CIENCIAS GENOMICAS

EL CODIGO POSTAL DE LAS PROTEINAS MITOCONDRIALES *

Roger Durand

Un nuevo avance gracias a las técnicas de la ingenieria genética

Cada célula de organismo superior alberga
centenares de pequenos organulos
intracelulares, las mitocondrias. Estas son
las verdaderas fabricas energéticas de las
células y sirven para la produccién de
energia, en una forma utilizable para las
reacciones fisicoquimicas del ser vivo,
gracias a una organizacion tan compleja
como precisa. Observandolas a través del
microscopio electronico, aparecen como
un «paquete» de membranas: la
membrana externa delimita el organillo
mientras que en el interior una membrana
interna contiene un medio viscoso, llamado
matriz mitocondrial (véase figura). Una
mitocondria comprende, por tanto, cuatro
«compartimentos  biologicos»  distintos.
Entre las membranas hay insertos
complejos conjuntos de proteinas que
aseguran distintas etapas del suministro de
energia: esta funcion vital se basa en una
organizacion muy precisa de las
mitocondrias (véase «El acoplamiento de
las mitocondrias», en Mundo Cientifico
abrii 1986). La forma en que las
mitocondrias se acoplan a partir de sus
componentes ha sido objeto de
investigaciones muy activas. La situacion
se ha vuelto mas compleja aun debido a
que los genes que codifican el 90% de las
proteinas mitocondriales estan situados en
el ADN de los cromosomas, o sea fuera de
las mitocondrias, y a que estas proteinas
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estan sintetizadas en el citoplasma, por tanto,
fuera también de las  mitocondrias.
¢ Entonces, como encuentran estas proteinas
el camino exacto que las lleve del citoplasma
al punto necesario para su funcion, ya en la
membrana externa, ya en la interna, ya en
otras partes de la mitocondria? Aqui reside un
problema bien dificil, el que podriamos
denominar “cédigo postal” de las proteinas, y
que solamente ahora empieza a aclararse,
especialmente gracias a las técnicas de la
ingenieria genética.

No todas las membranas se parecen

G. Blobel y B. Dobberstein, a la sazén en el
Instituto  Rockefeller de Nueva York,
demostraron en 1974-1975 que las proteinas
que se encuentran en la membrana que
rodea las células eran sintetizadas en forma
de un precursor de un tamafo algo superior
al de la forma madura. ElI fragmento
suplementario de veinte a veinticinco
aminoacidos de largo, situados al inicio de la
proteina, servia para dirigir la proteina
naciente hacia la membrana. Inmediatamente
después de haber cumplido esta funcién de
direccionalidad, esta secuencia (llamada
secuencia sefal) es eliminada de la proteina
aun en sintesis. Por tanto, la orden de que la
proteina vaya a la membrana se da en el
mismo momento en que aquella se produce.
Sé podria preguntar si no sucede lo mismo



con las proteinas de las membranas
mitocondriales. De hecho, desde 1979
quedo claro que los genes mitocondriales
codifican  proteinas precursoras que
contienen una secuencia sefial. El
precursor es sintetizado totalmente en el
citoplasma antes de encontrarse en las
mitocondrias: todos los acontecimientos de
transferencia y maduracion de las
proteinas de membrana ocurren después
de sus sintesis. La secuencia senal es, en
el caso mas general, retirada durante la
maduracion de la proteinas de las
mitocondrias.

;Tienen todas las secuencias la misma
estructura?

Pero para empezar ;cual es el codigo de
direccionalidad? ;Como detectar las
secuencias sefal especificas de las
mitocondrias? Varias son las estrategias
para hacerlo. Por ejemplo, durante los
cinco Uultimos afos, varios equipos de
investigadores han aislado una treintena
de genes nucleares que codifican sendas
proteinas mitocondriales; a partir del ADN
de estos genes, es facil predecir el
encadenamiento o] secuencia en
aminoacidos de la proteina precursora. Por
otra parte, como la secuencia de estos
aminoacidos de la forma madura de estas
proteinas ya era conocida por diferencias
entre las dos secuencias de aminoacidos,
es posible identificar la secuencia sefal.

