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Resumen

El complejo IV o citocromo ¢ oxidasa (COX) de Saccharomyces cerevisiae, es
un complejo enzimatico de 12 subunidades, que forma parte de la cadena
respiratoria. Las subunidades I, Il y IIl (Cox1lp, Cox2p, Cox3p) forman el
centro catalitico de la citocromo c oxidasa, son codificadas por el genoma
mitocondrial y sintetizadas en la mitocondria. El resto de las subunidades son
importadas del citosol. Dada la complejidad estructural de la citocromo c
oxidasa, se han reconocido poco mas de 20 factores nucleares que intervienen
tanto en su biogénesis como en su estabilidad. A pesar de que los estudios
para entender los mecanismos del ensamblaje de la COX en S. cerevisiae han
sido amplios, poco se entiende a la fecha.

Se ha visto que mutantes de genes que intervienen en el ensamblaje de la
COX, se encuentran relacionados a enfermedades neurodegenerativas en
humanos.

A nosotros nos interesa estudiar dos factores que afectan el ensamblaje de
COX, Shylp y Cox14p. Se piensa que ambos factores intervienen en las
primeras etapas de ensamblaje, y posiblemente actiuan sobre Cox1p.

SHY1 es el homologo de levadura de SURF-1, un cofactor nuclear presente
en humanos, que esta relacionado con deficiencias en la COX; COX14 es otro
factor nuclear que se sabe interviene en el ensamblaje de la COX vy
posiblemente en la regulacion de la sintesis de Coxlp. Para entender la
manera en que intervienen SHY1 y COX14 en la biogénesis y estabilidad de la
citocromo c oxidasa, se generaron mutantes nulas Ashyl y Acox14. Con la
finalidad de poder detectar a la subunidad Cox1p, las mutantes se generaron
en una cepa, que contiene un triple epitope de hemaglutinina (3xHA)
fusionado al extremo carboxilo terminal de la subunidad Coxlp. Se encontrd
que la presencia del triple epitope en Cox1lp no afecta el fenotipo respiratorio

de la cepa ni la actividad de citocromo ¢ oxidasa.



Tanto la mutante nula de Ashyl como la de Acox14 presentan un defecto en
su crecimiento respiratorio. Ashyl respira parcialmente mientras que Acox14
es incapaz de respirar. Coxlp, Cox2p y Cox3p son sintetizadas en ambas
cepas, sin embargo la concentracion estacionaria de Coxlp y Cox2p
disminuye, mientras que la de Cox3p aumenta, este patron se observa tanto
en las cepa Ashyl como en la cepa Acox14. Con esto concluimos que el efecto

de ambos factores nucleares es a nivel post-traduccional.






Introduccion

Generalidades

Las mitocondrias son organelos celulares que ocupan una
porciobn sustancial del volumen citoplasmico de las células
eucariontes. Han sido esenciales en la evolucion de animales
complejos. En las mitocondrias se lleva a cabo la fosforilacion
oxidativa, en donde se degrada por completo la glucosa a H,O y CO,
obteniéndose una ganancia energética (en forma de ATP) 15 veces

mayor a la obtenida via glucolitica.

Las mitocondrias estan provistas de dos membranas: una
membrana externa que delimita al organelo, y una membrana interna
que se proyecta hacia el interior en forma de pliegues o "crestas
mitocondriales”. El espacio entre ambas membranas es el espacio
intermembranal, mientras que el espacio delimitado por la membrana
interna corresponde a la matriz mitocondrial. Las membranas externa
e interna establecen contacto entre si en ciertas regiones o sitios de

contacto, lo cual es importante para la fisiologia del organelo.

