadas con GFP-GOLPH3-R90L, verde GFP-GOLPH3 y rojo TOM20. (B) Se
cuantificé la distribucion de las mitocondrias dentro de la célula, separandolas en
perinuclear y central. Estas cuantificaciones fueron realizadas con el programa
ImageJ. Se realizaron 3 experimentos independientes.
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Estos resultados fueron validados utilizando herramientas alternativas de
estudio. Primero, considerando que los experimentos previos fueron obtenidos con
una version de GOLPH3 fusionada al tag GFP, el cual podria ejercer un efecto
artefactual sobre esta proteina, se utilizé expresién exégena de GOLPH3 sin fusién
de algun tag. Para ello, se realizd el subclonamiento de GOLPH3 en un vector
lentiviral que confiere resistencia a puromicina (pLVX-puro). Con este vector, se
generaron dos versiones mutantes de GOLPH3, la version GOLPH3-R90L antes
descrita y la version GOLPH3-R171A/R174L, una mutante previamente
caracterizada que también pierde interaccion con PI4P y el AG, localizandose en el
citosol (Dippold et al., 2009). La racional de introducir esta segunda mutante fue
para entregar evidencia adicional del efecto que puede producir la pérdida de
localizacion de GOLPH3 en el AG.

Utilizando las células MDA-GOLPH3-KO como linea celular parental, se
generaron lineas celulares para rescatar la expresiéon de GOLPH3, tanto con su
version WT como con las mutantes RO0L y R171A/R174L, utilizando los respectivos
vectores lentivirales. Estas lineas celulares se denominaron MDA-GOLPH3-KO-LV-
WT, MDA-GOLPH3-KO-LV-R90L y MDA-GOLPH3-KO-LV-GOLPH3-
R171A/R174L. Como control negativo de la transduccion lentiviral, también se
generd una linea celular utilizando el vector lentiviral vacio, la que se denominé
MDA-GOLPH3-KO-LV-vacio. Se determind el nivel de proteina de las variantes de
GOLPH3 en las lineas celulares generadas mediante western blot. Se corroboroé el
rescate de la expresion de GOLPH3 en todas las lineas generadas (Figura 9A). Sin
embargo, se observaron distintos niveles de proteina entre las distintas versiones
de GOLPH3 (Figura 9A). Luego se determind la localizacion de GOLPH3 por
inmunofluorescencia indirecta. De acuerdo a lo esperado, en la linea MDA-
GOLPH3-KO-LV-WT se observé una localizacién perinuclear de GOLPHS3
caracteristica del AG, localizacion no observada con las mutantes GOLPH3-R90L y
GOLPH3-R171A/174L (Figura 9B).
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Figura 9. Rescate con las distintas versiones de GOLPH3 sobre la linea MDA-
GOLPH3-KO.(A) Se realizé un ensayo de western blot para analizar los distintos
niveles de proteinas del rescate de GOLPH3 sobre la linea MDA-GOLPH3-KO. *DM:
R171A/R174L. (B) Para observar la localizacion de GOLPH3, se realizdé un ensayo
de inmunofluorescencia indirecta contra GOLPH3 en las distintas lineas celulares,
tanto las MDA-WT como las rescatadas con las distintas versiones de GOLPHS3.
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4.7 La expresion de mutantes de GOLPH3 que no se localizan en el AG cambia la
red v la ultraestructura mitocondrial.

Se explord la red mitocondrial por microscopia de fluorescencia realizando una
inmunofluorescencia indirecta utilizando un anticuerpo contra la proteina TOM20 de
la membrana externa de la mitocondria, de manera similar a lo que se realizo
previamente en el contexto de la expresion de versiones de GOLPH3 fusionadas a
GFP. Similar a lo descrito mas arriba, se observé que el rescate con GOLPH3-R90L
0 con GOLPH3-R171A/R174L genera una localizacibn mitocondrial perinuclear
similar al antes mencionado (Figura 10A). Por lo tanto, se puede concluir que
GOLPH3 en el citosol, por pérdida de su asociacién al AG, genera cambios en la

localizacion mitocondrial, generando una localizacion mas perinuclear.

Luego, se analiz6 si la deplecion de GOLPH3 y el rescate con las distintas
versiones generan cambios en la ultraestructura mitocondrial. Las mitocondrias de
las distintas lineas celulares fueron observadas mediante microscopia electrénica
de transmision. En un andlisis cuantitativo de las imagenes obtenidas observé que
las células MDA-GOLPH3-KO poseen un largo similar, comparadas con las MDA-
WT (Figura 9, By C). Con respecto a las células MDA-GOLPH3-KO rescatadas con
la version GOLPH3-WT, se observo una tendencia al aumento del largo de las
mitocondrias (Figura 10, B y C). En general, el analisis cuantitativo sugirié que el
rescate con las distintas versiones de GOLPH3 sobre las células MDA-GOLPH3-
KO restablece el largo de las mitocondrias en las células MDA-GOLPH3-KO-LV-
R90OL, pero no en las células MDA-GOLPH3-KO-LV-R171A/R174L, observandose
mitocondrias mucho més alargadas comparadas con las células MDA-GOLPHS3-
KO-LV-WT.
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En conclusidn, existen diferencias en la morfologia de las mitocondrias entre
las células MDA-GOLPH3-KO y aquellas que fueron rescatadas con las distintas
versiones de GOLPH3. Ademas, se observaron diferencias al comparar las
mitocondrias de las células rescatadas con las versiones citosolicas de GOLPH3
ROOL y R171A/R174L con la rescatada LV-GOLPH3-WT, observandose
mitocondrias mas lasgas en las rescatadas con la LV-R171A/R174L comparada con
la rescatada LV-GOLPH3-WT.
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Figura 10. Células MDA-GOLPH3-KO rescatadas con las distintas variantes de
GOLPHS3 presentan un cambio en la distribucion y largo de las mitocondrias.
(A) Ensayo de inmunofluorescencia indirecta contra TOM20 y GOLPH3 en células
MDA-WT, MDA-GOLPH3-KO y MDA-GOLPH3-KO transducidas con GOLPH3-WT
o con las distintas versiones citosélicas de GOLPH3 (R90L o R171A/R174L). (B) Se
tomaron imégenes de mitocondrias de al menos 5 células de cada linea celular
indicada mediante microscopia electrénica de transmision. Magnitud 13500 x. Las
puntas de flecha rojas en las micrografias de las células MDA-GOLPH3-KO-LV-
R90OL indican mitocondrias méas alargadas, y las puntas de flecha verdes en las
micrografias de las células MDA-GOLPH3-KO-LV-R171A/R174L indican la posible
formacion de cuellos de botella. (C) Cuantificacion del largo de las mitocondrias.
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4.8Células MDA-MB-231 depletadas de GOLPH3 vy rescatadas con las distintas

versiones de GOLPH3 muestran diferentes cambios en la funciéon bioenergética

de las mitocondrias.