Pero también es posible identificarla
atendiendo a propiedades funcionales:
como una secuencia “sefial” mitocondrial
tiene la funcion de ordenar a una proteina
que vaya hacia una mitocondria y no al
nucleo, por ejemplo, si se situa mediante
ingenieria genética a la cabeza del gen de
una proteina normalmente no mitocodrial,
la proteina codificada por este gen quimera
deberia encontrarse en la mitocondria.
Técnicamente, el gen quimera preparado
asi puede transcribirse y traducirse in vitro
en proteina quimera, cuyo destino en las

mitocondrias se puede seguir. Asi, el equipo
de G. Schatz (" de Basilea, en 1984, seguido
por otros mas, »¥ pudieron demostrar que
cuando la proteina quimera se afiade a una
suspension de mitocondrias aisladas, se fija
sobre la membrana externa y después
difunde hacia el interior de la mitocondria.
Ademas de la verificacibn de que Ila
secuencia sefal es la que se esperaba, estos
experimentos demuestran que es esencial
para el reconocimiento de los precursores por
la membrana externa de las mitocondrias (sin
duda mediante receptores), la etapa
preliminar a la migracion de la proteina hacia
su destino final en la mitocondria.

Después del cbédigo de la provincia, el de
la ciudad.

Ello equivale a decir que las secuencia
sefal mitocondriales tienen en comun el
permitir el reconocimiento de precursores y
su entrada en las mitocondrias. Por tanto, se
podria pensar que las secuencias sefial de
las 350 a 100 proteinas mitocondriales
distintas deberian parecerse mucho. Lo
paraddjico es que no es asi. Hay muy poco
parecido entre las distintas secuencias sefal
identificadas. Por el contrario, Hurt y A. P. G.
M. Van Loon fueron los primeros en observar
que estas secuencias presentaban unas
propiedades fisicoquimicas muy especiales:
todas son muy ricas en aminoacidos
cargados negativamente (arginina, lisina) y en
grupos hidroxilo capaces de interactuar con el
agua (serina, treonina). Esta organizacion las
hace bastante distintas de secuencias sefial
de las proteinas de membrana, y define, sin
duda, las condiciones fisicoquimicas de la
interaccion entre el precursor y su receptor de
la membrana externa de las mitocondrias.

Una vez aclarado este punto nos podemos
preguntar qué determina en estas secuencias
sefal, o en el resto de las proteinas
mitocondriales, su direccidn hacia un lugar
preciso en las mitocondrias. ;Cual es la
informacion contenida en secuencia de
aminoacidos que hara detener una proteina



en la membrana externa, como es el caso
de la proteina llamada 70 000 d o la que va
a orientar a la proteina “subunidad IV de
citocromo oxidasa” hacia la membrana
externa? Los experimentos realizados con
proteinas quimeras construidas con una
secuencia sefal y el enzima bacteriano
citoplasmatico 3 galactosidasa de E. coli
(un enzima muy facil de detectar mediante
varias pruebas)® permiten llegar a la
conclusién de que cualquier informacion de
la direccionalidad intramitocondrial esta
contenida en la estructura de la secuencia
sefial. T. Keng, del Massachussets
Institute of Tecnology enlazé a la
galactosidasa los nueve aminoacidos del
extremo de un enzima que se encuentra
normalmente en la matriz mitocondrial:
pudo encontrarse [ galactosidasa en la
matriz. Incluso en el caso de proteinas
mitocondriales que no llegan a perder la
secuencia sefial en su maduracion se
encuentra un coédigo del mismo tipo. La
proteina de 70 000 d es un ejemplo de ello,
la porcion terminal de la proteina muestra
unas propiedades fisicoquimicas
comparables a la de las secuencias senal
de las proteinas precursoras y, de hecho,
esta region sirve para el reconocimiento de
la proteina por el receptor. Sin embargo,
en esté caso, el cédigo de direcionalidad
es mas complejo. Se ha demostrado que
se encuentra algo mas lejos en la proteina
una secuencia de 27 aminoacidos poco
solubles en el agua (hidréfobos) y ricos en
grupos hidroxilo. Actualmente pensamos,
junto con E.C. Hurt, que esta secuencia
hidréfoba sirve para anclar a la proteina de
70 000 dalton en la membrana externa
siguiendo un cdédigo esta vez parecido al
de las proteinas de la membrana celular
(6.7 (yvéase «Las proteinas de membranay,
Mundo Cientifico, diciembre 1987).