La membrana externa contiene proteinas de transporte
especializadas que permiten el paso de moléculas desde el citosol
hacia el interior del espacio intermembranal y después a la matriz
mitocondrial. En la membrana interna existen abundantes complejos
proteicos entre los que se encuentran los de la cadena respiratoria
(complejo I o NADH deshidrogenasa, Il o succinato deshidrogenasa,
complejo Il o citocromo bcl, y el complejo IV o citocromo c
oxidasa). En el caso de Saccharomyces cerevisiae el complejo | no

esta presente.



El flujo de electrones a través de los complejos I, 111 y IV tiene
como resultado el bombeo de protones (iones H") a través de la
membrana interna mitocondrial, generando de esta manera un
ambiente alcalino en la matriz mitocondrial con respecto al espacio
intermembranal. El gradiente de protones provee la energia para la

sintesis de ATP.

Ademas de llevarse a cabo la sintesis de ATP, en la mitocondria
también se sintetizan aminoacidos, grupos hemos y otros metabolitos

(Schatz, 1994).

La teoria endosimbidtica de la evolucidon propone que el origen
de las células eucariontes fue posible gracias a la fusién de distintos
organismos procariontes. La mitocondria funge como evidencia para
esta teoria, ya que presenta una doble membrana, lo que sustenta el
mecanismo mediante el cual bacterias aerdbicas fueron fagocitadas;

ademas las mitocondrias presentan un genoma de tipo procarionte.

La mitocondria contiene toda la maquinaria enzimatica
necesaria para llevar a cabo la transcripcion y traduccion de su
genoma. En S. cerevisiae el DNA mitocondrial contiene ocho genes
que codifican para proteinas: COX1, COX2, COX3, ATP6, ATP8, ATP9,
Cyt b y VAR1. Codifica también para genes de las subunidades 21S y
15S del ARNr, 25 tARNSs, y el componente 9S de la RNasa P. COX1,
COX2 y COX3 codifican para las tres principales subunidades de la
citocromo c oxidasa: Cox1lp, Cox2p y Cox3p, respectivamente. ATP6,
ATP8, ATP9 codifican para subunidades de la ATPsintasa. CYT b
codifica para el citocromo b, que se encuentra en el Complejo Il y
VAR1 codifica para una proteina de la subunidad chica de los

ribosomas mitocondriales (Figura 1).
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Fig. 1. Ubicacién y topologia de las proteinas sintetizadas en la
mitocondria de levadura. I1l: Complejo 111 (Ubiquinol-citocromo ¢
oxidoreductasa); IV: Complejo 1V (Citocromo c oxidasa); V: (ATP
sintasa); Ribosoma mt: Ribosoma mitocondrial. EIM: El extremo
amino terminal de las proteinas transmembranales esta dibujado
del lado izquierdo (Westermann y col. Methods in cell biology, vol.
65).

La funcidon del complejo IV (citocromo c oxidasa) de la cadena
respiratoria es transportar los electrones del citocromo c al oxigeno
molecular, reduciéndolo a H,O. Ademas es una bomba de protones
que contribuye a la generacion del gradiente de protones en la

membrana interna mitocondrial.

En S. cerevisiae, el complejo IV estd compuesto por 12
subunidades, de las cuales tres subunidades forman el nucleo
catalitico del complejo. Estas tres subunidades (Coxlp, Cox2p y

Cox3p) estan altamente conservadas tanto en procariontes como en



eucariontes. Son codificadas por el genoma mitocondrial, sintetizadas

en la mitocondria e insertadas en la membrana interna mitocondrial.

Las subunidades adicionales se codifican por genes nucleares y
se importan a la mitocondria. Estas son poco conservadas en su
secuencia entre distintas especies de eucariontes (Herrmann y Funes,
2005). Por ello se propone que son proteinas adquiridas durante la

evolucién de la célula eucariotica.
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transmembranales que se unen por
pequefias asas hidrofilicas. Entre los dominios transmembranales se

encuentran un hemo a de bajo espin y un sitio bimetalico compuesto
por el hemo asz y un centro de cobre denominado Cug en donde se

reduce el oxigeno. El centro binuclear de cobre Cua en la subunidad
Cox2p constituye el sitio de entrada de electrones, los cuales son
canalizados a través de la cadena respiratoria (Khalimonchuk y col.
2005) (Figura 2).