Diversos estudios muestran que existe una relaciéon entre la funcién
mitocondrial y la integridad estructural de las membranas mitocondriales, ya que,
por ejemplo, la membrana interna mitocondrial representa el principal sitio de
generacion de ATP, conteniendo un alto porcentaje de proteinas que estan
involucradas en la fosforilacion oxidativa (Formosa & Ryan, 2018). En base a esto,
se realiz6 un andlisis cuantitativo de la integridad de las membranas externas
mitocondriales a partir de las mismas imagenes obtenidas por microscopia
electronica de transmision indicadas mas arriba. El anéalisis mostré que la mayor
parte de las mitocondrias de las células MDA-WT posee crestas mitocondriales
normales, consistente con una integridad normal de las membranas (Figura 11, Ay
B). Por el contrario, en la mayor parte de las mitocondrias de las células MDA-
GOLPH3-KO se observa una tendencia a una pérdida de la integridad de la
membrana externa mitocondrial (Figura 11A, flechas naranjas, y Figura 10B).
Sorprendentemente, en comparacion a las células MDA-WT y MDA-GOLPH3-KO,
las células rescatadas con GOLPH3-WT muestran un aumento de la
electrodensidad de las mitocondrias y de la integridad de las membranas (Figura
11, Ay C) . En contraste, en las células rescatadas con GOLPH3-R90L o con
GOLPH3-R171A/R174L se observaron mitocondrias menos electrodensas que las
rescadas con GOLPH3-WT, con algunos casos de pérdida de la integridad de

membrana (Figura 11A y B flechas naranjas)

Estos cambios observados en la estructura de las mitocondrias, en cuanto a
la pérdida de la integridad de membrana mitocondrial y de crestas mitocondriales
en las células MDA-GOLPHS3-KO, sugieren un rescate de la funcidén mitocondrial en
las células MDA-GOLPH3-KO-LV-WT, y una alteracién en la funcion bioenergética
en las células rescatadas con GOLPH3-R90L o0 GOLPH3-R171A/R174L.
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Los cambios observados en las células GOLPH3-R171A/R174L y GOLPHS3-
R9OL, tanto en la localizaciéon de las mitocondrias como en la integridad de la
membrana mitocondrial, y la electrodensidad de las mitocondrias, sugieren una
posible alteracion de la funcion mitocondrial. Efectivamente, estudios han mostrado
gue la localizacion perinuclear de las mitocondrias provocado por estrés térmico
genera una disminucion en los niveles de ATP y el potencial de membrana
mitocondrial, sugiriendo un dafo en la funcién mitocondrial (Agarwal & Ganesh,
2020). En base a este antecedente, se evalud si existia una disminucion de la
funcién de las mitocondrias en las células GOLPH3-R171A/R174L y GOLPH3-
R90OL. Para responder esta pregunta, se midi6 el contenido de ATP y el consumo
de oxigeno en las lineas MDA- MDA-GOLPH3-KO, MDA-GOLPH3-KO-LV-vacio y
las rescatadas MDA-GOLPH3-KO-LV-ROOL vy MDA-GOLPH3-KO-LV-
R171A/R174L. Al igual que lo observado anteriormente (Figura 2B), las células
MDA-GOLPH3-KO presentaron una disminuciéon en el contenido de ATP y del
consumo de oxigeno con respecto a las células MDA-WT, y, de acuerdo a lo
esperado, las células MDA-GOLPH3-KO-LV-vacio se comportaron de manera
similar a las células MDA-GOLPH3-KO (Figura 11D). Las células rescatadas con la
mutante GOLPH3-R90L presentaron una tendencia a la disminucion del contenido
de ATP del 11,4% comparadas con las células rescatadas con la version GOLPH3-
WT (Figura 11D). Sin embargo, las células rescatadas con la mutante GOLPH3-
R171A/R174L presentaron una disminucion mayor del contenido de ATP y del
consumo de oxigeno comparadas con las células rescatadas con GOLPH3-WT
(Figura 11D y E).

En base a estos resultados, se puede concluir que las células que expresan
las distintas variantes de GOLPHS3, es decir las células MDA-GOLPH3-KO-LV-R90L
y MDA-GOLPH3-KO-LV-R171A/R174L, se comportan de manera distinta en cuanto
al rescate de la funcion mitocondrial, ya que las células MDA-GOLPH3-KO-LV-R90L
logran rescatar casi de manera completa el contenido de ATP y el consumo de
oxigeno comparadas con las células MDA-WT. Sin embargo, las células MDA-
GOLPH3-KO-LV-R171A/R174L no rescatan el contenido de ATP ni el consumo de

oxigeno comparadas con las células MDA-WT. Por lo tanto, las variantes de
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GOLPH3 podrian estar afectando de manera diferente la funcién bioenergética
mitocondrial, sugiriendo que esto podria deberse en parte a cambios especificos
producidos por las distintas sustituciones de aminoacidos que podrian entregarle

