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Abreviaturas

* 3xHA Triple epitope de hemaglutinina
* 5°UTR mRNA Region no traducida en el extremo 5" del RNA mensajero

(del inglés untranslated region)

» COB Gen del citocromo b

* COX Citocromo c oxidasa

* COX1 Gen de la subunidad 1 de la COX
* Cox1p Subunidad 1 de la COX

* COX2 Gen de la subunidad 2 de la COX
* Cox2p Subunidad 2 de la COX

* COX3 Gen de la subunidad 3 de la COX
* Cox3p Subunidad 3 de la COX

« mRNA Acido ribonucleico mensajero

* mtDNA DNA mitocondrial

* Nicodenz Siglas en ingles de 5-(N-2,3-dihydroxypropylacetamido)-2, 4, 6-
tri-iodo-N,N *, bis(2,3 dihydroxypropylacetamido) isophthalamide

* PMSF Siglas en inglés de Phenylmethylsulfonyl fluoride

* PPR Siglas en inglés de Pentatricopeptide repeat

* TA Temperatura ambiente

* TEMED Siglas en inglés de ,N,N',N'-tetramethylethylenediamine

e TLCK Siglas en inglés de Noa-Tosyl-Lys Chloromethyl Ketone,

Hydrochloride



Resumen

La mitocondria es un organelo complejo especializado en la produccion de ATP
por medio del acoplamiento entre la cadena transportadora de electrones y el
complejo de la ATP sintasa. Posee su propio material genético asi como la maquinaria
necesaria para expresar su genoma. A pesar de participar en una gran cantidad de
procesos bioquimicos sélo unos pocos componentes de la fosforilacion oxidativa son
codificados por el DNA mitocondrial.

La citocromo c¢ oxidasa (COX) es la enzima terminal en la cadena
transportadora de electrones, reduce al oxigeno para formar agua. El complejo COX
de S. cerevisiae consta de 12 polipéptidos diferentes. Tres de esas subunidades
(Cox1p, Cox2p y Cox3p) son codificadas por los genes mitocondriales COX1, COX2y
COX3y son el centro catalitico de la COX.

La biogénesis de las subunidades mitocondriales es muy compleja y se sabe
muy poco. En la levadura, la traduccion de los RNA mensajeros mitocondriales
depende de proteinas codificadas por genes nucleares. Estas proteinas son llamadas
activadores traduccionales. Algunos activadores se unen a la membrana interna
mitocondrial, y todos actian especificamente sobre el extremo 5 UTR de su mRNA
mitocondrial blanco para iniciar la traduccion. Algunos interaccionan genéticamente
con la subunidad pequefa del ribosoma mitocondrial. Se cree que los activadores
traduccionales ayudan a que el inicio de la traduccion se lleve a cabo cerca del sitio
de insercion en la membrana de las proteinas sintetizadas.

Pet309p es un activador traduccional que se requiere especificamente para la
traduccién del mRNA derivado del gen COX1, asi como para estabilizar al mRNA de
COX1. Se desconocia si Pet309p se asociaba a la membrana mitocondrial o si se
comportaba como una proteina soluble. El objetivo de este trabajo es estudiar la
asociacion de Pet309p con la membrana interna mitocondrial, asi como su

localizacion en la mitocondria.



Para poder detectar a Pet309p se fusiond en su extremo carboxilo un triple
epitope de hemaglutinina (3xHA). Se establecieron las condiciones para purificar
mitocondrias utilizando un gradiente discontinuo de Nicodenz. Con las mitocondrias
purificadas se detectd a Pet309p-3xHA cuando se expresa en copia Unica
cromosomal. Por medio del fraccionamiento mitocondrial se demostré que Pet309p-
3xHA se encuentra unida a la membrana mitocondrial. La extraccién alcalina de las
proteinas mitocondriales indicé que Pet309p-3xHA es una proteina periférica de
membrana. Con el ensayo de proteccion de Pet309p-3xHA contra la digestién con
proteinasa K en mitocondrias y mitoplastos (mitocondrias sin membrana externa) se
demostrd que Pet309p-3xHA se encuentra del lado de la matriz mitocondrial.

En conclusién, se encontré que Pet309p es una proteina periférica de la cara
interna de la membrana interna mitocondrial. Creemos que la asociacion de Pet309p
con la membrana interna es importante para facilitar la sintesis localizada de Cox1p,
ya que esta interaccion parece ser lo suficientemente fuerte como para atraer la

maquinaria de traduccién a la membrana interna mitocondrial.



Introduccion

La mitocondria y la produccion de energia

La mitocondria es un organelo complejo especializado en la produccion de
ATP. Consiste de cuatro compartimentos: membrana externa, membrana interna,
espacio intermembranal y matriz mitocondrial. Posee su propio material genético, asi
como la maquinaria necesaria para expresar su genoma (Dujon, 1981).

La produccién de energia celular ocurre principalmente a través de la
fosforilacion oxidativa, que es un proceso en el que los electrones pasan a través de
una serie de moléculas transportadoras embebidas en la membrana interna. A este
conjunto de moléculas se les llama cadena transportadora de electrones. Los
electrones son aceptados del NADH, el cual a su vez es producido por la oxidacion de
nutrientes en el ciclo del acido citrico. Finalmente, los electrones son transferidos al
oxigeno molecular para formar agua (Saraste, 1999).

La cadena transportadora de electrones de S. cerevisiae (figura 1) consiste
de: dos NADH deshidrogenasas: una interna (matriz mitocondrial) y una externa
(espacio intermembranal), el complejo II o succinato deshidrogenasa, el complejo III
o citocromo bcl, y el complejo IV o citocromo ¢ oxidasa. Otros componentes son una
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa y una D, L-lactato deshidrogenasa (Figura 1)
(Bakker y col., 2001; Rosenfeld y Beauvoit, 2003). Estos complejos tienen una
orientacién especifica en la membrana interna mitocondrial. El paso de electrones
entre estos complejos libera energia que es almacenada como un gradiente de
protones a través de la membrana interna y es usada por la ATP sintasa para generar
ATP a partir de ADP y fosfato (Hatefi, 1985).
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Figura 1. La cadena respiratoria de S. cerevisiae consiste de: dos NADH deshidrogenasas (NDE1,2 y NDI1),
complejo II (succinato deshidrogenasa), complejo III (citocromo bcl1) y complejo IV (citocromo c¢ oxidasa). Otros
donadores de electrones son el glicerol-3-P y el lactato. Modificado de Rosenfeld y Beauvoit (2003).

Saccharomyces cerevisiae como modelo experimental

S. cerevisiae ha sido frecuentemente utilizada como modelo para estudiar la
funcion mitocondrial. Es una levadura facultativa y el hecho de que la respiracién no
sea esencial para su viabilidad hace a este organismo un modelo ideal para estudiar
los mecanismos genéticos y bioquimicos responsables del funcionamiento
mitocondrial. Se pueden obtener mutantes no respiratorias que generan colonias
pequeias o “petite” en presencia de glucosa (u otra fuente de carbono fermentable)
y que no crecen en fuentes de carbono como glicerol o etanol (Roman, 1981;
Tzagoloff y Dieckmann, 1990).

El fenotipo “petite” o “pet” se debe a que la mutacion lleva a la pérdida de uno
0 varios elementos de la cadena respiratoria, incluyendo a los citocromos ay b o
incluso a la pérdida total del DNA mitocondrial (Roman, 1981., Tzagoloff y
Dieckmann, 1990). Este fenotipo también es observado en cepas que como resultado
de una mutacién en el genoma nuclear pierden la capacidad de respirar (Tzagoloff y
Dieckmann, 1990).



S. cerevisiae tiene herramientas de genética y bioquimica mitocondrial muy
accesibles. Adicionalmente su DNA mitocondrial puede ser manipulado
genéticamente, lo cual ha permitido una mejor diseccion de los mecanismos de
expresion del genoma mitocondrial (Bonnefoy y Fox, 2002).

Muchas de las proteinas recientemente descubiertas en esta levadura tienen
homologos mitocondriales en humanos. Asi, S. cerevisiae es un organismo adecuado
para estudiar las bases moleculares de un nimero creciente de enfermedades de
origen mitocondrial en humanos ocasionadas por mutaciones en genes nucleares
(Foury y Uxue, 2001).

Citocromo c oxidasa (COX)

En las mitocondrias y algunos procariotes, la citocromo ¢ oxidasa (COX) o complejo
IV (E.C. 1.9.3.1) es la enzima terminal en la cadena transportadora de electrones
(Figura 1) (Frey y Murray, 1994). Pertenece a la familia de enzimas hemo-cobre y no
sélo reduce el oxigeno molecular (O,) para formar agua, sino que también actia
como una bomba de protones generando un gradiente electroquimico que es
empleado por la ATP sintasa para sintetizar ATP (Michel y col., 1998, Pereira y col.,
2001). La COX de eucariotes es una enzima compleja que consiste de once a trece
subunidades, dependiendo del organismo. En contraste, la COX de la mayoria de
procariotes consiste Unicamente de tres subunidades (Mazourek y col., 1999).

El complejo COX de S. cerevisiae consta de 12 polipéptidos diferentes. Tres de
esas subunidades (Coxlp, Cox2p y Cox3p) son codificadas por los genes
mitocondriales COX1, COX2 y COX3 y son traducidas por ribosomas mitocondriales.
Estas tres subunidades estan altamente conservadas entre diferentes organismos y
componen el centro catalitico de la COX. Estas subunidades contienen centros
metalicos redox (Cus, hemo a y hemo as-Cug), los cuales juegan un papel clave en la
estabilidad y la funcion de la enzima (Capaldi, 1990).

El resto de las subunidades son codificadas en el genoma nuclear, traducidas

en el citoplasma e importadas a la mitocondria. Las subunidades nucleares muestran



una conservacion de secuencia relativamente mas baja que sus contrapartes
mitocondriales y son relativamente mas pequefas (5.4-14.9 KDa), sin embargo son
indispensables para el ensamblaje y funcién de la enzima (Khalimonchuk y Rddel,
2005; Capaldi, 1990). Se entiende poco el ensamblaje de COX, pero en general se ha
postulado que es un proceso secuencial que involucra un gran nimero de proteinas
que lo facilitan y asisten y cuyas funciones se presentan en la tabla 1.

El ensamblaje de la holoenzima COX es muy complejo, ya que las subunidades
codificadas en el nucleo deben ser importadas y translocadas al sitio de montaje en la
membrana interna mitocondrial. Por otro lado las subunidades de origen mitocondrial
deben ser procesadas e insertadas en la bicapa lipidica de la misma membrana y
también deben unir los grupos prostéticos y metales. Se cree que en humano esta
insercion se da en forma de subcomplejos con las subunidades nucleares (Nijtmans y
col., 1998).