S. cerevisiae es hasta ahora una de las pocas especies en la
cual se puede manipular el genoma nuclear y mitocondrial de manera

facil y eficiente via recombinacion homoéloga. Este hecho hace de S.



cerevisae un modelo adecuado para generar mutaciones de genes
que intervienen en la respiracion, ya que cepas mutantes son viables

debido a su capacidad de fermentar.

El ensamblaje de la citocromo c¢ oxidasa (COX) requiere de la
presencia de por lo menos 20 proteinas nucleares (McEwen y col.
1986, Tzagoloff y Dieckmann, 1990). Estas proteinas actuan en
todos los niveles de expresion de los genes mitocondriales. Estos
incluyen: procesamiento (Sephin y col. 1989) y la traduccién de los
ARNmM mitocondriales (Costanzo y Fox, 1993) de las subunidades I, 1l
y I, la insercion en la membrana de estas subunidades hidrofébicas
(Hell y col. 2001) y la maduracién de los centros de hierro y cobre

(Glerum y col. 1996, Barros y col. 2001, Herrmann y Funes, 2005).

A pesar de que los estudios enfocados a entender el ensamblaje
de la COX han sido amplios, aun no se entiende el orden preciso de
eventos y la actividad especifica de los factores de ensamblaje en la

biogénesis de la COX.

En afos recientes se han podido detectar una gran cantidad de
mutaciones en genes nucleares que intervienen en la cadena
respiratoria relacionados a enfermedades neurodegenerativas.
Ejemplos tipicos son el sindrome de Leigh, la miopatia fatal infantil y
la miopatia benigna infantil. Los tres sindromes estan asociados a
deficiencias en la citocromo c¢ oxidasa (Di Mauro y col. 1998,
Antonicka y col. 2003).

Shylp

Shylp es la proteina de levadura de 45 kDa, homodloga de

Surflp, la cual se requiere para la completa expresiobn de COX

(Mashkevich y col. 1997; Barrientos y col. 2002). El alineamiento de



los genes de SHY1 Y SURF1 (FASTA34 version 2004) muestra un
valor de 57.3 % de identidad, lo cual sustenta su homologia. Sin
embargo esta similitud se centra a ciertas regiones de las proteinas.
Una region de Shylp inicia en el residuo 81 y termina en el 191
(regidon central de la proteina) y la otra regién se encuentra cercana
al extremo carboxilo terminal con 12 identidades en una seccion de

23 residuos (Nitjtmans y col. 2001).

El entender la funcidon de esta proteina es de gran interés dado
que se ha encontrado que mutaciones en Surflp son responsables de
varios casos del sindrome de Leigh (Tiranti y col, 1998, Zhu y col.
1998), una enfermedad neuromuscular que presenta deficiencias en
COX (DiMauro y De Vivo, 1996).

En mutantes de shyl, se observa una deficiencia parcial en COX
(disminuye en un 80% con respecto a una cepa silvestre) (Barrientos
y col. 2002), un aumento en la concentracion del citocromo c y de la
actividad del complejo Ill. Estas alteraciones se ven reflejadas en la
capacidad de las mutantes nulas de shyl para crecer en medios no
fermentables como YPEG, ya que son cepas que respiran

parcialmente.

Shylp ha sido localizada en la mitocondria asociada de manera
estable a la membrana interna mitocondrial con parte de su
estructura viendo hacia el espacio intermembranal. Su estructura
primaria sugiere la presencia de dos secuencias hidrofébicas de
suficiente longitud para actuar como dominios de anclaje a la
membrana interna mitocondrial. Estos dominios se encuentran en los
extremos amino y carboxilo terminal de la proteina (Mashkevich y

col. 1997).