una ganancia o pérdida de funcién diferencial a la proteina.
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Figura 11. Células MDA-MB-231 depletadas de GOLPH3 y rescatadas con las
distintas versiones muestran cambios en la integridad de las membranas
mitocondriales, electrodensidad y funcion bioenergética. (A) Se tomaron
distintas imagenes de las mitocondrias de las distintas lineas celulares mediante
microscopia electronica de transmision. Magnificacion 22000 x. Las flechas rojas
indican pérdida de integridad de la membrana mitocondrial. Las flechas naranjas
indican pérdida de las crestas mitocondriales. (B) Cuantificacion del estado intacto
de las membranas mitocondriales y (C) andlisis estadistico de la electrodensidad
mitocondrial. (D y E) Contenido de ATP y consumo de oxigeno, respectivamente.
*WT: MDA-WT, KO: MDA-GOLPHS3-KO, vacio: MDA-GOLPH3-KO-LV-vector-vacio,
KO-WT: MDA-GOLPH3-KO-LV-WT, KO-R90L: MDA-GOLPH3-KO-LV-R90L, LV-
DM, MDA-GOLPH3-KO-LV-R171A/R74L.
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Como resumen del objetivo 2 es posible concluir que las células MDA-
GOLPH3-KO presentaron cambios tanto en la morfologia como en la funcion
mitocondrial. Esto indica que GOLPHS3 si posee un efecto sobre las mitocondrias en
las células MDA-MB-231. En base a esto, la localizacion de GOLPH3 es igual de
importante para la funcidon mitocondrial. Su deslocalizacién del AG, sugerido por la
expresion de las mutantes GOLPH3-R90L y GOLPH3-R171A7/R174L, generaron
cambios en la localizacion de las mitocondrias, observandose una localizacion
perinuclear, y en el caso de la mutante GOLPH3-R171A7/R174L se observa una
disminucion en la funcidon bioenergética, reflejado en una disminucion en el

contenido de ATP y en el consumo de oxigeno.

En resumen, los resultados de los dos objetivos especificos mostraron que la
deplecion de GOLPH3 reduce la funcién bioenergética de las mitocondrias,
observandose ademas mitocondrias mas fragmentadas comparadas con la red
mitocondrial de las células MDA-WT. El cambio en la morfologia mitocondrial podria
deberse a la posible funcion de GOLPHS3 en la fision mitocondrial. Ademas, el
rescate con las variantes de GOLPH3 que no se localizan en el AG generaron una
morfologia mitocondrial distinta, con una localizacién perinuclear, a diferencia de las
células MDA-WT. Por lo tanto, las variantes podrian tener una ganancia de funcion
en el citosol, como, por ejemplo, estar interactuando con proteinas citosolicas que
pudiesen tener un efecto sobre las mitocondrias. Con respecto a la funcién
bioenergética, las dos variantes se comportan de manera distinta, por lo tanto, esto
sugiere que la localizacién de GOLPH3 en el AG si es necesaria para la localizaciéon

y morfologia mitocondrial, pero no necesariamente para su funcion bioenergética.
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5 DISCUSION

5.1 GOLPH3 v su posible funcién en la fisibn mitocondrial.

Un articulo cientifico publicado por Nagashima y sus colaboradores (2020)
muestra que vesiculas que contienen PI4P provenientes del AG podrian tener una
funcién en la fisibn mitocondrial. Este estudio observé que estas vesiculas se
localizan en los sitios de fision después de la llegada de DRP1, sugiriendo una
posible funcion en el ultimo estadio de la fisibn mitocondrial (Nagashima et al.,
2020). Otro estudio mostré que actina polimeriza en sitios de contacto entre estas
vesiculas y las mitocondrias, causando fision mitocondrial (Duan et al., 2023). Los
autores observaron que al aumentar los niveles de PI4P provenientes del AG
aumenta la polimerizacion de actina, reduciendo el largo de las mitocondrias,
sugiriendo que la polimerizacién de actina a través de vesiculas que contienen Pl4P
podrian estar involucradas en este proceso de fisibn mitocondrial (Duan et al.,
2023). Sin embargo, hasta la fecha se desconoce qué otro papel podria estar
cumpliendo el PI4P en la fisibn mitocondrial. Una posibilidad podria ser que el PI4P
sirviera, por ejemplo, para llevar efectores que contribuyan en este proceso. En base
a esto, y como GOLPH3 interactia con PI4P en el AG, se estudio en células vivas
si GFP-GOLPH3 pudiese localizarse en sitios de fisibn mitocondrial.
Interesantemente, observamos que GFP-GOLPH3 en células HelLa se localiza en
sitios de fision mitocondrial colocalizando con YFP-DRP1 durante el evento de
fisibn. Aunque no detectamos GFP-GOLPH3 en todos los eventos de fision
mitocondrial, nuestras observaciones sugieren que GOLPH3 podria tener una
funcidén en la fision mitocondrial. Por otro lado, sera importante dilucidar si GOLPH3
esta asociado a las vesiculas que contienen PI4P provenientes del AG que llegan a
los sitios de fisibn mitocondrial, o si GOLPH3 citosélico puede asociarse a esas
vesiculas durante los eventos de fision de manera independiente a su localizacion
inicial en el AG, o si su presencia en esos sitios es independiente de PI4P. Para

resolver estas preguntas se podrian hacer ensayos de video microscopia de
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fluorescencia en células vivas transfectando GFP-GOLPH3 y un reportero que
interactie con PI4P, como mCherry-PHFAPPL Para determinar si la presencia de
GOLPH3 en los eventos de fision mitocondrial es dependiente de PI14P, se podrian
disefiar experimentos de video microscopia de fluorescencia con las mutantes de
GOLPH3 que pierden su asociacion a PI4P. Para determinar si las vesiculas del AG
gue se asocian a los sitios de fisidbn mitocondrial tienen asociado GOLPHS3, se podria
disefar otro experimento de video microscopia de fluorescencia utilizando GOLPH3
fusionado a la variante fotoactivable de GFP haciendo un pulso de iluminacion en la

zona del aparato de Golgi y observando la caza en las mitocondrias.

Ahora la pregunta que surge es como GOLPHS3 podria estar cumpliendo alguna
funcién en este evento de fision mitocondrial. Se conoce que actina también esta
involucrada en este proceso, ayudando a la constriccion de las mitocondrias en
conjunto con DRPL1. En base a esto, y como GOLPH3 interactiia con MYO18Ay a
su vez con los filamentos de actina (Buschman et al., 2015), podria ser un buen

candidato como una proteina mediadora entre actina y las mitocondrias.
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5.2 La deplecion de GOLPH3 en células MDA-MB-231 promueve la

fragmentacion de la red mitocondrial sin cambios proteicos asociadas a

fision y fusion.