Proteina | Funcion Referencia
Pet309p Activador traduccional del mRNA de COX1. Manthey y McEwen, 1995
Pet11lp Activador traduccional del mRNA de COX2. Muleroy Fox, 1993 a, b
Pet54p Activador traduccional del mRNA de COX3. Constanzo v Fox. 1988: Brown
Pet122p Activador traduccional del mRNA de COX3. col.. 1994 y Fox, ! y
Pet494p Activador traduccional del mRNA de COX3. i
Mss51 Involucrada en la traduccion e insercion de Pérez-Martinez y col., 2003;
P Coxl1p. Barrientos y col., 2004.
Requerida para el procesamiento del transcrito
Cox24p de COX. Barros y col., 2006
Cox14 Requerida para la expresion y ensamblaje de Fiory y col., 2000;
P Coxlp Barrientos y col., 2004.
Pet100 Facilita la formacion y ensamblaje del complejo Church y col., 1996;
P | cox. Church y col., 2005.
Oxalp Facilita Ia_mseraon_ enla membrana interna de Hell y col., 2001.
las subunidades mitocondriales.
Involucrada en la translocacion de las
Mbalp subunidades mitocondriales. Preuss y col., 2001.
Requerida para la translocacion del C-terminal
Cox18p del precursor de Cox2p. Saracco y Fox, 2002.
Pntip Requerida para la translocacion del precursor de He and Fox, 1999.
Cox2p.
Mss2p &Rgggsnda para la translocacion del precursor de Broadley y col., 2001.
Farnesil-transferasa, facilita el primer paso de
Cox10p biosintesis del grupo hemo a. Nobrega y col., 1930.
Shylp Necesaria para el ensamblaje de COX Mashkevich y col., 1997.
Cox19p (I;/I:tcaclg))ghaperona, requerida para el ensamblaje Nobrega y col., 2002.
Cox23p Requgrlda para el ensamblaje d_e COX, puede Barros y col., 2004.
estar involucrada en el metabolismo del cobre.
Metalochaperona, se cree que provee el cobre
Coxll1p para Cox1p. Tzagoloff y col., 1990.
Scolp I\C/Ic()a)tglrt))chaperona, se cree que provee el cobre a Schulze y Rédel, 1988., 1989,

Tabla 1. Algunas proteinas involucradas en la biogénesis de COX en S. cerevisiae.

La subunidad 1 de la citocromo c oxidasa (Cox1p)
La subunidad I de COX (Cox1p) es codificada por el gen mitocondrial COX1. Es

la subunidad mas grande (55-57 KDa) e hidrofdbica del complejo de la citocromo ¢
oxidasa. Contiene un grupo hemo a y un centro redox binuclear hemo as-Cug, asi

como un ion sodio (Tsukihara y col., 1995; Kirichenco y col., 1998).



Coxlp cruza la membrana interna mitocondrial con 12 hélices
transmembranales las cuales forman canales hidrofdbicos. Es parte integral del
nucleo catalitico y de ensamblaje de la enzima (Capaldi, 1990; Michel y col., 1998).
Cox1p debe sintetizarse en los ribosomas de la matriz mitocondrial e insertarse en la
membrana interna para ensamblarse en COX. Los estudios en levaduras han
mostrado que la ausencia de Coxlp afecta el ensamblaje de las otras dos
subunidades del centro catalitico (Cox2p y Cox3p), asi como de Cox4p (Lemaire y
col., 1998).

En S. cerevisiae el gen COX1 es transcrito como un RNA precursor
policistronico (Figura 2), el cual contiene los genes COX1, ATP8, ATP6 y ENS2 que
codifican a la subunidad I de COX, la subunidad 8 de la ATPasa, la subunidad 6 de la
ATPasa y una subunidad de la endonucleasa respectivamente. Este transcrito
policistronico es procesado entre los cistrones COX1 y ATP8, liberando asi el
transcrito COX1 de los cistrones ATP8-ATP6-ENS2. Adicionalmente, en algunas cepas
de S. cerevisiae la regién codificante de COX1 contiene intrones, los cuales deben ser
removidos para que la proteina funcional Cox1p pueda ser traducida. Por lo tanto, la
expresion del gen COX1 involucra varios pasos de procesamiento del RNA, para asi
traducir el mRNA de COX1 maduro (Figura 2) (Dieckmann y Staples, 1994).

A4 ASa A5B A5y A6 ATP8 ATP6 ENS2

al3 al4 | |al5a al5p

al5
T ] | fris i

Figura 2. Unidad de transcripcién de COX1, ATP8, ATP6 y ENS2. Exones ([]) de COX1 (numerados
como A1-A6) y de ATP8, ATP6 y ENS2; intrones {J ) denominadas all-al5y. Las flechas indican sitios de
procesamiento en el 3'-UTR. Modificado de Dieckmann y Staples (1994).



En levadura, la expresion del gen COX1 es muy compleja y poco comprendida.
Se han identificado y caracterizado un gran numero de proteinas que facilitan la
expresion de este gen (Tabla 1) (Kloeckener y col., 1987; Pel y col., 1992). Entre
estas proteinas se encuentran: Mss116p, que se requiere para la escision de varios
intrones en COX1 (Seraphin et al, 1989), Nam1p, que esta involucrada en la
acumulacién de varios transcritos mitocondriales, incluido el gen COX1 (Ben y col.,
1989). Cox24p es necesaria para el procesamiento del transcrito de COX1 (Barros y
col., 2006). Mss51p se requiere para la traduccion del mRNA de COX1 (Decoster y
col., 1990) e interacciona con Cox1p recién sintetizada (Pérez-Martinez y col., 2003).
Pet309p es el activador traduccional especifico de Cox1p (Manthey and McEwen,
1995). Pet309p es la proteina en estudio de este trabajo, por lo que se revisara
detalladamente mas adelante.

Genoma mitocondrial

Como se menciond anteriormente, la mitocondria tiene un papel central en la
produccion de energia de las células eucariontes. También participa en: el
metabolismo de aminoacidos y lipidos, la homeostasis de iones, el metabolismo
intermediario, la sintesis de grupos hemo y la apoptosis, entre muchas otras
funciones. Sin embargo, a pesar de participar en una gran cantidad de procesos
bioguimicos sélo unos pocos componentes moleculares de esas vias son codificados

por el DNA mitocondrial (Figura 3) (Burger y col., 2003).
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Figura 3. Se muestra la mayoria de las funciones mitocondriales en membrana interna y matriz. La mayoria de
los componentes mitocondriales son codificados en el ndcleo (azul), en rosa se muestran los componentes
codificados en algunos eucariontes por el DNA mitocondrial y en otros por el DNA nuclear. Una pequefia porcidn
es invariablemente codificada por el DNA mitocondrial (amarillo-naranja). EF-Tu: factor de elongacién Tu.
Madificado de Burger y col., 2003.

Se cree que el DNA mitocondrial (mtDNA) de la levadura es una molécula
circular. Tiene un tamafio de 75 a 80 Kbp dependiendo de la cepa (Foury y col.,
1998). El nimero de moléculas de mtDNA por célula varia dependiendo de las
condiciones de crecimiento: de 40 a 60 moléculas en condiciones aerdbicas y
aproximadamente 8 en anaerobiosis (Miyakawa y col., 1987). Codifica 8 proteinas de
las cuales 7 son componentes de los complejos de la cadena respiratoria:
subunidades I, II y III de COX (Coxlp, Cox2p y Cox3p respectivamente), apo-
citocromo b (Cobp), y las subunidades 6, 8 y 9 del componente Fy de la ATP sintasa

mitocondrial (Atp6p, Atp8p y Atp9p respectivamente). El otro producto proteico es

11



Varlp, una proteina soluble que forma parte de la subunidad pequefa del ribosoma
mitocondrial (Constanzo y Fox, 1990, Hudspeth y col., 1982).

El mtDNA también contiene genes de los rRNA's 21S y 15S, un juego
completo de 24 tRNA's asi como un RNA que es componente de una enzima
semejante a la RNasa-P involucrada en el procesamiento de tRNA (Constanzo y Fox,
1990).

Tanto los complejos de la cadena respiratoria como los componentes para la
expresion del sistema genético mitocondrial son en su mayoria productos de genes
nucleares que se sintetizan en el citoplasma y se importan a la mitocondria. Esto lleva
a la idea de que la expresién genética nuclear y mitocondrial deben ser reguladas y
sincronizadas en varios niveles, permitiendo una acumulacién balanceada de las
subunidades de la cadena respiratoria (Figura 4). Sin embargo, los mecanismos de
regulacion de genes mitocondriales y del ensamblaje de sus productos en complejos
funcionales son dificiles de estudiar y poco comprendidos (Constanzo y Fox, 1990;
Fox, 1996-a).

Ribosomas
citoplasmicos

Mitocondria

Niacleo

Ribosomas
mitocondriales

Figura 4. Esquema de interaccion entre proteinas de origen nuclear y mitocondrial. Subunidades nucleares de
los complejos respiratorios (en rojo), proteinas de vias metabdlicas (en verde) y proteinas de origen mitocondrial
(subunidades de complejos respiratorios en azul). Se muestran los ribosomas citoplasmicos y mitocondriales
Madificado de Fox (1996a)
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Traduccion en la mitocondria y activadores traduccionales.

La principal funcion del genoma mitocondrial es generar las subunidades mas
hidrofdbicas de los complejos respiratorios, las cuales estan unidas a la membrana
interna. Por lo tanto, el sistema genético mitocondrial esta altamente especializado en
la produccidn y ensamblaje de proteinas integrales de membrana (Fox, 1996-b).

La principal herramienta para analizar la expresion genética mitocondrial es el
estudio de mutantes nucleares de levadura que bloguean esta expresion. Los
estudios de Cabral y Schatz (1978) demuestran la importancia del procesamiento
post-transcripcional en el control de la expresiéon de los genes mitocondriales. Ellos
identificaron mutaciones nucleares en dos genes que bloguean especificamente el
ensamblaje de COX al impedir la sintesis de subunidades codificadas por el genoma
mitocondrial: la mutante pet494 carecia de Cox3p y la mutante pet111 carecia de
Cox2p.

En los ultimos afos se han identificado otras mutantes que ocasionan
fenotipos similares y que afectan la expresidén de varios genes mitocondriales de
levadura (Rodel, 1986; Constanzo y Fox, 1990; Manthey y McEwen, 1995).

En levadura, la traduccién de los RNA mensajeros mitocondriales depende de
proteinas codificadas por genes nucleares que se importan a la mitocondria. Estas
proteinas son llamadas activadores traduccionales (Tabla 1) (Constanzo y Fox 1990).

Los activadores son especificos para cada mRNA mitocondrial. Asi, Pet309p es
especifico para COX1 (Manthey y McEwen, 1995; Manthey et al; 1998); Petl11p es
especifico para COX2 (Mulero y Fox, 1993b); Pet54p, Pet122p y Pet494p son
especificos para COX3 (Constanzo y Fox, 1988); Cbslp y Cbs2p son especificos para
COB (Rodel, 1986); Aeplp y Aep2p son especificos para ATP9; Nca3p es especifica
para ATP6 y Nca2p es especifica para ATP8 (Grivell, 1995). A la fecha no se ha
descrito un activador traduccional para la proteina soluble Varip.