Shylp presenta dos dominios funcionales, ya que en mutantes
donde se expresan separadamente los extremos amino y carboxilo
terminal, la funcibn de Shylp se restaura, sin embargo ambos

dominios son necesarios para la funcion (Mashkevich y col. 1997).

A la fecha no se entiende cudl es la funcién de Shylp pero se
ha sugerido que participa en la biogénesis de Cox1p (Barrientos y col.
2002).

Cox14p

Cox1l4p es una proteina de origen nuclear importada por la
mitocondria. Su peso molecular es de 7.9 kDa. Mutantes de cox14
son incapaces de crecer en fuentes de carbono no fermentables
(Glerum y col. 1995). El fenotipo de las mutantes nulas de cox14

sugiere que Cox14p es requerida en el ensamblaje de COX.

El analisis espectral muestra un patron caracteristico de las
cepas mutantes con deficiencias en COX (carece de citocromo @ y a3,
pero presenta las bandas de absorcion correspondientes a las

citocromos b, c y c1) (Glerum y col. 1995).

En mutantes de cox14, Cox1lp si se sintetiza pero su estabilidad
es muy baja (Glerum y col. 1995), por lo que se entiende que la
funcién de Cox14 es postraduccional, posiblemente tiene que ver con
la insercién y/o translocacion de Coxlp en la membrana interna

mitocondrial.

Cox14 es una proteina periférica de la membrana interna
mitocondrial orientada hacia la matriz mitocondrial (Barrientos vy col.
2004).



Por los fenotipos observados en mutantes nulas de cox14 se ha
sugerido que su funcidon es regular negativamente la expresion de

Cox1p (Barrientos y col. 2004).

El modelo sugerido sobre la funciobn de Cox14p es que éste
previene que factores especificos de COX1 promuevan la traduccion
del ARNmMm de COX1 en mutantes incapaces de completar el
ensamblaje de una citocromo c¢ oxidasa funcional (Barrientos y col.
2004). Sin embargo este modelo aun no es claro y lo Unico que se
sabe con certeza es que Cox14p interactua fisicamente con Cox1p
recién sintetizada y con Mss51p (Barrientos y col. 2004), una
proteina que se requiere para la sintesis de Cox1p (Siep y col. 2000;

Pérez-Martinez y col. 2003).



Justificacion

En S. cerevisiae, la citocromo ¢ oxidasa es un complejo
enzimatico formado por 12 subunidades, tres de las cuales son
codificadas por el genoma mitocondrial y sintetizadas en la
mitocondria; estas tres subunidades (Coxl1lp, Cox2p y Cox3p) forman
el centro catalitico de la enzima, y es aqui donde se encuentran los
distintos grupos prostéticos. El resto de las subunidades son
importadas del nucleo. Por todas estas caracteristicas la biogénesis
de la citocromo c oxidasa, es altamente compleja; a la fecha se han
identificado alrededor de 20 factores nucleares que intervienen en su
ensamblaje y estabilidad. Sin embargo, poco se entiende sobre su

mecanismo de accion.

Cox1p juega un papel muy importante en la biogénesis de la
citocromo c oxidasa, ya que se ha visto que forma parte de los
primeros intermediarios en el proceso de ensamblaje (Nijtmans y col.
1998).

Coxlp es wuna proteina altamente conservada y muy
hidrofébica, por lo cual es muy poco antigénica. Por ello no se cuenta
con anticuerpos eficientes que permitan la deteccion de niveles bajos
de Coxlp, o que permitan llevar a cabo inmunoprecipitaciones para
detectar intermediarios del ensamblaje de COX. Esto se debe a que
en mutantes del ensamblaje, las subunidades de la COX son muy

inestables.