Como nuestros resultados sugieren que GOLPH3 podria estar involucrado en
algun paso de la fision mitocondrial, se evalu6 si la deplecion de esta proteina podria
causar cambios en la red mitocondrial. Si la funcion de GOLPH3 fuese favorecer la
constriccion del tibulo mitocondrial durante la fision, se esperaria encontrar que la
deplecion de GOLPH3 cause una red mitocondrial mas interconectada. Sin
embargo, observamos que el KO de GOLPH3 en células MDA-MB-231 presenta
una disminucion en el volumen y un aumento en el nimero de mitocondrias que
sugiere una mayor fragmentacion mitocondrial, comparado con la linea MDA-MB-
231 WT que muestra mitocondrias con un mayor volumen que se relacionaria con
una mayor interconexion entre ellas. En base a esta observaciéon, proponemos que
GOLPH3 podria tener una funcion de interrupcion de la fision mitocondrial (como un
"stop”). Es decir, la llegada de GOLPH3 en el ultimo estadio de la fision, y después
de la constriccion por DRP1 y actina, podria ser una sefial para que la fisiobn se
detenga, y por lo tanto, al no estar presente GOLPH3 esta senal “stop” se pierde,
ocurriendo un aumento en la fisibn mitocondrial. Hay pocos estudios que muestren
como es el término de la fisibn o qué sefiales se necesitan. Un estudio mostré que
la interaccion de DRP1 con &cido fosfatidico inhibe la hidrolisis de GTP estimulada
por su oligomerizacion, sugiriendo que el acido fosfatidico podria controlar la
activacion de DRP1 después de la fision mitocondrial (Adachi et al., 2016). GOLPH3
podria participar durante esta etapa inhibiendo o secuestrando algun actor
molecular después de la fisibn mitocondrial, teniendo como resultado una
modulacién negativa de la fision. Sin embargo, no se podria descartar que las
células MDA-MB-231 depletadas de GOLPH3 hayan ejercido una especie de
compensacion frente a la pérdida de GOLPH3, generando un desbalance en el
equilibrio de la fisién y/o fusién mitocondrial, observandose mitocondrias mas

fragmentadas, y que fisiolégicamente GOLPH3 tenga otra funcion durante el
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proceso de fisién. Para evaluar esto, se podria disefiar un experimento en el que se
observen los eventos de fision mediante analisis en célula viva comparando células
depletadas de GOLPH3 con células WT, con el fin de detectar si se observan
mitocondrias méas fragmentadas o no. O de lo contrario, sobreexpresando a
GOLPH3. Si GOLPH3 actua como un “stop” en el proceso de fision mitocondrial, las
mitocondrias se deberian observar mas interconectadas. Al respecto, nuestros
experimentos de rescate con GOLPH3-WT en células depletadas de GOLPH3
sugieren esta posibilidad. Pero si GOLPHS3 tiene otra funcion, por ejemplo, como un
mediador entre actina y DRP1, se deberian observar mitocondrias mas
fragmentadas. Otro ensayo podria ser la inhibicion de DRP1, por ejemplo, con Mdivi,
el cual es un inhibidor reversible de DRP1. Como es un inhibidor reversible, se
podria inhibir DRP1 y analizar su efecto en las mitocondrias mediante video
microscopia de fluorescencia en células vivas; luego se deberian hacer lavados con
el fin de revertir la inhibicién y asi observar qué ocurre con GOLPH3 en las
mitocondrias que estan mas interconectadas. Otra herramienta util hubiese sido la
técnica de knocksideways (Robinson & Hirst, 2013). Seria interesante analizar los
eventos de fision mitocondrial mediante la deslocalizacion de GOLPH3 hacia otro
organelo y asi observar si la red mitocondrial se observa mas fragmentada o
interconectada, y si se reestablece la red al relocalizar GOLPH3 en el AG. Otro
estudio podria ser localizando de manera artificial en las mitocondrias alguna
fosfatidilinositol 4 quinasa (P14K) con la técnica knocksideways que permite la
deslocalizacion de proteinas mediante la heterodimerizacién inducida por
rapamicina (Robinson & Hirst, 2013). Esto permitiria aumentar la concentracién de
Pl14P en las mitocondrias, y asi analizar si se recluta mas GOLPH3 a las
mitocondrias y si esto se correlaciona con cambios en el estado de la red

mitocondrial (mas fragmentada).

También ha sido descrito que un aumento en la fragmentacién mitocondrial
podria deberse a un desbalance en la fision, principalmente por una disminucién en
la tasa de fusion mitocondrial (Twig & Shirihai, 2011). Sin embargo, no se
observaron cambios significativos en los niveles de MFN1, MFN2 y OPAL, todas

proteinas de la maquinaria de fusion. Tampoco se observaron cambios en los
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niveles de DRP1 total y fosforilado en serina 616, la cual es una fosforilacion
importante para la translocacion de DRP1 desde el citosol hacia la membrana
externa mitocondrial para ejercer su funcién en la fision mitocondrial (Van der Bliek
et al., 2013). Sin embargo, que no existan cambios en los niveles de DRP1 no
necesariamente implica que no haya cambios en la fisibn mitocondrial. Otra
estrategia para evaluar posibles diferencias a nivel del proceso de fision es evaluar
el reclutamiento de DRP1 desde el citosol hacia la membrana externa mitocondrial.
Este proceso es dependiente de la fosforilacion de DRP1 en la serina 616 (Filichia
etal., 2016). Para evaluar si la ausencia de GOLPH3 pudiera alterar el reclutamiento
de DRP1 a la membrana de la mitocondria se podrian realizar ensayos de
inmunofluorescencia indirecta analizando la colocalizacion de DRP1 con una
proteina mitocondrial. Si GOLPH3 estuviese involucrado en este proceso
debiéramos observar que células MDA-GOLPH3-KO presentan un mayor
reclutamiento de DRP1 a la mitocondria. Sumado a ello, podriamos observar un
menor pool de DRP1 a nivel citosélico, comparado con células WT (Cereghetti et
al.,, 2008) Ademas, se ha descrito que DRP1 puede ser regulado no solo por
fosforilaciones, sino que también por otras modificaciones post traduccionales,
como s-nitrosilaciéon (Cho et al., 2009). No se descarta que, aungue no se observan
cambios en los niveles de DRP1 y en su estado de fosforilacion, este pueda ejercer
su funcién en la fisibn mitocondrial mediante otro tipo de regulacion. Ademas, otro
estudio mostré una fision mitocondrial independiente de DRP1 y de su estado de
fosforilacion. Este estudio demostré que el receptor de EGF (EGFR), a través de la
union con su ligando, podia traslocarse a la membrana externa de la mitocondria y
regular la fision mitocondrial al interactuar con MFN1 y asi intervenir con su estado
de polimerizacion (Che et al., 2015) Estudios en nuestro laboratorio mostraron que
GOLPH3 puede regular a EGFR a través de la modulacién de su fucosilaciéon y
ubiquitinacién, y que su silenciamiento genera la acumulaciéon de EGFR en
compartimientos endo-lisosomales (Arriagada et al., 2020). En base a esto, no se
descarta la idea de que EGFR pudiera verse alterado en las células MDA-GOLPH3-
KO, siendo traslocado hacia las mitocondrias y finalmente estas ser fisionadas en