La activacién de la traduccion de los mRNA de origen mitocondrial se da por la
interaccion de los activadores traduccionales con el extremo 5 UTR de sus mRNA
mitocondriales blanco (Figura 5). Cabe mencionar que a la fecha esta interaccion se

ha demostrado Unicamente a nivel genético. Por ejemplo, Mulero y Fox (1993b)
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demuestran que Pet111p actia especificamente en el extremo 5 UTR del mRNA de
COX2 para activar la traduccion, observan que una mutante nula de pet111 recupera
su capacidad de respirar en presencia de un mRNA quimérico con la region
codificante de COX2 y el extremo 5 UTR de COX3 . Esto sugiere que los activadores
traduccionales funcionan durante el inicio de la traduccidn y no se requieren durante
la fase de elongacion.

La interaccion de los activadores traduccionales con el extremo 5 UTR de los
mRNA también ha sido demostrada para Pet54p, Pet122p y Pet494p (los activadores
traduccionales de COX3). Para ello se utilizaron construcciones donde la regidn
codificante del gen del citocromo b se fusion6 a la region 5 UTR del gen de COX3. El
citocromo b del mRNA quimérico fue traducido a niveles comparables con los del
mRNA silvestre y su traduccion dependia de Pet54p, Pet122p y Pet494p (Constanzo y
Fox, 1988).

Hasta el momento, en los activadores traduccionales no se han identificado
motivos de unidén al mRNA, a excepcidon de Pet309p, que es el Unico activador
traduccional que presenta dominios PPR (ver mas adelante). Tampoco en los
extremos 5-UTR de los mRNA mitocondriales se han encontrado secuencias consenso
de union de los activadores traduccionales.

Sin embargo, se han identificado secuencias necesarias para la traduccién de
los mRNA “s mitocondriales. Por ejemplo, en el 5"UTR de COX2 se ha encontrado una
region de 31 pares de bases requerida para la traduccion y que esta conservada en
varias especies de levaduras (Fox, 1996b). En la regién 5 UTR de COX3 se encontrd
una regién de 151 pares de bases entre los nucledtidos -480 y -330 relativos al codon
de inicio que contiene secuencias que son suficientes para activar la traduccion
(Wiesenberger y col., 1995).

No se ha demostrado que los mRNA mitocondriales contengan secuencias de
unién a los ribosomas. Ningin mRNA mitocondrial contiene secuencias Shine-
Dalgarno (Fox, 1996b).

Datos genéticos indican que los activadores traduccionales interaccionan con

los ribosomas mitocondriales. En un andlisis de revertantes de mutantes de pet122 se
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encontrd un supresor que fue llamado PET123. Esta es una proteina nuclear que
forma parte de la subunidad pequena del ribosoma mitocondrial. Mutantes de PET123
reducen dramaticamente la sintesis de las proteinas codificadas mitocondrialmente.
Esto sugiere que Pet123p es esencial para la sintesis general de proteinas en la
mitocondria (Figura 5) (Hafter y col., 1990; McMullin y col., 1990). Hay evidencias
genéticas que indican que también los activadores traduccionales del mRNA de COB,

Cbs1p y Cbs2p interaccionan con los ribosomas mitocondriales (Krause-Buchholz y
col., 2004; Krause-Buchholz y col., 2005)

Membrana interna

+ egion 5'UTR
[

Ribosomas
mitocondriales

mRNA
mitocondrial

Proteina mitocondrial

Figura 5. Modelo de interaccién de los activadores traduccionales con el extremo 5'UTR de su mRNA blanco, con
la membrana interna mitocondrial y con el ribosoma mitocondrial. Modificado de Fox (1996a).

Dentro de la matriz mitocondrial algunos activadores se unen a la membrana
interna mitocondrial. Por ejemplo, los activadores de COX3, Pet54p, Pet122p y
Pet494p se encuentran asociados a la membrana interna mitocondrial. Pet54p tiene
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una asociaciéon membranal débil ya que aproximadamente la mitad de esta proteina
se detecta en la fraccién soluble después de la extraccion alcalina con carbonato de
sodio alcalino (Constanzo y col., 1989). Por otro lado, se ha visto que Petlllp, el
activador traduccional de Cox2p se encuentra unido a la membrana interna
mitocondrial como una proteina integral de membrana (Figura 5) (Green-Willms y
col., 2001). Recientemente se han reportado interacciones entre activadores
traduccionales de diferentes RNA mensajeros (Krause y col., 2004; Naithani y col.,
2003).

En conjunto, estos datos sugieren que la sintesis de las subunidades altamente
hidrofébicas de COX es llevada a cabo de manera localizada en la superficie de la
membrana interna mitocondrial, en donde los activadores traduccionales
interaccionan con su mRNA blanco y con el ribosoma mitocondrial. Estas proteinas
activan la traduccion facilitando asi el ensamblaje de las subunidades del centro
catalitico de COX (Figura 5) (Fox T. 1996a).

PET309p

Esta proteina pertenece a la familia de los activadores traduccionales, es
codificada por el gen nuclear PET309. Se requiere especificamente para la traduccion
y estabilizacion del mRNA de COX1 (Manthey y McEwen, 1995). El gen de 2895 pb,
codifica una proteina de 965 aminoacidos (~106 KDa). Usando los programas Blast,
Swissprot y Genpept se predijo que la proteina es muy basica con un pI de 10.1 y
que posiblemente presenta un cruce transmembranal (Figura 6), aunque en general
es una proteina que se predice hidrofilica. Mutantes de S. cerevisiae en esta proteina
no pueden procesar el pre-mRNA de COX1 y tampoco pueden traducir el RNA maduro
de COX1 (Manthey y McEwen, 1995), por lo tanto son mutantes no respiratorias

A\Y
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1 MKRCAPAVLR NYNYKKGIWS TGVPDHIRKL LRDKSTSPLC SQDERNLVSY
51 FMARGSVPLK SVGSGLTKKA TTSITSNSAT TTFERQYLIK YLYRHQAYGN
101 VIKIAQKFLY TTIGSQRLLK QDASLPELKK FLLSLLILQR GIQLDOAISD
151 IIQRFLLTQK TMVIDLINSI FSRMVIMNMH EEAVYKWVKW MKLVNGHCEF
201 TNYMENKIVL RNFLSFMRQS NVRPDYLSYL KAIQLTQGPA IASQFATTLL
251 FLLTYIRKFS SAEAVWNYKC EHNLPIVSSD LTCILKTYCH MQKFNLVSST
301 YWKYPDAQHD QONQFDYLLVA HSRLHNWDAL QQQFNALFGI GKLPSIOHEG
351 ARG E DS NERRGMIPTIAVL.OSLLYA HYKVGDFAAC
401 FSHFELFKKY DITPSTATHT IMLKVYRGLN DLDGAFRILK RLSEDPSVET
451 TEGHFALLIQ MCCKTTNHLI AQELFNLMTE HYNIQHTGKS ISALMDVYIE
501 SNRPTEATALFEKHSKNLSW RDGLISVYNK AIKAYIGLRN ANKCEELFDK
551 ITTSKLAVNS EFYKMMIKFL VTLNEDCETA LSIIDQLIKH SVIKVDATHE
601 EIIMEAYDRENGYRDCIINLYIKIMSONRKVPANNSKILYYILK AVAKKSLONN
651 EEIKETINMV EDIMENAANG TLDVTYNKLH PSVMAWPMRM IVKHDSPQRA
701 LELYNRYNEL FFKKHDWISN NNKFVMMRSL LVLLAQIEQW KDFETLFAKY
751 MDRIENIENL PSSTTPNIKL RSIFSGLFPY KVSQLIAMNK IDELPLLWKK
801 LREKGFILDN ISWNSAVEAL FKDPRTLSYG MKIVDDTLIH GYNLIHKFRL
851 LTKLSEDKTQ SSDKSWPTLK MKEKEPNKFQ PRLYLKSDTY NSIMRQLDTY
901 LDGIDDLKTL EDQVRDFISN YKYFMKDYLL MPRSKINKWE QIEMRHLSYF
951 KELRKSKRVL PVSKFREQKL ELHRGGGRIF YPYDVPDYAG YPYDVPDYAGS

1001 YPYDVPDYAT SLEGGPGTQF AL*

Figura 6. Secuencia de aminoacidos de Pet309p. La puntas de flecha indican el probable sitio de corte
de la secuencia de importacion a la mitocondria. La regién de un posible cruce transmembranal se
indica subrayada. Los siete dominios PPR se pintan en colores (rojo, amarillo, verde, azul, violeta, gris
y café). El triple epitope de hemaglutinina se esquematiza en letras azules. El asterisco indica el codén
de termino. Secuencia tomada de la pagina del genoma de Saccharomyces cerevisiae
(http://www.yeastgenome.org/)

Datos genéticos indican que Pet309p interacciona especificamente con la
region 5 -UTR de COX1. Manthey y McEwen (1995) encontraron que una mutante de
pet309 recuperaba su capacidad respiratoria cuando existia un rearreglo en el gen
COX1. La region codificante de COX1 se fusion6 con la region 5 -UTR de COB. En
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estos supresores la traduccion del mRNA de COX1 no requeria mas de Pet309p sino
de los activadores traduccionales de COB.

Pet309p es el Unico activador traduccional de levadura descrito que presenta
dominios PPR (Pentatricopeptide Repeat) (Figura 6). Estos dominios fueron
descubiertos recientemente en Arabidopsis thaliana y son muy abundantes en plantas
(Small y Peeters, 2000). Los dominios PPR son unidades que consisten de 35
aminoacidos que usualmente aparecen en repeticiones de 2 a 26 en serie en una
proteina. No se conoce la estructura cristalina de ninguna proteina PPR, pero se cree
gue consisten de dos a-hélices antiparalelas que forman un surco o tunel, el cual es
probablemente un sitio de unidn a proteinas o a RNA. Se predice que las proteinas de
esta familia se localizan principalmente en mitocondrias y cloroplastos. Las evidencias
genéticas sugieren que los motivos PPR se unen a secuencias especificas en el RNA
ayudando a la maduracién y expresion del RNA en organelos (Shikanai, 2006).

Parece que Pet309p esta evolutivamente conservada, ya que se ha reportado
que el gen CYA-5 en Neurospora crassa es similar a PET309. El producto del gen
CYA-5 es requerido para la expresidon post-transcipcional de COX1, probablemente
para una traduccion eficiente del mRNA (Coffin y col., 1997; Manthey y col., 1998).
En las bases de datos se encontraron probables homdlogos en Candida glabrata,
Klyuveromyces lactis y Aspergilus fumigatus. Otro posible homologo funcional de
PET309 es el gen LRPPRC en humanos, el cual es necesario para la expresion de
COX1y COX3 (Xu y col. 2004). Se encontrd que una mutacion en este gen se asocia
a la enfermedad neurodegenerativa conocida como sindrome de Leigh, ocasionada
por la deficiencia de citocromo ¢ oxidasa (Mootha y col., 2003). En estos dos posibles
homadlogos de Pet309p también se han encontrado dominios PPR.