Si retomamos con E.C. Hurt el conjunto de
estos datos, ® estos resultados permiten
llegar a la conclusion de que el codigo de
direccionalidad esta asegurado por la
estructura y la organizacibn de su
secuencia sefial o al menos de la

extremidad de la proteina. Ello no excluye la
presencia de otras informaciones: sin duda
hay otros «codigos» internos ©'9 en las
secuencias de proteinas mitocondriales, que
vendrian a complicar el modelo inicial. Por
ejemplo, el grupo de G.Schatz, 'V de Basilea,
acaba de demostrar que se puede construir
una proteina quimera con una proteina
citoplasmatica (que no sé difunde
normalmente hacia las mitocondrias) y su
propia secuencia terminal rica en arginina,
lisina, treonina y serina. La proteina quimera
llega a difundirse hacia el interior de las
mitocondrias. Normalmente, esta secuencia
no tiene visiblemente una funcion se
secuencia sefial. Asi, proteinas banales
pueden contener, encerradas en su
estructura tridimensional, secuencias que
pueden servir de sefal jHan servido en el
curso de la evolucién para la «captura» del
producto de genes nucleares, por las
mitocondrias?

Ello no nos indica si hay tantos receptores de
membrana como proteinas mitocondriales
distintas. Una manera de abordar el problema
consiste en intentar bloquear la penetracion
de un precursor con la ayuda de un
fragmento de proteina correspondiente a la
secuencia sefal: el grupo de K.B. Freeman
de Hamilton, Canada, realiz6 en 1985 estos
fragmentos idénticos a las secuencias sefial
de precursores de proteinas mitoondriales. El
del enzima ornitina carbamil transferasa
puesto en presencia de mitocondrias aisladas
impide la transferencia de otras proteinas
precursoras mitocondriales. (12) por tanto, los
puntos de la superficie externa
probablemente no son especificos de una
proteina precursora dada.

La ultima pregunta a la que podemos intentar
dar respuesta es saber si todas estas etapas
se efectuan sin aporte de energia o, por el
contrario, si éste es necesario para la difusion
de las proteinas precursoras hacia su
objetivo. Las moléculas cargadas
positivamente pueden migrar a través de la
membrana interna a lo largo de una diferencia



de potencial eléctrico que existe entre una
cara y la otra de esta membrana. Las
secuencias sefal, cargadas positivamente,
probablemente se difunden a través de la
membrana interna por un proceso de este
género, lo que conlleva de esta manera la
difusion de la proteina completa. Pero
junto a este efecto ligado a una diferencia
de potencial, parece que hace falta un

aporte energético de otro tiPo: unos
resultados obtenidos en 1987 "¥ por el
grupo de G. Schatz, en Basilea,
demuestran que la energia quimica

utilizable (en forma de ATP) también seria
indispensable en el exterior de la
mitocondria para la transferencia de la
proteina estudiada.

El grupo de L.K. Tamiz, en Basilea, ha
estudiado la difusion de una secuencia
sefal en un sistema simplificado de
membrana artificial donde no habia
potencial eléctrico. Asi demostré que estas
secuencias se difundian a través de la
membrana y que se establecian enlaces
electrostaticos entre los grupos positivos
de la secuencia sefial y las cargas
negativas de algunos compuestos de
membrana. ('

De esta manera, los codigos que presiden
el acoplamiento de las mitocondrias estan
en vias de perder su misterio: toda la
informacion necesaria para la identificacion
y la direccionalidad de las proteinas
mitocondriales esta codificada en su
misma estructura, menos en forma de
secuencias constantes de aminoacidos
para un mismo final de la proteina que en
forma de bloques distintos pero que tienen
propiedades fisicoquimicas idénticas. Por
tanto, esta direccionalidad se basa
finalmente en un juego entre cargas
eléctricas, estructuradas en el especio y
solubilidad en las fases acuosas o
lipidicas. Pero ademas hace falta un aporte
de energia quimica. El punto de accién de
esta energia, en cambio, es aun
misterioso.
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