un mecanismo dependiente de EGFR, mas que de DRP1.
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Como se ha observado que la localizacion de GOLPHS3 en el aparato de Golgi
depende de su interaccion con Pl4P, GOLPHS3 podria estar localizado en otras
membranas que contengan PI4P. Hasta la fecha no se ha descrito que las
mitocondrias posean un pool estable de PI4P, pero si se ha descrito la presencia de
su precursor, fosfatidilinositol (PI) (Zewe et al., 2020). Sin embargo, se ha descrito
la presencia de fosfatidilinositol 4 quinasa (P14K) en las membranas mitocondriales,
sugiriendo la posibilidad de que bajo algun estimulo las mitocondrias pudieran
producir PlI4P (Nagashima et al.,, 2020). De hecho, se ha reportado que las
mitocondrias necesitan de PI4P para poder fisionarse (Boutry & Kim, 2021;
Nagashima et al., 2020). En base a esto, se podria sugerir que durante la fisién
mitocondrial GOLPH3 podria estar localizado en la membrana mitocondrial y asi

ejercer una funcion relacionada con el proceso de fision mitocondrial.

5.3 La ausencia de GOLPH3 en células MDA-MB-231 reduce la funcion

bioenergética mitocondrial con un aumento de especies reactivas de

oxigeno.

Como Nakashima y sus colaboradores observaron que el KD de GOLPH3
genera una disminucion en la masa mitocondrial (Nakashima-Kamimura et al.,
2005), y nuestro estudio observdo que el KO de GOLPH3 genera una red
mitocondrial mas fragmentada, evaluamos si la deplecién de GOLPH3 generaba
otros efectos en las mitocondrias, como una disminuciéon en el potencial de
membrana mitocondrial, en el contenido y produccién de ATP, y en el consumo de
oxigeno, lo que en conjunto se conoce como la bioenergética mitocondrial. Nuestros
resultados muestran que células MDA-GOLPH3-KO presentan una disminucion en
el potencial de membrana mitocondrial, comparado con las células MDA-WT. Para
medir el potencial de membrana mitocondrial, se utilizé la sonda MitoTracker™ Red

CMXRos, que es una version reducida del Mitotracker. Este reactivo no es
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fluorescente, pero fluoresce cuando es oxidado, lo que ocurre cuando la mitocondria
esta funcional (Kholmukhamedov et al., 2013). A pesar de que este reactivo es
ampliamente utilizado para medir potencial de membrana mitocondrial, como es una
version reducida del Mitotracker, y debe ser oxidado para emitir fluorescencia, se
podria estar midiendo la capacidad oxidativa de la célula, y solo el potencial de
membrana mitocondrial. Por lo tanto, para complementar este resultado, se utilizé
otra sonda, que es el TMRE, que es permeable y posee una carga negativa,
acumulandose en las mitocondrias debido a su carga negativa relativa (Crowley et
al., 2016).

Como el potencial de membrana mitocondrial generado por las bombas de
protones es un componente esencial en el proceso de generaciéon de energia por la
fosforilacién oxidativa (Zorova et al., 2018), se analizé si la disminucion de este
potencial causado por la deplecion de GOLPH3 generaba una reduccién en los
niveles de ATP. Se observo que la deplecién de GOLPH3 genera una disminucion
significativa en el contenido de ATP en un lisado total y en la produccion de ATP
mitocondrial comparado con las células MDA-WT, sugiriendo que la reduccién de
ATP observada pudiera ser en parte consecuencia de la disfuncion mitocondrial.
Tampoco se puede descartar que parte de la disminucién del contenido de ATP se
deba a una disminucién en la glicdlisis, a parte de una disminucion en la produccién
de ATP por la fosforilacion oxidativa. Para analizar esta posibilidad, se podria
estudiar si la glicdlisis también se ve afectada en las células MDA-GOLPH3-KO,
comparada con las células MDA-WT. Considerando que la mayoria de las proteinas
mitocondriales son de origen nuclear e importadas desde el citosol hasta la
mitocondria (Stojanovski, et al. 2003), una posibilidad es que el pool citosdlico de
GOLPH3 tenga una funcion sobre estas proteinas. Interesantemente, en células de
glioma humano U251 y mediante co-inmunoprecipitacion se demostré que GOLPH3
interactua con las proteinas citosodlicas PHB1 y PHB2, que también se han
observado asociadas a las mitocondrias (Wang et al., 2021). También se observé
gue el silenciamiento de GOLPH3 disminuye los niveles de PHB1 y PHB2 (Wang et
al.,, 2021). Tanto PHB1 como PHB2 han sido relacionadas con la funcion

mitocondrial (Artal-Sanz & Tavernarakis, 2009). La deplecién de PHB2 en células
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MEF y HeLa provocan una disminucién en los niveles de proteinas de las isoformas
largas de OPA1 (proteina relacionada con la fusion de la membrana interna
mitocondrial), resultando en un fenotipo mitocondrial fragmentado y desorganizado,
similar a lo observado en nuestro estudio en las células KO de GOLPH3 (Kasashima
et al., 2006; Merkwirth et al., 2008). Ademas, PHB1 y PHB2 tienen una funcién en
la fosforilacién oxidativa, donde se ha observado que el silenciamiento de PHB1 en
células endoteliales reduce la actividad del Complejo | del transporte de electrones,
aumentando los niveles de ROS (Schleicher et al., 2008). Ademas, resultados no
publicados de nuestro laboratorio también han corroborado esta interaccion
mediante co-inmunoprecipitacion entre GOLPH3 y PHB1 y PHB2 en células MDA-
MB-231. Por esta razdn seria interesante evaluar los niveles de PHB1 y PHB2 en
células MDA-GOLPH3-KO. Niveles disminuidos o cambios en la localizacion de
estas proteinas podrian explicar el fenotipo de fragmentacion de mitocondrias y de

disfuncion mitocondrial.