Los activadores traduccionales se encuentran en bajas concentraciones en la
célula (Fox, 1996b). La sobre-expresion de estos activadores traduccionales resulta
en fenotipos inesperados. Por ejemplo, Fiori y col. (2005) reportaron que la sobre-
expresidon del activador traduccional Peti1lp del mRNA de COX2 interfiere
fuertemente con la respiracion y con la acumulacién de la proteina Coxlp. Se

propuso que Petl111p, en altas concentraciones, puede interferir con la traduccion del
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mRNA de COX1 y también con el ensamblaje post-traduccional de la COX. De igual
manera se ha observado que la sobre-expresion de CBS2, el activador traduccional
especifico del mMRNA de COB tiene efectos negativos en el crecimiento respiratorio y
en la acumulacion de Cox1p. Este efecto fue atribuido a la agregacion de la proteina
sobre-expresada, lo que llevd a la disminucion de su actividad (Tzschoppe y col.,
2000).

Actualmente se desconoce si Pet309p se asocia a la membrana en la
mitocondria. En 1998, Manthey y colaboradores reportaron que Pet309p era una
proteina integral de membrana con dominios expuestos al espacio intermembranal.
Este comportamiento se observd cuando Pet309p estaba en condiciones de sobre-
expresion, no fue posible detectar a la proteina cuando se encontraba en copia Unica.

Por el contrario Krause y col. (2004) reportan que Pet309p es una proteina
débilmente asociada a la membrana interna mitocondrial cuando esta presente en
copia Unica. Cabe mencionar que en este Ultimo trabajo la proteina Pet309p no era el
objeto central de estudio sino que la encontraron formando parte de un complejo
multiprotéico de aproximadamente 900 KDa. En este trabajo se propone un modelo
de interaccidon entre diferentes activadores traduccionales en el que Pet309p es

soluble.



Justificacion

Como se menciond anteriormente, la biogénesis de la citocromo ¢ oxidasa es
compleja y muy poco entendida. Una de las subunidades clave en la biogénesis de
COX es Cox1p. Cox1p es la subunidad mas grande de la COX y es parte central en el
ensamblaje y actividad de la enzima.

Recientemente se han identificado muchos factores especificos para la
biogénesis de COX1, pero sus mecanismos de accidon se desconocen. Creemos que la
sintesis de Cox1p esta altamente coordinada con su insercidon en la membrana interna
mitocondrial, ya que es una proteina muy hidrofdbica, sin embargo no se sabe como
ocurre esta coordinacion.

A nosotros nos interesa estudiar cdmo participa Pet309p en la biogénesis de
Cox1lp. En particular nos interesa estudiar si Pet309p se asocia a la membrana
interna mitocondrial. Lo anterior contribuird a comprender los mecanismos de sintesis

/ insercion de Cox1p en la membrana interna mitocondrial.
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Hipotesis

Siendo Cox1p es una proteina integral de la membrana interna mitocondrial,

Pet309p, su activador traduccional debe asociarse con esta membrana para optimizar

la expresiéon de COX1.

Objetivo general

Estudiar la naturaleza de la asociacién de Pet309p con la membrana interna

mitocondrial en S. cerevisiae.

Objetivos particulares

Aislar mitocondrias a partir de cepas de levadura conteniendo una copia Unica
del gen PET309. Se usaran cepas en las que Pet309p tiene un triple epitope de

hemaglutinina (3xHA) en su extremo carboxilo terminal.

Determinar si Pet309p-3xHA se asocia a la membrana interna mitocondrial.
Separar de manera diferencial las proteinas periféricas e integrales de
membrana para determinar qué tipo de proteina de membrana es Pet309p-

3xHA en la mitocondria.

Determinar la topologia de Pet309p-3xHA, por su susceptibilidad a la digestion

con proteinasa K.
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Materiales y Métodos

Cepas

Las cepas de S. cerevisiae que se usaron son congénicas a la cepa D273-10B.

Cepa Genotipo nuclear (mitocondrial) Referencia

DAU1 Mata, ade2, ura3A (p™) Costanzo y Fox, 1988

SB5 Mata, ade2, ura3A, PET309::3xHA (p*) Sarah Broadley (Sin publicar)

Medios y amortiguadores (Ver apéndice).

Obtencion de la fraccion mitocondrial cruda (Modificado de Glick y Pon,
1995)

1. Crecer una colonia de levadura en 2 ml de medio YPR toda la noche a 30°C.

2. Resembrar en 25 ml de medio YPR e incubar a 30°C hasta una Agp entre 1.2 y
1.4 (fase exponencial de crecimiento).

3. Del cultivo anterior resembrar en 1 | de medio YPR e incubar toda la noche a
30°C hasta una Aspo entre 1.4 y 1.6 (fase exponencial de crecimiento).

4. Centrifugar a 4000 rpm por 10 min a 4°C en el rotor GS3.

5. Lavar el botén una vez con agua fria, juntar todo el boton en un tubo de
centrifuga previamente pesado.

6. Centrifugar a 4000 rpm por 10 min a 4°C en rotor GS3. Eliminar el
sobrenadante y pesar.

7. Resuspender el botdn en amortiguador TD (2 ml/g de peso himedo)

8. Agitar 10 min a 30°C.

9. Centrifugar 5 min a 3300 rpm en rotor GS3.

10. Lavar el botén con amortiguador MP2 (7 ml/g de peso humedo).
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11.Centrifugar 5 min a 3300 rpm en rotor GS3.

12.Resuspender el botén en amortiguador MP2 (7ml/g de peso), adicionar
zimoliasa-20T (3mg/g de peso himedo).

13. Agitar de 30 a 60 min a 30°C, hasta que los esferoplastos se formen
(Revisar la formacion de esferoplastos a los 30, 45 y 60 min). Para revisar la
formacién de esferoplastos:

Comparar 2 ml de agua contra 2 ml de sorbitol 1.2 M adicionando a cada una 50 ul
de células, agitar en vortex. Cuando se hallan formado los esferoplastos el tubo con
agua se vera claro comparado con el tubo con sorbitol que se observara turbio esto
debido a que con la diferencia de osmolaridad se romperan los esferoplastos.

A partir de este punto todo se hace a 4°C

14. Centrifugar a 2500 rpm por 5 min a 4°C en rotor GS3.

15.Resuspender en 1/4 del volumen requerido de amortiguador Dounce (13.4
ml/g).

16.Homogeneizar 10 veces en 40 mL de amortiguador usando un homogenizador
y pistilo de vidrio.

17.Centrifugar 5 min a 3300 rpm en rotor GS3 a 4°C. Recuperar el sobrenadante.

18. Centrifugar 5 min a 3300 rpm en rotor GS3 a 4°C. Recuperar el sobrenadante.

19.Centrifugar 12 min a 12000 rpm en rotor SS-34 a 4°C (en el botdon se
encuentran las mitocondrias crudas).

20.Resuspender el botdn en 10 ml de amortiguador SEH (Primero resuspender en
2 ml, con la punta de la micropipeta cortada).

21.Centrifugar 12 min a 12000 rpm en rotor SS-34 a 4°C.

22.Resuspender el botén en 300 ul de amortiguador SEH (con la punta de la
micropipeta cortada).

23. Cuantificar espectrofotométricamente la proteina de la siguiente manera: llevar
10 ul de mitocondrias crudas a 1000 ul con SDS al 0.6%, agitar en vortex.
Calcular la cantidad de proteina considerando que Abs,gy= 0.21 corresponde a

10mg/ml.
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Obtencion de las mitocondrias purificadas en gradiente de
Nicodenz

24.Preparar 5 ml de cada una de las siguientes soluciones de Nicodenz en
amortiguador SEH 2x.

25% = 2.5 ml de Nicodenz 50% (w/v) + 2.5 ml de SEH 2x.

20% = 2 ml de Nicodenz 50% (w/v) + 2.5 ml de SEH 2x + 0.5 ml de agua.
15% = 1.5 ml de Nicodenz 50% (w/v) + 2.5 ml de SEH 2x + 1 ml de agua.
10% = 1 ml de Nicodenz 50% (w/v) + 2.5 ml de SEH 2x + 1.5 ml de agua.
5% = 0.5 ml de Nicodenz 50% (w/v) + 2.5 ml de SEH 2x + 2 ml de agua.

25.Preparar dos gradientes por cultivo (11 de medio de cultivo), depositando 2 ml
de cada solucién de Nicodenz en el siguiente orden: 25, 20, 15, 10 y 5%.
(Usar punta para micropipeta cortada en el extremo).

26.Depositar 0.5 ml del extracto crudo de mitocondrias en cada gradiente. (Usar
punta cortada).

27.Centrifugar a 39000 rpm por 39 min en un rotor SW40Ti (Beckman). Al
finalizar la centrifugacion se observaran cuatro bandas (Ver esquema de la
figura 9).

28.Remover las bandas de mitocondrias y mitoplastos con una aguja y jeringa y
colocarlas en tubos diferentes.

29. Diluir las mitocondrias y los mitoplastos con 25 ml de amortiguador SEH.

30. Centrifugar 10 min a 12000 rpm en rotor SS-34.

31.Para eliminar completamente el Nicodenz resuspender el botdn en 20 ml de
SEH

32.Centrifugar 12 min a 12000 rpm en rotor SS-34 a 4°C.

33.Resuspender el boton en 250 ul de amortiguador SEH, con la punta para

micropipeta cortada en el extremo.
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34. Cuantificar proteinas mitocondriales: llevar 10 ul de mitocondrias puras a 1000
ul con SDS al 0.6%, agitar en vortex. Calcular la cantidad de proteina

considerando que Abs. 0.12 corresponde a 10 mg/ml de proteina a 280nm.

Congelar en nitrogeno liquido y guardar a -70°C en alicuotas de 25 ul.

Cuantificacion de proteinas por Lowry modificado (Markwell,
1978)

Curva de calibracion

Usar una solucion de albumina de 1 mg/ml.
Preparar soluciones de albumina con 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y
100 ul de la solucién de albumina. Llevar a 1 ml con agua como indica el paso 1.
1. Ajustar la muestra con agua a 1 ml.
2. Adicionar 3 ml de solucidon C y mezclar en vortex. Incubar 10 min a TA.
3. Adicionar 300 ul de solucion D y mezclar en vortex e incubar 30 min a TA.
4

. Medir absorbancia a 540 nm.

Solucion A

Na,COs 2%
NaOH 0.4%
Natartrato 0.16%
SDS 1%
Solucion B

Cu,S04.5H,0 4%
Solucion C

Mezclar 100 volumenes de solucidon A con 1 volumen de solucién B (preparar al

momento)
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Solucion D
Mezclar 1 volumen de reactivo de Folin con 1 volumen de agua (preparar al

momento)

Consumo de oxigeno (Estabrook, 1967; Uribe y col., 1985)
Actividad de la cadena respiratoria
1. Descongelar la cantidad necesaria de mitocondrias para tener 1.5 mg/ml por
ensayo.
2. Poner en la cdmara de respiracion 1.5 ml del amortiguador para respiracion
que contiene etanol como donador de electrones para la cadena respiratoria
(ver Apéndice). Se uso6 un oximetro YSI 5300 equipado con un electrodo Clark,
el cual estd acoplado a un sistema computarizado para recabar los datos del

consumo de oxigeno.

3. Adicionar las mitocondrias a la cdmara y monitorear el consumo de oxigeno a

30°C durante 4 min.

Actividad de la COX
1. Descongelar la cantidad necesaria de mitocondrias para tener 1.5 mg/ml por

ensayo.
2. Poner en la camara de respiracion 1.5 ml de amortiguador para respiracion
conteniendo 5 mM de ascorbato de sodio, 50 uM de Tetrametil-p-
fenilendiamina (TMPD) y 1ug de antimicina A (ver Apéndice).
3. Adicionar las mitocondrias a la cdmara y monitorear el consumo de oxigeno a

30°C durante 4 min.
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Fraccionamiento mitocondrial. Separacion de la fraccion

membranal y la fraccidn soluble mitocondrial (Modificado de Glick, 1995).

Descongelar mitocondrias en un vaso con agua hirviendo sumergiendo 3 segundos e

inmediatamente colocar en hielo. Mantener las mitocondrias en hielo hasta su uso.

Protocolo 1. Congelando en N, liquido:

1.

Centrifugar 100 ug de mitocondrias 5 min a 12000 rpm a 4°C

2. Resuspender el boton en 400 ul de amortiguador CH, pH 7.4.
3. Incubar en hielo 10 min.

4,
5

Congelar en N; liquido.

. Sonicar en un bafio con hielo/agua hasta descongelar usando un sonicador

Branson 200 Ultrasonic Cleaner por 5 min. O descongelar en un sonicador
Branson Sonifier 450 con seis pulsos, “output” 5 y “duty cicle” al 40%. Repetir
3 veces el ciclo congelar/descongelar sonicando.

Centrifugar 30 min a 65000 rpm en un rotor TLA-100.3 (Beckman).

1. Separar el sobrenadante y resuspender el botédn en 400 ul de amortiguador

9.

CH.

. Precipitar las proteinas resuspendiendo adicionando 45 ul de acido

tricloroacético al 100% (TCA) (BioChemika).

Incubar en hielo 30 min.

10. Centrifugar 10 min a 12000 rpm a 4°C

11.Lavar una vez con 1 ml de acetona a -20°C y secar al aire por 1 minuto.

12.Resuspender en 100 ul de amortiguador de carga 1X y calentar a 65°C por 10

min.

13.Separar las proteinas en SDS-PAGE y analizar por replica Western.
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Protocolo 2. Sin congelar en N;:

1.

Centrifugar 100 ug de mitocondrias 5 min a 12000 rpm a 4°C.

2. Resuspender el boton en 400 ul de amortiguador CH, pH 7.4.
3.
4

Incubar en hielo 10 min.

. Sonicar en un bafio con hielo/agua usando un sonicador Branson 200

Ultrasonic Cleaner por 5 min, repetir tres veces, hasta que sean 15 min. O en
un sonicador Branson Sonifier 450 con seis pulsos, “output” 5 y “duty cycle” al
40%. Repetir 3 veces.

5. Centrifugar 30 min a 65000 rpm en un rotor TLA-100.3 (Beckman).

8.
9.

. Separar el sobrenadante y resuspender el botdn en 400 ul de amortiguador

CH.

. Precipitar las proteinas del sobrenadante y el botdn adicionando 45ul de acido

tricloroacetico al 100% (TCA) (BioChemika).
Incubar en hielo 30 min.
Centrifugar 10 min a 12000 rpm a 4°C

10.Lavar una vez con 1ml de acetona a -20°C

11.Resuspender en 100 ul de amortiguador de carga 1X y calentar a 65°C 10 por

min.

12.Separar en un gel de poliacrilamida-SDS y analizar por replica en Western.
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Extraccion alcalina de proteinas de membranas mitocondriales
(Modificado de Fujiki y col., 1982).

Descongelar mitocondrias con agua hirviendo sumergiendo 3 segundos e

inmediatamente colocar en hielo. Mantener la mitocondrias en hielo hasta su uso.

Protocolo 1.

1.

o U s W N

8.
9.

Centrifugar 100 ug de mitocondrias 5 min a 12000 rpm a 4°C.

Resuspender en 200 ul de Na,CO3 100 mM, pH 11.5.

Agitar en vortex 3 seg.

Incubar 60 min en hielo.

Centrifugar 30 min a 65000 rpm en un rotor TLA-100.3 (Beckman).

Separar el sobrenadante y resuspender el botén en 400 ul de amortiguador
CH.

Precipitar las proteinas adicionando 50 ul de acido tricloroacetico al 100 %
(TCA) (BioChemika) a las dos fracciones obtenidas en el paso anterior.

Incubar en hielo 30 min

Centrifugar 10 min a 12000 rpm a 4°C

10.Lavar una vez con 1 ml de acetona a -20°C

11.Resuspender en 50 ul de amortiguador de carga 1X y calentar a 65°C durante

10 min.

12.Separar en gel de poliacrilamida-SDS y analizar por replica en Western.

Protocolo 2.

1.

Centrifugar 100 ug de mitocondrias 5 min a 12000 rpm a 4°C.

2. Resuspender en 100 ul de HEPES 20 mM. Incubar en hielo por 20 min.
3. Adicionar 100 ul de Na,COs 200 mM pH 11.5. Incubar en hielo 10 min.
4,
5

. Incubar 30 min en hielo.

Agitar en vortex 3 segundos

29



6. Centrifugar 30 min a 65000 rpm en un rotor TLA-100.3 (Beckman).

7. Separar el sobrenadante y resuspender el boton en 400 ul de amortiguador
CH.

8. Precipitar las proteinas adicionando 50 ul de acido tricloroacetico al 100 %
(TCA) (BioChemika) a las dos fracciones obtenidas en el paso anterior.

9. Incubar en hielo 30 min.

10. Centrifugar 10 min a 12000 rpm a 4°C.

11.Lavar el botén una vez con 1 ml de acetona a -20°C.

12.Resuspender en 50 ul de amortiguador de carga 1X y calentar a 65°C por 10
min.

13.Separar en gel de poliacrilamida-SDS y analizar por replica en Western.

Proteccion a la digestion con proteinasa K en mitocondrias
(Modificado de Fujiki y col., 1982).

Descongelar mitocondrias en un vaso con agua hirviendo sumergiendo 3 segundos e

inmediatamente colocar en hielo.

1. Adicionar la cantidad necesaria de amortiguador Sorbitol-HEPES para tener
800 ul de mitocondrias con una concentracion de 400 ug/ml.

2. Repartir la suspension anterior en 4 tubos, adicionando 195 ul de la solucion a
cada tubo.

3. Centrifugar a 11,400 rpm 4 min a 4°C.

4. Desechar sobrenadante.

5. Adicionar 20 ul de Sorbitol-HEPES.

Se incluyeron muestras con los respectivos tratamientos:
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Mitocondrias Mitoplastos
Mitocondrias Mitoplastos

Proteinasa K Proteinasa K

180 ul _
180 ul Sorbitol- 180 ul
Sorbitol- 180 ul Hepes

HEPES /PK Hepes/PK

HEPES

6. Resuspender con la punta para micropipeta cortada en un extremo subiendo y
bajando 2 veces el contenido.

7. Incubar en hielo 30 min.

8. Agregar 2 ul de PMSF, invertir el tubo una vez.

9. Centrifugar a 11400 rpm 4 min a 4°C.

10. Guardar los sobrenadantes*.

11.Resuspender el boton en 500 ul de Sorbitol-HEPES con PMSF 2 mM subiendo y
bajando con la punta para micropipeta cortada en un extremo dos veces.

12.Centrifugar a 11400rpm 4 min a 4°C.

13.Resuspender pastilla en 20 ul de amortiguador de carga con PMSF 2 mM.

14, Calentar a 65°C por 5 min.

15.Cargar en un gel de poliacrilamida-SDS al 12%.

Por otro lado, tratamiento de los sobrenadantes del paso 10:

16. Adicionar TCA al 100% a una concentracion final del 11%.

17.Incubar 30 min en hielo.

18. Centrifugar a 12000 rpm en frio.

19.Lavar dos veces con acetona 100% a -20°C.

20.Resuspender en 20 ul de amortiguador de carga con PMSF 2mM.
21.Calentar a 65°C 5 min, agitar en vortex y centrifugar a 14000 rpm por 1 min.

22.Cargar en un gel de poliacrilamida-SDS.
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Geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970)

Gel separador Gel apilador
12 % 4 %
Acrilamida 30%
Bisacrilamida 0.8% o0ml 091 mt
Tris 2M, pH 8.8 2.81 ml
Tris 2M, pH 6.8 436.8 uL
SDS 20% 75 ul 70 uL
H.O 6.08 ml 5.53 mL
Persulfato de
25 ul 70 uL
amonio 10%
TEMED 15 ul 7 ulL
Amortiguador de corrida 5X 0.125M Tris-HCl pH 8.3
0.96M Glicina
0.5% SDS
Amortiguador de carga 2X 0.0625 M Tris-Hcl, pH 8.3
10% Glicerol
2% SDS
5% p-Mercaptoetanol
0.02% azul de bromo fenol

Correr 1.5 ha 80V y 2.5 ha 200V.
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Replica en Western Blot

1. Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de PVDF

(Millipore) mediante un método semi-seco, de la siguiente manera:

—} 3 filtros prehumedecidos en amortiguador de transferencia negativo

Membrana de PVDF prehumedecida en metanol y amortiguador de transferencia negativo

Gel prehumedecido en amortiguador de transferencia positivo

—} 3 filtros prehumedecidos en amortiguador de transferencia positivo
Transferir de 1 a 2 horas a 1.5 mA/cm?, cuidando que no pase de 10V.

2. La membrana con las proteinas se bloquea toda la noche a 4°C o 2 hr a
temperatura ambiente con solucion de blogueo.

3. Incubar la membrana con solucidn de replica, la cual contiene el anticuerpo
anti-HA (Roche) acoplado a peroxidasa de rabano, durante 1 h a temperatura
ambiente.

4. Lavar la membrana con solucién de lavado por 10 min, repetir el lavado 2
veces mas.

5. Revelar la presencia del anticuerpo unido a la proteina Pet309p-3xHA
siguiendo las indicaciones del kit ECL plus (Amersham).

6. Tomar autoradiografia con la pelicula BioMAx XAR Film (Kodak) exponiendo
durante 10 minutos.

7. Eliminar el anticuerpo unido a las proteinas de la membrana incubando con la
solucion de eliminacidn de anticuerpo por 30 min a 50°C.

8. Bloguear nuevamente con durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la
noche a 4°C.

9. Incubar la membrana con solucién bloqueadora, la cual contenga el anticuerpo

contra Arg8p, CS, Cox2p o Cytb,, durante 1 h a temperatura ambiente.
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10.Lavar la membrana con solucidn de lavado por 10 minutos, repetir el lavado 2
veces mas.

11.Incubar la membrana con solucién de replica, la cual contiene el anticuerpo
secundario anti-raton (BioRad) o anti-Conejo (Sigma) acoplados a peroxidasa
de rabano, durante 1 h a temperatura ambiente.

12.Lavar la membrana con solucion de lavado por 10 minutos, repetir el lavado 2
veces mas.