Una de las funciones conocidas de GOLPH3 es mantener algunas
glicosiltransferasas localizadas en el trans-Golgi (como POMGNT1, alfa 2,6
sialiltransferasa y C2GnT1) (Ali et al., 2012; Isaji et al., 2014; Pereira et al., 2014).
Esto fue demostrado mediante un knock-down de GOLPH3 en distintas lineas
celulares y mutando la cola citoplasmatica de estas glicosiltransferasas, que es el
motivo por el cual interacttan con GOLPH3. Se ha observado en células de
glioblastoma que GOLPH3 modula la fucosilacion de EGFR (Arriagada et al., 2020).
También se ha observado en células HeLa que GOLPH3 modula la sialilacién de a5
integrina (Isaji et al., 2014). No se descarta que en las células MDA-MB-231
GOLPH3 también pueda estar cumpliendo la misma funcion. En base a esto, el KO
de GOLPH3 también podria estar modificando el patrén de glicosilaciones de
proteinas de superficie celular, como de integrina y EGFR y asi estar afectando a
las mitocondrias. Se ha observado que la via de sefializacion integrina/FAK/pS727-
STAT3 puede regular la funcién bioenergética de las mitocondrias a través de la
regulacion del potencial de membrana y el funcionamiento de la ETC (Visavadiya et
al., 2016). No estd muy claro como esta via puede regular la funcién mitocondrial,

pero otros estudios sugieren que STAT3 mantiene la funcion bioenergética a través
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de la interaccion con los complejos I, Il y V (Gough et al., 2009); inhibiendo la
apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial, impidiendo la
disminucion del potencial de membrana mitocondrial (Boengler et al., 2010). EGFR
también se ha visto que tiene una funcion en las mitocondrias. Se ha observado que
podria traslocarse a la membrana externa de la mitocondria y asi regular la fision
mitocondrial al interactuar con MFN1 e intervenir con su estado de polimerizacion
(Che et al., 2015). También se ha visto a EGFR localizado en la membrana interna
mitocondrial (Boerner et al., 2004) y fosforilando a la subunidad COX2 del complejo
Il de la ETC (Demory et al., 2009) . Esta fosforilacion causa una disminucion en la
actividad de COX2, conduciendo a una disminucion en el nivel de ATP (Demory et
al., 2009). Hasta la fecha no se ha visto que una modificacion en el patrén de
glicosilacion de estas proteinas pueda afectar la funcion de las mitocondrias, pero
si podrian afectar en su sefializacion rio abajo, pudiendo afectar el funcionamiento

de las mitocondrias.

Andlisis de interactoma de Drosophila mediante espectrometria de masa
mostré que GOLPH3 podria interactuar con proteinas mitocondriales, como Tom22
y Tom40 (Sechi et al., 2021). Estas proteinas se encuentran localizadas en la
membrana externa mitocondrial y cumplen una funcién en la translocacion de
proteinas citosolicas desde la membrana externa mitocondrial (Meisinger et al.,
2001). Por lo tanto, seria interesante estudiar si esta interaccién también ocurre en
las células MDA-MB-231, en qué condiciones, y cudl seria su funcion. Otra opcién
es que GOLPHS3 podria estar cumpliendo un rol directamente en el complejo TOM.
Seria importante estudiar si la pérdida de interaccion entre GOLPH3-TOM en
Drosophila y/o en células de mamiferos, como las células MDA-MB-231, podria
tener un efecto en el importe de proteinas citosélicas o en la estabilidad de
formacion de este complejo de importacion. Por ultimo, en base a la posible funcion
de GOLPH3 como modulador negativo de la fision mitocondrial, sugerida por
nuestros resultados, la disfuncién bioenergética observada en las células
depletadas de GOLPH3 podria ser consecuencia del aumento en la fragmentacion

mitocondrial en estas células.

77



5.4 El pool citosélico de GOLPH3 genera una red mitocondrial interconectada

con una distribuciéon hacia la zona perinuclear

En base alo observado en las células depletadas de GOLPH3, nos preguntamos
si el rescate de esta proteina, pero con la mutante de GOLPH3 que solo se localiza
en el citosol, no en el AG, podria revertir de alguna forma los cambios en la red y
funcion mitocondrial. En base a esto con pérdida de localizacion de GOLPHS3 en el
AG se observo que las células MDA-GFP-GOLPH3-R90L (que expresan GOLPH3
gue solo se localiza en el citosol) presentan un aumento del volumen mitocondrial y
una disminucién en el numero de mitocondrias, comparado con las células MDA-
WT, pero con un fenotipo mitocondrial distinto al observado en las células MDA-
GOLPH3-KO, caracterizado por la distribucion de las mitocondrias a una zona
perinuclear compacta. En base al fenotipo de localizacion perinuclear de las
mitocondrias en presencia de GFP-GOLPH3-R90L, surge la pregunta ¢de qué
forma GFP-GOLPH3-R90L podria estar generando este fenotipo? Al respecto, el
transporte de las mitocondrias a través de la célula depende de los microtubulos
(Shen et al., 2018). Por lo tanto, se podria especular que la mutante citosélica GFP-
GOLPH3-R90L altera de alguna manera la asociacion de las mitocondrias a los
microtubulos, posiblemente a través de la accion de motores moleculares. Al
respecto, se ha observado que la hipoxia genera un fenotipo mitocondrial similar al
observado con la mutante GFP-GOLPH3-R90L. En este contexto, se ha visto que
el silenciamiento de la cadena pesada del motor molecular dineina revierte el
fenotipo mitocondrial (Al-Mehdi et al., 2012). Por lo tanto, seria interesante evaluar
si el fenotipo mitocondrial que genera la expresiéon de GFP-GOLPH3-R90L pudiera
ser dependiente de dineina u otros motores moleculares. Una explicacion
alternativa al fenotipo mitocondrial generado por la mutante GFP-GOLPH3-R90L,
es que esta mutante pudiera afectar la interaccion de GOLPH3 con la miosina no
convencional MYO18A, y a su vez con el citoesqueleto de actina. Estudios han
mostrado que el knock-down de GOLPHS tiene un efecto en la morfologia del AG
en distintas lineas celulares, en donde los autores concluyen que GOLPH3 se une