13.Revelar la presencia del anticuerpo siguiendo las indicaciones del kit ECL
(Amersham).

14.Tomar autoradiografia con la pelicula BioMAx XAR Film (Kodak). Exponiendo
durante 5 a 30 seg dependiendo del anticuerpo.

Repetir con los anticuerpos necesarios.
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Resultados

Efecto del epitope 3xHA fusionado al carboxilo terminal de

Pet309p sobre la respiracion.

Debido a que no contamos con anticuerpos contra Pet309p usamos una
construccion donde se fusiond un triple epitope de hemaglutinina (3xHA) en el
extremo carboxilo de Pet309p (Pet309p-3xHA). En el laboratorio contamos con una
cepa (SB5) en la que Pet309p-3xHA se encuentra integrada al cromosoma en el locus
original en copia Unica, bajo el control de su propio promotor. Se observo el
crecimiento de ambas cepas en una fuente de carbono fermentable (YPD) y en una
fuente de carbono no fermentable de etanol-glicerol (YPEG) a 25, 30 y 37°C. (Figura
6).

YPD YPEG
Pet309p

25°C
Pet309p-3xHA R

30°C
Pet309p-3xHARE"

37°C

Pet309p-3xHAE

Figura 7. Efecto de la adicion del epitope de hemaglutinina al carboxilo terminal de Pet309p en el
crecimiento de las cepas con Pet309p (DAU1) y Pet309p-3xHA (SB5) a diferentes temperaturas
incubadas por 48 horas en YPD (fermentable) y 72 horas en YPEG (no fermentable). Se presentan
diluciones seriales (1:10) incubadas a las temperaturas indicadas.

35



Como se observa en la figura 7, la cepa con el epitope crecié de manera
semejante a la cepa silvestre cuando se incuba a 25 y 30° C, tanto en medio con
glucosa (YPD), como con etanol-glicerol (YPEG). En este trabajo las cepas se
incubaron a 30 °C para la obtencién de mitocondrias. En estas condiciones la
presencia del epitope 3xHA no afectd el crecimiento respiratorio de las levaduras.
Cabe mencionar que el crecimiento en YPEG de la cepa con el epitope se ve afectado
a 37 °C, sin embargo desconocemos la razén del fenotipo observado a esta
temperatura.

Para corroborar que la presencia del 3xHA en Pet309p no afectaba su
actividad, se determind la velocidad de consumo de oxigeno en mitocondrias. Se
midid la velocidad de toda la cadena al utilizar como sustrato etanol (Figura 8a). De
igual manera se midid la actividad de la COX en presencia de Tetrametil-p-
fenilendiamina (TMPD)/ascorbato como donadores de electrones de la COX (Figura
8b).

Se observo que la presencia del triple epitope en Pet309p no disminuye la
velocidad de consumo de oxigeno de la cadena respiratoria (Figura 8a), por el
contrario se observa un incremento la respiracion en la cepa que contiene a Pet309p-
3xHA. Por otro lado se observa una ligera reduccion en la actividad de la citocromo ¢
oxidasa (Figura 8b) en mitocondrias con Pet309p-3xHA.

Estos resultados indican que la sintesis y/o ensamblaje de Cox1p no se alteran
significativamente a 30 °C por la presencia del epitope en el extremo carboxilo de
Pet309p. Estos resultados concuerdan el fenotipo de crecimiento observado a 30 °C

en la figura 7.
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Figura 8. Efecto del epitope fusionado al carboxilo terminal de Pet309p sobre la respiracion a)
Consumo de oxigeno de la cadena respiratoria usando etanol como donador de electrones. b)
Actividad de la citocromo ¢ oxidasa usando ascorbato/TMPD como donador de electrones a la COX. El
ensayo se realizd en presencia de 1ug antimicina A como inhibidor del complejo III. Los valores
representan el promedio de tres determinaciones experimentales independientes.
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Curvas de crecimiento

Los medios de cultivo con galactosa (YPG) y rafinosa (YPR), al igual que el
medio con glucosa (YPD) son medios fermentables, sin embargo, la glucosa del
medio YPD inhibe la expresién de genes mitocondriales (Baldacci, 1982). Por el
contrario, los medios YPG y YPR no presentan esta inhibicién, lo que los hace
adecuados para estudiar el comportamiento de genes mitocondriales.

Para purificar mitocondrias, las células se deben cosechar en fase exponencial
de crecimiento (Glick y Pon, 1995). Se realizaron curvas de crecimiento para
determinar el tiempo en que las diferentes cepas alcanzan la fase exponencial de
crecimiento en los medios YPG y YPR a 30°C (no se muestran las curvas). Para ello se
determind la absorbancia a 600 nm de los cultivos a diferentes tiempos. Se decidio
cosechar las células entre las 14 y 15 horas de crecimiento, llegando a una
absorbancia de 1.4 a 600 nm.

Se observa que las cepas DAU1 (Pet309p) y SB5 (Pet309p-3xHA) crecen mas
lentamente en medio con rafinosa que en medio con galactosa como fuente de
carbono. Sin embargo, no fue posible detectar a la proteina Pet309p-3XHA en
mitocondrias de cultivos en presencia de galactosa (resultados no mostrados). Por lo
tanto, todos los ensayos se realizaron con mitocondrias de levaduras crecidas en

medio con rafinosa.

Purificacion de mitocondrias

La purificacion de mitocondrias se realizd segun el protocolo descrito en
materiales y métodos. Las mitocondrias crudas se purificaron por ultracentrifugacion
en un gradiente diferencial de Nicodenz. En el esquema de la figura 9 se muestra la
posicion de las diferentes fracciones celulares en el gradiente. Las fotografias
muestran diferentes gradientes de purificacion de mitocondrias obtenidas de células

cultivadas en medio con rafinosa.
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De acuerdo a la literatura (Glick y Pon, 1995), las mitocondrias migran en la
region de 20% de Nicodenz, mientras que los mitoplastos (mitocondrias sin
membrana externa) migran en 15% de Nicodenz. Se obtuvo aproximadamente 60%

de mitocondrias y 40% de mitoplastos.

T m ad

5% =

-—

109 k== FM

20% R Mt —>

25% = RC '
Figura 9. Gradientes diferenciales de Nicodenz para purificacion de mitocondrias de la cepa SB5 que
tiene a Pet309p-3xHA. En la izquierda se muestra un esquema de las diferentes fracciones. En la
derecha se muestran fotografias de dos gradientes de purificacion realizados en dias diferentes. Las

flechas indican la posicion de las mitocondrias en cada caso. Fm = fragmentos mitocondriales, Mp =
mitoplastos, Mt = mitocondrias y Rc = restos celulares

o &

Deteccion de Pet309p-3xHA

La deteccion de los activadores traduccionales ha sido muy dificil debido a que
éstos se encuentran en concentraciones muy bajas, entre 2 y 60 moléculas por
célula, dependiendo de las condiciones de crecimiento (Fox, 1996-b). En el trabajo de
Manthey (1998) no fue posible detectar a la proteina Pet309p fusionada al epitope
Myc (Pet309p-Myc) cuando ésta se expresd en un vector centromérico de bajo
numero de copias. Sélo fue posible detectar a Pet309p-Myc cuando se empled un

vector de sobre-expresion (Manthey y col., 1998).
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Como se menciond con anterioridad, debido a que no contamos con
anticuerpos contra Pet309p usamos una construccion donde se fusiond un triple
epitope de hemaglutinina (3xHA) en el extremo carboxilo terminal de Pet309p
(Pet309p-3xHA). Para la deteccidon de Pet309p-3xHA usamos un anticuerpo anti-HA
de alta afinidad acoplado a peroxidasa de rabano (Roche).

Para determinar la presencia de la proteina Pet309p en mitocondrias y
mitoplastos obtenidos del gradiente de Nicodenz, éstas se resolvieron en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante. La cepa SB5 tiene la proteina Pet309p-3xHA, lo que
permitio la deteccidon de Pet309p en mitocondrias y mitoplastos. La cepa DAU1 tiene
a Pet309p sin el epitope 3xHA, por lo que se utilizd como control negativo, (Figura
10a). La proteina Pet309p-3xHA se detecté con una masa molecular de
aproximadamente 113 kDa, que es la esperada.

La intensidad de las bandas se cuantificd por densitometria (Figura 10b). Se
observd que respecto al control de carga (Anti citrato sintasa) la sefial de Pet309p-
3xHA es de 3 a 5 veces menor en la fraccidn de mitocondrias que en la fraccién que
de acuerdo a Glick y Pon (1995) corresponde a mitoplastos. Esto puede deberse a un
efecto de dilucién en las mitocondrias, ya que en todos los casos se cargaron 50 y
100 ug de proteinas mitocondriales. Los mitoplastos no contienen la membrana
externa y por lo tanto han perdido proteinas presentes en esta membrana asi como
las proteinas solubles del espacio intermembranal. En cambio, las mitocondrias
conservan las proteinas de la membrana externa asi como las del espacio
intermembranal.

El hecho de que haya sido posible detectar a Pet309p-3xHA sin haber sido
sobre-expresada es de gran importancia, ya que es la primera vez que se estudia a

Pet309p expresada en copia Unica utilizando el anticuerpo anti-HA.
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Figura 10. Identificacion por western de Pet309p-3xHA. a) Inmunodeteccion de Pet309p-
3xHA en mitocondrias (mt) y mitoplastos (mp), usando el anticuerpo anti-HA. Los dos primeros
carriles son la cepa DAU1 la cual carece del triple epitope. Se usd un anticuerpo contra citrato sintasa
(CS) (proteina de matriz mitocondrial) como control de carga. b) Histograma que muestra la
intensidad de la bandas en el western blot como porcentajes cuantificadas usando el programa Image
J. La banda correspondiente a los mitoplastos en donde se cargaron 100 ug de proteina fue tomada

como el 100%.
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Localizacion de Pet309p-3xHA en las fracciones mitocondriales.

Una vez que se comprobd que Pet309p-3xHA se podia detectar en
mitocondrias purificadas, se procedié a localizarla en las diferentes subfracciones
mitocondriales (fraccion membranal o fraccidon soluble). Para obtener las fracciones
membranal y soluble se probaron cuatro condiciones diferentes: Las mitocondrias se
congelaron en N, liquido y posteriormente se descongelaron sonicando en 1) un bafo
sonicador o 2) en un sonicador de punta. Por otro lado, 3) las mitocondrias se
sonicaron directamente en un bano sonicador o 4) en un sonicador de punta,
omitiendo la congelacién con N, liquido. Las fracciones membranal y soluble
obtenidas se separaron por ultracentrifugacion. Las proteinas de estas fracciones se
separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de PVDF y se probaron
con diferentes anticuerpos: anti-HA, anti-Cox2p (una proteina de membrana interna)
y anti-Citrato sintasa (CS) y anti-Arg8p (proteinas solubles de matriz mitocondrial)
(Figura 11).

:*e;::&gp Pet309p Pet309p-3xHA Cepa
X X X X Sonicador de punta
X X X X Bafo sonicador
mt mt X X X X N, liquido

totales | totales | S M S M S M S Fraccion
— — . - - ¢— Anti HA
| J <4—Anti Cox2p
| ~——— | o | — s 4—Anti Arg8p
<4—— AntiCS

Figura 11. Localizacién de Pet309-3xHA en las diferentes fracciones mitocondriales. Se
emplearon 100 ug de proteina en cada tratamiento. M= fraccién membranal y S=Fraccién soluble. Los
dos primeros carriles son mitocondrias sin tratar, que corresponden a los controles positivo y negativo
respectivamente.
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Al comparar el comportamiento de la proteina Pet309p-3xHA con los controles
se observd que esta proteina se comportd como Cox2p, es decir, como proteina
unida a la membrana interna mitocondrial, en las cuatro condiciones ensayadas. Este
ensayo se repitio 4 veces y en promedio se observo que en las cuatro condiciones de
separacion de las fracciones mitocondriales se obtuvo una buena separacion. Sin
embargo la condicion en la que la separacion fue menos eficiente fue la condicion 2),

de sonicacién de las mitocondrias por un sonicador de punta y sin congelar con N,.

Extraccion alcalina de proteinas mitocondriales.

Para determinar si Pet309p-3xHA era una proteina periférica o integral de
membrana, las mitocondrias purificadas se trataron con Na,COs; para extraer
proteinas periféricas de membrana. En este experimento se probaron dos
tratamientos diferentes: 1) Las mitocondrias se incubaron directamente con Na,COs;
100 mM por una h o 2) Las mitocondrias se incubaron 20 min con HEPES 20mM,
posteriormente se adiciond6 NaCOsz a 100 mM y se incubaron por 40 min mas.
Posteriormente las fracciones se separaron por ultracentrifugacion a 65000 rpm por
30 min. En el botdn se encuentran las membranas mitocondriales y con ellas las
proteinas integrales de membrana, mientras que en la fraccion soluble se encuentran
las proteinas solubles y periféricas de membrana (Figura 12).

Como se observa en la figura 12, en las dos condiciones ensayadas, el
tratamiento con carbonato de sodio solubiliza a Pet309p-3xHA, lo que indica que se

comporta como una proteina periférica de membrana.
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Pet309p Pet309p-3xHA Cepa
Fraccion Fraccién Na,COs HEPES + Na,COs; Condicion
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Anti-Cox2p (integral)—p i ——
Anti-CS (soluble de matriz)—p T [ | v (—
Anti-Arg8 (soluble de matriz)—p| - —

Figura 12. Extraccion de mitocondrias con una solucién de carbonato de sodio. El ensayo se
realizd con 100 ug de proteina mitocondrial las cuales se separaron por SDS-PAGE. Pet309p-3xHA se
detectd con el anticuerpo anti-HA. Como controles se usaron Cox2p, una proteina integral de
membrana, asi como Citrato sintasa (CS) y Arg8p, dos proteinas solubles. Los dos primeros carriles
son mitocondrias sin tratamiento que corresponden a los controles negativo y positivo
respectivamente.

Topologia de Pet309p-3xHA.

Para determinar la ubicacion de Pet309p-3xHA en la mitocondria se realizd un
ensayo de proteccion a la digestion con proteinasa K. En este ensayo las mitocondrias
se someten a choque osmético para generar mitoplastos (mitocondrias sin membrana
externa). Las proteinas o las regiones de proteina localizadas del lado de la matriz
mitocondrial se protegen a la digestion con proteinasa K, mientras que las proteinas o
las regiones de proteina localizadas en el espacio intermembranal son degradadas.

En este ensayo, las mitocondrias se centrifugaron y se resuspendieron en un
amortiguador con sorbitol/HEPES, lo que deja intactas a las mitocondrias, o se
resuspendieron Unicamente en HEPES, que por chogque osmotico genera mitoplastos.
Las mitocondrias y mitoplastos se incubaron con o sin proteinasa K (100 ug/ml) en
hielo por 30 min. Posteriormente las muestras se centrifugaron, en el boton estan las
mitocondrias o los mitoplastos (Figura 13, carriles 1 a 4), mientras en los carriles 5 y

6 se muestran el sobrenadante de las mitocondrias y en los carriles 7 y 8 se muestra
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el sobrenadante de los mitoplastos (espacio intermembranal). Las proteinas de los
ultimos 4 carriles se precipitaron adicionando TCA. Todas las fracciones se separaron

en un gel de poliacrilamida desnaturalizante y se analizaron por replica en western.

Muestra Mitocondrias | Mitoplastos ~ Espacio
intermembranal
Proteinasa K + + + +
Carril 1 2 3 4 5 6 7 8
Anti-HA——p»
Anti-Arg8p (Matriz)____ [

Anti-Cytb, (espacio
intermembranal)

Figura 13. Proteccion de Pet309p-3xHA a la digestion por proteinasa K en mitocondrias y mitoplastos.
El ensayo se realizd con 100 ug de proteinas mitocondriales por muestra, las cuales se separaron por
SDS-PAGE. Pet309p-3xHA se detectd con el anticuerpo anti-HA. Como controles se usaron Arg8p, una
proteina de la matriz mitocondrial y el citocromo b, (Cytb,), una proteina de el espacio
intermembranal.

Este ensayo se repitid 4 veces, usando como controles anticuerpos anti-Arg8p,
una proteina de matriz mitocondrial y anti-Cytb2, una proteina de espacio
intermembranal. Se observé que Pet309p-3xHA se comporta como Arg8p, ya que es
resistente a la digestién con proteinasa K en mitoplastos, por lo tanto Pet309p es una
proteina expuesta hacia la matriz mitocondrial (Figura 13). Después del tratamiento
con la proteinasa K, las fracciones se centrifugaron y se colecté el sobrenadante
(carriles 5 a 8). El citocromo b, que se pierde en los mitoplastos (tercer carril) se

observa en la fraccién del espacio intermembranal (carril 7). Mientras que la
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presencia de la proteinasa K en este sobrenadante degradoé al citocromo b; (carril 8),
lo que demostrd que la proteinasa K funciond correctamente. Por otro, lado en los
sobrenadantes de las mitocondrias (carriles 5 y 6) no se detectd el citocromo b;, lo

que indica que la membrana externa estaba intacta.
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Discusion

Deteccion de Pet309p-3xHA
Para poder realizar nuestro estudio era fundamental demostrar que podiamos

detectar a la proteina Pet309p-3xHA expresada en copia Unica cromosomal en
nuestras preparaciones mitocondriales, ya que al igual que otros activadores
traduccionales, Pet309p se encuentra en niveles muy bajos en la célula.

La baja concentracidén de los activadores traduccionales se ha determinado
estudiando la expresidon del gen nuclear PET494 (activador traduccional de Cox3p).
Para ello se monitorearon los niveles de p-galactosidasa en células que contenian la
construccion pet494::lacZ integrada en el locus original de PET494 (Marykwas y Fox,
1989). En este estudio se determind que el nivel de expresion de PET494 era muy
bajo, y varia entre 2 y 60 moléculas por célula, dependiendo de las condiciones de
crecimiento. Sin embargo, probablemente el nimero es menor debido a que la p-
galactosidasa es muy estable por lo que se acumula a diferencia de Pet494p
(McMullin y Fox, 1993).

La activacién traduccional es un paso limitante en la expresidon genética
mitocondrial. La acumulacion de las proteinas codificadas por el genoma mitocondrial
podria ser modulada en respuesta a condiciones ambientales que alteran los niveles
de enzimas de la cadena respiratoria. Esta modulacién en la expresidon genética
mitocondrial fue demostrada por Green-Willms y colaboradores (2001). Ellos
emplearon una construccion con el gen reportero ARG8m, el cual sustituia a la region
codificante del gen mitocondrial COX2, pero portaba los extremos 5° y 3 'UTR de
COX2 (cox2::ARG8™). Una cepa diploide heterozigota pet111/PET111 portando la
construccion anterior expresaba aproximadamente la mitad de Arg8p en comparacion
con los niveles de la cepa silvestre PET111/PET111. Por otro lado, una cepa con un
plasmido de alto nimero de copias portando a PET111 presentaba un aumento en
Arg8p de aproximadamente 2.8 veces con respecto a la cepa con el plasmido vacio.

Esta variacion en la cantidad de Arg8p en respuesta a la dosis génica de Petl11p,
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demuestra que la acumulacion de las subunidades de origen mitocondrial es
controlada por los activadores traduccionales (Green-Willms y col., 2001).

Un estudio similar al reportado por Green-Willms y col. (2001) se hizo usando
la construccidon cox1::ARG8™. Se encontré que Pet309p también tiene un papel
limitante en la expresion del gen reportero ARG8" (Pérez-Martinez y Fox, datos no
publicados).

Debido a la baja abundancia de los activadores traduccionales, en el trabajo de
Manthey (1998) no fue posible estudiar a Pet309p-Myc cuando se expresaba en bajo
numero de copias. En este trabajo nos interesaba saber si Pet309p se podia detectar
en copia Unica cromosomal en mitocondrias aisladas de una cepa que porta la
proteina Pet309p-3xHA, usando anticuerpos contra el epitope de hemaglutinina (HA).
Esto es importante porque se ha visto que la sobre-expresion de los activadores lleva
a fenotipos respiratorios defectuosos (Tzschoppe y col., 2000; Fiori y col., 2005).
También se ha demostrado que la asociacion de Pet122p y Pet494p con la membrana
interna mitocondrial es mas fuerte cuando se estudian en condiciones de sobre-
expresion (McMullin y Fox, 1993)

En la figura 10 se observa que Pet309p-3xHA se pudo detectar en
mitocondrias y mitoplastos (mitocondrias sin membrana externa) cuando ésta se
expresa en copia Unica desde el locus original de la proteina y utilizando su propio
promotor. Este resultado es importante ya que es la primera vez que se logra
detectar este activador traduccional cuando se expresa en copia Unica, es decir, sin
sobre-expresarla. Pet309p-3xHA se habia estudiado cuando se expresaba en copia
Unica cromosomal, pero con problemas de degradacién, lo que dificultd su estudio
(Krause y col., 2004).

Localizacion de Pet309p-3xHA en la mitocondria.

Pet309p-3xHA se comporta como una proteina periférica de membrana
interna, unida del lado de la matriz mitocondrial. Los ensayos de fraccionamiento
mitocondrial demostraron que Pet309p-3xHA se encuentra en la fraccion membranal.

Al someter las mitocondrias a extraccion alcalina con carbonato de sodio se demostro
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que Pet309p-3xHA se une de manera periférica a la membrana. Finalmente, el
ensayo de proteccién a proteinasa K en mitocondrias y mitoplastos demostré que
Pet309p-3xHA se encuentra del lado de la matriz mitocondrial.

Estos resultados difieren de los reportados por Manthey y col. (1998) ya que
ellos reportan que Pet309p-myc es una proteina integral de membrana y que es
sensible a la digestion con proteinasa K en mitoplastos. Esta diferencia puede ser
debida a que la sobre-expresion de los activadores traduccionales lleva a fenotipos
pet (Fiori y col., 2005). Ademas se propone que la sobre-expresién produce
agregados inactivos de los activadores traduccionales y se observan fuertemente
asociados a la fraccién membranal (McMullin y Fox, 1993).