a P14P del trans-Golgi y a su vez interacciona con MYO18A. Esto genera una fuerza
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tensil requerida para una eficiente formacion de vesiculas y tubulos del AG, pero
también para su morfologia (Dippold et al., 2009). Ademas, se ha observado que el
silenciamiento de otra miosina, la miosina 19, genera un fenotipo similar de
mitocondrias perinucleares compactas (Oeding et al., 2018). Por lo tanto, si en el
modelo celular utilizado en esta tesis (MDA-MB-231), MYO18A estuviera generando
un efecto en la morfologia del AG, la mutante GFP-GOLPH3-R90L podria perder su
interaccién con MYO18A debido a su pérdida de asociacion con el AG, pudiendo
conducir a una reduccion en los niveles de MYO18A por desestabilizacion,
generando un fenotipo similar a lo observado en la ausencia de miosina 19. Seria
interesante estudiar los niveles de MYO18A entre las células GOLPH3-WT y GFP-
GOLPH3-R90L y ademas, la interaccion de esta mutante con MYO18A. Otra
miosina descrita en tener una funcién en las mitocondrias, es la miosina 2 (MYO2),
la cual es esencial para el movimiento de las levaduras. Una mutacion en el sitio de
unién al cargo, genera un defecto en la distribucién de las mitocondrias (Fortsch et
al., 2011). Por lo tanto, no se descarta que GOLPH3 pudiese estar interactuando
con otras miosinas que estén involucradas en el movimiento de las mitocondrias,
como MYO?2, y al depletar las células de GOLPH3, se pierda esta interaccion,

afectando al movimiento de las mitocondrias.

5.5 La expresion de GOLPH3 en el citosol reduce la disfuncién mitocondrial

inducida por la ausencia de GOLPH3.

Estudios han mostrado que la localizacion perinuclear de las mitocondrias
generado por estrés térmico provoca una disminucion en los niveles de ATP y el
potencial de membrana mitocondrial, sugiriendo un dafo en la funcién mitocondrial
(Agarwal & Ganesh, 2020). En base a este antecedente, se estudio si la localizacion
mitocondrial perinuclear observada con TOM20 en las lineas celulares MDA-
GOLPH3-KO-LV-R90L y en MDA-GOLPH3-KO-LV-R171A/R174L podria alterar la
funcién de las mitocondrias. Las células MDA-GOLPH3-KO presentaron una
disminucion en el contenido y produccion de ATP con respecto a las células MDA-
WT. Interesantemente, las células MDA-GOLPH3-KO-LV-R90L presentaron una
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recuperacion en el contenido de ATP comparada con las células MDA-GOLPH3-
KO, ya que presenta niveles de ATP similares a los observados en las células MDA-
WT. Sin embargo, las células MDA-GOLPH3-KO-LV-R171A/R174L presentan una
disminucion en el contenido de ATP de manera significativa con respecto a las
células MDA-GOLPH3-WT. La pregunta es por qué la mutante GOLPH3-
R171A/R174L genera una mayor disminucion en el contenido de ATP que la
mutante GOLPH3-R90L. Se podria sugerir cambios en la estructura de la proteina,
al ser cambiar los residuos R171A y R174L podrian estar ejerciendo un efecto de
ganacia de funcion o de pérdida de funcion, que no se genera con la mutacion en
el residuo R90. Ademds, se observaron cambios de la integridad de las membranas
mitocondriales en las células MDA-GOLPH3-KOy en las células rescatadas con las
versiones mutantes de GOLPHS3. Diversos estudios han mostrado que la integridad
de las crestas mitocondriales es importante para la funcién mitocondrial. Una de las
proteinas mas importantes en cuanto a la formaciéon y mantencion de las crestas
mitocondriales es OPAL. Estudios en células MEFs depletadas de OPA1 muestran
mitocondrias fragmentadas, una disminucion en las crestas mitocondriales y una
disminucion en los contactos de las crestas, mostrando crestas desordenadas y
torcidas (Chao Hu et al., 2020). Sin embargo, este estudio no muestra si la alteracion
de las crestas mitocondriales por la deplecion de OPAL podria afectar la funcion de
las mitocondrias. Otro estudio en células MEFs mostr6 que la actividad GTPasa de
OPA1l es esencial para el mantenimiento de las crestas mitocondriales, pero
también para su funcién bioenergética, observandose en geles nativos y en células
depletadas de OPAL una disminucién en los niveles de los complejos respiratorios,
a excepcion del complejo |, correlacionado con una disminucion en la formacion de
crestas mitocondriales (Lee et al., 2017). En las células MDA-GOLPH3-KO no se
observaron cambios significativos en los niveles de proteina de OPA1 comparado
con las células MDA-WT, pero seria interesante analizar estos niveles en las células
rescatadas con las distintas versiones de GOLPH3. A parte de OPAL, se conoce
gue cardiolipina también esta involucrada en la formacién de la curvatura de las
crestas mitocondriales (Ikon & Ryan, 2017). Mas aun, estudios realizados con

pacientes con el sindrome de Barth, que tienen niveles de cardiolipina disminuidos,
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muestran una disminucién en el potencial de membrana mitocondrial (Xu et al.,
2005); también se ha observado que mantiene ensamblados los complejos Il y IV
(Pfeiffer et al., 2003), entre otros. Nakashima y sus colaboradores evidenciaron que
GOLPH3 podria regular los niveles de cardiolipina (Nakashima-Kamimura et al.,
2005). Hasta la fecha, no se conoce como esta proteina pudiese estar regulando
los niveles de cardiolipina. Sin embargo, se ha observado que la oxidacién de la
cardiolipina en cadenas de acilo insaturadas por un aumento del ROS puede
interrumpir su interaccion con otras proteinas, afectando asi la funcion mitocondrial
(Jiang et al., 2022). Un estudio muestra una disminucién en la actividad del complejo
| en un 25% en mitocondrias aisladas de corazdn de rata con isquemia, un 48% en
la reperfusién y un aumento en los niveles de peréxido de hidrégeno, comparado
con los controles. También observaron una disminucion del contenido de
cardiolipina de un 28% en isquemia y un 50% en la reperfusion. La actividad del
complejo | fue restaurada por completo cuando se afiadié cardiolipina de manera
exdgena, pero no cuando se agrego cardiolipina peroxidasa. En base a estos
antecedentes, los autores proponen que la disminucion de la actividad del complejo
| podria atribuirse a un dafio en la cardiolipina inducida por el aumento de ROS
(Paradies et al., 2004). Como se observa un aumento de ROS en células MDA-
GOLPH3-KO, se podria especular que el cambio en la morfologia mitocondrial
podria atribuirse a una alteracion de la cardiolipina por el ROS producido, y asi estar
generando cambios en las crestas mitocondriales, y cambios en la funcion

mitocondrial.