Se sabe que muchos de estos activadores traduccionales se unen a la
membrana interna mitocondrial. Por ejemplo, los activadores traduccionales Pet54p,
Pet122p y Pet494p (COX3), se encuentran asociados a la membrana interna, como
proteinas periféricas (Pet54p) o integrales (Pet122p y Pet494p) (McMullin y Fox,
1993). Pet111p (COX2) se encuentra unida a la membrana interna mitocondrial como
una proteina integral de membrana (Green-Willms y col., 2001). También Cbslp y
Cbs2p (COB) se comportan como proteinas integral y periférica de membrana
respectivamente (Rodel, 1986).

La importancia de la unidn de los activadores traduccionales a la membrana
interna para localizar la sintesis de proteinas mitocondriales hidrofébicas es apoyada
por un estudio en donde la regién codificante del gen mitocondrial VAR1 es sustituida
por la regidn codificante de los genes COX2 (varl::COX2) y COX3 (varl::COX3).
Varlp es una proteina mitocondrial soluble que forma parte de la subunidad pequefia
ribosomal. Las proteinas Cox2p y Cox3p traducidas a partir de estos mRNA
quiméricos fueron sintetizadas normalmente, sin embargo, debido a que fueron
sintetizadas en la matriz mitocondrial, se degradaron rapidamente y no se detectd
una COX activa (Sanchirico y col., 1998).

Se han reportado interacciones entre los activadores traduccionales. Por
ejemplo, Pet309p (activador de COX1) interacciona con Pet45p, Pet122p y Pet494p

(activadores de COX3); mientras que Petl11p (activador de COX2) interacciona con
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Pet54p (Naithani y col., 2003). Estas interacciones sugieren que los activadores
traduccionales estan organizados en la superficie de la membrana interna, de tal
manera que promueven la sintesis localizada en la membrana interna mitocondrial de
los mRNA de COX1, COX2 y COX3, facilitando asi el ensamble del centro catalitico de
la citocromo c¢ oxidasa. En el trabajo de Naithani y col. (2003), se ve que Pet309p
interacciona con Nam1p, una proteina involucrada en el procesamiento y traduccion
de los mRNA mitocondriales. Nam1p interacciona con Rpolp, la RNA polimerasa. Esto
sugiere que no sdlo la maquinaria de traduccién se asocia a la membrana interna,
sino también que la transcripcidn se realiza de manera localizada en la membrana
interna.

Los activadores traduccionales podrian ayudar a que el inicio de la sintesis se
localice cerca del sitio de insercion en la membrana. Nuestros datos apoyan esta idea,
ya que si Pet309p se asocia a la membrana interna mitocondrial ayuda a que el inicio
de la sintesis de Cox1p (proteina muy hidrofdbica) se lleve a cabo cerca de su sitio de
insercion.

Las bases moleculares del acoplamiento de sintesis e insercidon a la membrana
no se entiende bien, debido a que en mitocondrias no hay un sistema de sintesis de
proteinas mitocondriales in vitro como existe para bacterias o cloroplastos.

Sin embargo, existen datos experimentales que apoyan la sintesis localizada
de proteinas de origen mitocondrial. Mas del 40% de los ribosomas mitocondriales se
asocian a la membrana interna mitocondrial tanto en levaduras como en células de
mamifero (Liu y Spremulli, 2000; Ott y col., 2006).

En la sintesis localizada de las subunidades que forman el nucleo de COX
participan proteinas que forman parte de la maquinaria general de inserciéon de
proteinas a la membrana interna mitocondrial. Por ejemplo, se ha observado que
Oxalp, una translocasa de membrana interna mitocondrial interacciona fisicamente
con la subunidad grande ribosomal posiblemente cerca del canal de salida del péptido
recién sintetizado (Jia y col., 2003; Szyrach y col., 2003).

Recientemente, se ha reportado que la proteina Mbalp, una proteina de

origen nuclear funciona como un receptor de unién de los ribosomas mitocondriales a
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la membrana interna mitocondrial. Esta interaccién no requiere de Oxalp, ni de los
polipéptidos recién sintetizados. Mbalp coopera con el domino del carboxilo terminal
de Oxalp en su funcidn de union a los ribosomas. Estos resultados sugieren que los
ribosomas mitocondriales estan asociados con la membrana interna mediante
interacciones con varios factores de anclaje, los cuales coordinan la insercion
cotraduccional en la mitocondria (Ott y col., 2006).

Proponemos un modelo de (Figura 14), en el que Pet309p es una proteina
periférica de membrana que interacciona con el 5°UTR del mRNA de COX1y
posiblemente también interacciona con los ribosomas mitocondriales. Esto facilitaria
la sintesis localizada de Cox1p en la membrana interna mitocondrial. En conjunto con
Pet309p podria estar actuando la proteina Mss51p, que también se sabe actia sobre
la region 5" UTL del mRNA de COX1 (Pérez y Fox, datos no publicados). Una vez
iniciada la traduccidn, la insercién cotraduccional de Cox1p se podria llevar a cabo por
diversos factores ya identificados: Mss51p (Pérez-Martinez y col., 2003; Barrientos y
col., 2004); Cox14p (Fiory y col., 2000; Barrientos y col., 2004) y Cox24p (Barros y
col., 2006) (factores especificos de COX1), Mbalp (Preuss y col., 2001) asi como

Oxalp (Hell y col., 2001) (factores generales de insercion en la mitocondria).

[ Oxal

| JAOMUONADAE cme ] (oo ]
/4 Mss51 Q\ / \\ MssSlJ

—_—
Cox1p Pet309

Matriz mitocondrial Region 5'UTR del

Ribosomas mRNA de COX1
mitocondriales

Figura 14. Modelo de accion de Pet309p en la biogénesis de Coxlp en la membrana interna
mitocondrial. Se muestran factores requeridos especificamente para la biogénesis de Cox1p. También
se muestra Oxalp, un factor general de insercion a la membrana. Ver texto para detalles y
referencias.
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Conclusion

Pet309p-3xHA es el activador traduccional de Cox1p que se encuentra unido a
la cara interna de la membrana interna mitocondrial como una proteina periférica

para facilitar la traduccion/insercién de Cox1p en dicha membrana.
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Medios de cultivo

Para 1L de:

YPD*

Extracto de levadura
Peptona

Dextrosa

Adenina

YPEG*

Extracto de levadura
Peptona

Glicerol

Etanol

Adenina

YPGal*

Extracto de levadura
Peptona

Galactosa

Adenina

YPRaf*
Extracto de levadura
Peptona
Rafinosa

Adenina

Apéndice

10g
209
209
0.03g

10g
209
30 mL

30 mL (adicionar después de esterilizar y cuando el medio este a una T= 50°C)

0.03g

10g
209
209
0.03g

10g
209
20g
0.03g

*Para medio sdlido agregar 20 g de agar. Esterilizar en autoclave.



Amortiguadores para la purificacion de mitocondrias

TD (Tris-DTT)

Tris-SO4 pH 9.4 0.1 M
DTT 10 mM
MP2

Sorbitol

Amortiguador de fosfatos (pH 7.4)

Zimoliasa-20T (Accurate Chemical and Scientific Corporation)

Homogeneizacion (Dounce)

Tris pH 7.4 10 mM
EDTA 1 mM
BSA (libre de acidos grasos) 0.2%
PMSF (preparar al momento en Etanol) 1 mM
TLCK 50 ug/ml
Sorbitol 0.6 M
Sosrbitol/EDTA/HEPES 1X
HEPES pH 7.4 20 mM
Sorbitol 0.6 M
EDTA imM

Nicodenz (Accurate Chemical and Scientific Corporation)

Hacer una solucion al 50% en agua.

1.2 M
20 mM

3 mg/g peso himedo

2X

40mM
1.2 M
1 mM
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Consumo de oxigeno

Amortiguador de respiracion para oximetrias*

Etanol 7%
Cloruro de Potasio 20 mM
Cloruro de Magnesio 10 mM
Ac. Fosférico (Fosfato), pH 7.6 4 mM
Sorbitol 0.6 M
Hepes pH 7.4 20 mM

Amortiguador de respiracion para medir la actividad de la COX*

Cloruro de Potasio 20 mM
Cloruro de Magnesio 10 mM
Ac. Fosférico (Fosfato) pH 7.6 4 mM
Sorbitol 0.6 M
Hepes pH 7.4 20 mM
Ascorbato de sodio 5 mM
Antimicina A 1ug

Tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD) 50 uM

*Todos los reactivos se obtuvieron en Sigma

Amortiguadores para el fraccionamiento mitocondrial

Solucion CH
NaCl 100mM
HEPES pH 7.4 20mM
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Amortiguadores para la extraccion alcalina de mitocondrias.

Solucion de Na,COs, pH 11.5.

Preparar una solucion 200 mM de Na,COs. No ajustar pH.

Amortiguadores para la digestion con proteinasa K.

Sorbitol/HEPES

Sorbitol 0.6 M

Hepes 20 mM

Hepes 20mM, diluir del stock 1M con agua destilada

Proteinasa K 10mg/ml disolver en SH

Sorbitol/HEPES/PK amortiguador Sorbitol-HEPES con 100 ug/ml de proteinasa K.

Amortiguadores para la transferencia de proteinas a la membrana de PVDF.

Amortiguador de transferencia negativo.
Acido £-amino-n-caproico (Sigma) 39.4 g/I, pH 8.5-8.7 (ajustar con Tris)
SDS 0.05% 0.5g/l

Amortiguador de transferencia positivo.

Tris 18.2 g/l
Tricina 9 g/l
Metanol 20 %
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Amortiguadores para la replica en Western.

Solucion de bloqueo

Leche en polvo 5¢
Tris 1M, pH 7.6 2.5 ml
NaCl 5M 1.5 mi
H.0O a 50 ml

Solucion de replica

Leche en polvo 0.1g
Tris 1M, pH 7.6 100 ul
NaCl 5M 200 ul
EDTA 500mM 20 ul
Tween-20 al 50% 200 ul
H.0O al0 ml

* Adicionar el anticuerpo indicado a la dilucién apropiada.

Solucion de lavado

Tris 1M, pH 7.6 10 ml
NaCl 5M 20 ml
EDTA 500mM 2 ml
Tween-20 1 ml
H.O all

Solucion de eliminacion

p-mercaptoetanol 700 ul
Tris 1M, pH 6.8 6.25 ml
SDS 10% 20 ml
H.0 a 100 ml

57



* Diluciones usadas para los anticuerpos

Anti HA/peroxidasa (clona 3F10)
Anti CS

Anti conejo/peroxidasa

Anti Cox2p

Anti ratén/peroxidasa

Anti Arg8p

Anti Cyt b,

1:500

1:1000
1:5000
1:5000
1:3000
1:3000
1:2000

(Roche)
(Donado por Thomas D. Fox)
(Sigma)
(Donado por Thomas Mason)
(BioRad)
(Donado por Thomas D. Fox)

(Donado por Thomas D. Fox)
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