Otra pregunta es si la localizacion perinuclear de las mitocondrias observadas
con el rescate de las mutantes de GOLPH3 citosdlicas pudiese afectar los eventos
de fisibn mitocondrial. Los resultados que muestran una posible funcién de GOLPH3
en los eventos de fision mitocondrial no permiten discriminar qué pool de GOLPH3,
el asociado a AG o el citosolico, 0 ambos, estarian asociados a una funcion en estos
eventos. Al respecto ¢ cudl podria ser el requerimiento simultaneo de ambos pools
de GOLPH3? Se podria especular que la localizacion del tabulo mitocondrial,

perinuclear o periférico, podria comandar el pool de GOLPH3 que se reclutaria,
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desde el AG o el citosolico, respectivamente. Faltan experimentos que pudiesen

demostrar si los dos pools de GOLPH3 son necesarios.

Por lo tanto, la deplecion de GOLPH3 o su rescate en el citosol generaron
cambios en las mitocondrias, tanto en la morfologia, funcién y localizacion, que se
vieron reflejados en mitocondrias mas fragmentadas con un menor volumen, con
una disminucién en su funcion bioenergética y un aumento de ROS. La localizacion
de GOLPH3 en las mitocondrias en los eventos de fision sugiere que GOLPH3
podria tener una funcidn directa y clave en mantener la morfologia y funcion

mitocondrial.
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6 CONCLUSIONES

GFP-GOLPHS3 en células HelLa se localiza en sitios de fisibn mitocondrial,
colocalizando con YFP-DRP1, sugiriendo la participacién directa de esta

proteina en este evento.

La deplecion de GOLPH3 en células MDA-MB-231 modifica la morfologia
mitocondrial generando una red con menor volumen y aumento en el nimero

de mitocondrias que podria corresponder a fragmentacion mitocondrial.

La deplecion de GOLPH3 en células MDA-MB-231 reduce la funcién
bioenergética mitocondrial generando una disminucidon en el contenido y
produccion de ATP, una disminucién en el consumo de oxigeno y un aumento

en los niveles de ROS.

El pool de GOLPH3 en el citosol, es decir, las versiones GOLPH3-R90L y
GOLPH3-R171A/R174L generan una localizacion mitocondrial perinuclear,
distinta a la observada en las células MDA-MB-231 WT.

La deslocalizacion de GOLPH3 en el AG usando la version GOLPH3-
R171A/R174L genera una disminucion en el contenido de ATP celular y
disminucion en el consumo de oxigeno en comparacion con las células MDA-
MB-231 WT y la expresion de GOLPH3-R90L, sugiriendo que esta mutante

no rescata la funcién mitocondrial.

Cabe destacar que los resultados del efecto de los niveles de expresion de

GOLPH3 sobre la integridad de la red y funcion bioenergética mitocondrial fueron

obtenidos utilizando la linea celular MDA-MB-231, la cual se caracteriza por tener

un metabolismo glicolitico (Zare et al., 2021). Por lo tanto, seria interesante estudiar

si la deplecion de GOLPH3 también genera un cambio en la red mitocondrial y una

disminucion en la funcién bioenergética en un modelo celular que posea un

metabolismo mas oxidativo, como las células MCF7 (Zare et al., 2021).
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Como conclusion general de esta tesis, se sugiere que GOLPH3 regula la red
mitocondrial y su funcion, posiblemente por su participacion en los eventos de fision.
Sin embargo, no se puede descartar la participacion de GOLPH3 de manera
indirecta en otros procesos que conlleven a una disminucion en la funcion
mitocondrial. Para que las mitocondrias tengan una correcta funcion es necesario
GOLPH3 en el AG, ya que la mutante GOLPH3-R171A/R174L no rescata la funcién

mitocondrial.
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7. PROYECCIONES

Como se conoce que GOLPH3 tiene una funcion en el trafico celular, seria
interesante estudiar si la intervencion en el trafico, asi como la deplecion de
GOLPH3, podria contribuir al fenotipo de disfunciéon y cambio en la morfologia
observado en las mitocondrias. Ademas, se conoce que GOLPHS3 esta involucrado
en mantener algunas glicosiltransferasas localizadas en el AG, por lo tanto, se
podria estudiar si los cambios en el patrén de glicosilacion de proteinas de superficie
en las células KD y/o KO de GOLPH3 cambia su sefializacion rio abajo, afectando

la funcion y/o morfologia mitocondrial.

Otro punto importante es estudiar la contribucion de GOLPH3 en la fision
mitocondrial, y si esta proteina se moviliza desde el AG hasta las mitocondrias en

vesiculas que contienen PI4P.

Finalmente, se podria estudiar si los cambios en la funciébn y morfologia
mitocondrial observados en las células MDA-MB-231 depletadas de GOLPH3 vy
rescatadas con las distintas versiones citosolicas de GOLPH3 ejercen un efecto en
la agresividad tumoral de estas células y de otros modelos celulares que sean mas
oxidativos (como la linea celular humana MCF7 de cancer de mama) y en un modelo

murino.
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8. MODELO PROPUESTO

° o ® 0. 2
STOP
@ GOLPH3 FISION
PI4P : v
MYO18A . . ANk
bioenergética
® DRP1
) Actina

Figura 12. Modelo propuesto. Se sugiere que GOLPH3 desde el AG o desde el
citosol tiene una funcién en los eventos de fision mitocondrial, especificamente
después de la llegada de DRP1. GOLPHS3 podria ayudar a la fisibn mitocondrial por
ejemplo mediante su interaccion con MYO18A (u otra miosina), y esta a su vez con
los filamentos de actina, promoviendo la constriccion del tibulo. Ademas, después
de la fision mitocondrial, GOLPH3 podria tener una funcién “stop”, secuestrando
proteinas relacionadas con la fision mitocondrial, impidiendo que se genere otro
evento de fision y asi manteniendo la funcion bioenergética mitocondrial.
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