A nosotros nos interesa estudiar dos genes (SHY1 y COX14)
que se cree participan en las primeras etapas de la biogénesis de la
COX, y que muy probablemente actuan sobre Coxlp. Por ello en
nuestro trabajo se utilizé una cepa en la que Cox1lp tiene fusionado

un triple epitope de hemaglutinina (3xHA) en su extremo carboxilo



terminal lo cual permitira detectar a Cox1lp con eficiencia utilizando
un anticuerpo comercial contra este epitope, aun en mutantes que

afectan el ensamblaje de la citocromo ¢ oxidasa.



Objetivo

El objetivo general de este trabajo es contribuir al estudio del
mecanismo mediante el cual factores nucleares como Shylp vy

Cox14p intervienen en el ensamblaje de la COX.

Los objetivos particulares bajo los cuales se sustenta el desarrollo

de este trabajo son:

e Demostrar que la funcién de la COX no se altera por la
presencia del 3xHA fusionado al extremo carboxilo terminal de

Cox1p.

e Generar mutantes nulas de shyl y cox14 en una cepa que

contenga el gen COX1-3xHA.

e Caracterizar a las mutantes nulas de shyl y cox14.



Métodos

(*Para amortiguadores, so

luciones y medios ver apéndices)

Medios de crecimiento

Se prepararon soluciones, amortiguadores y medios de cultivo segun

Sherman F. 1991. Los me
YPAD*. Todos los medi

dios de cultivo sdlidos preparados fueron YPAEG* y

0S se prepararon con agua desionizada y se

esterilizaron por 45 minutos a 120°C para evitar la contaminacion de otros

hongos o bacterias. Los medios de cultivo liquido preparados fueron YPAD* y

YPA-rafinosa*.

Tabla de cepas

Cepas empleadas

XPM60

XPM211

XPM201

AFC115a

NB40-3c

Cepas generadas
0z1

0z2
0z3

0z4

MATa, arg8::hisG, leu2-3, 112, lys2, ura3-52, shyl-
delta::URA3 [p+]

MATa, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52 [p+,
COX1-3XHA]

MATa, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52 [p+,
COX1]

MATa, ura3-52, trpl1-63, leu2deltal::tTA:: LEU2,
kanMX4-tet07::PET111, cox14-delta: :URA3 [p+]
MATa, arg8::hisG, lue2-3, 112, lys2, ura3-52, his3-
deltaHinDII11 [p°]

MATa, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52, shyl-
delta: :URA3 [p+, COX1-3XHA]

MATa, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52. shyl-
delta::URA3 [p+, COX1]

MATa, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-5, cox14-
delta: :URA3 [p+, COX1-3XHA]

MATa, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52, cox14-
delta::URA3 [p+, COX1]

Tabla 1. Genotipo de las cepas empleadas en este estudio. Entre corchetes
se indica el genotipo mitocondrial.



Métodos de biologia molecular

Purificacion de DNA total

1. Crecer en 2 ml de medio liquido YPAD toda la noche a 30 °C.

2. Centrifugar los 2 ml, por 1 minuto a 14 000 rpm a temperatura
ambiente. Eliminar el sobrenadante en ambas centrifugaciones.

3. Resuspender la pastilla
en 400 pl de QTP* y 400 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1). Agitar en vortex 3 minutos.

5. Centrifugar 5 minutos a 14 000 rpm, 4°C y extraer el
sobrenadante.

6. Precipitar el DNA con 1/10 volumenes de acetato de sodio 3 M pH
5.3* y con 3 volumenes de etanol.
Incubar por 10 minutos a —20 °C.
Centrifugar por 5 minutos a 14 000 rpm. Eliminar el sobrenadante.
Lavar con etanol al 70%

10. Dejar secar por aproximadamente 15 minutos.

11. Resuspender en 50 pl de agua estéril.

12. Guardar a -20 °C.

Métodos de biologia molécular segun Sambrook y col. 2001.

Amplificacion por PCR

1. Preparar mezcla de reaccion* para tubos con 50 pl. (Utilizar los
desoxioligonucleétido correspondientes a una concentracion de 10
mM cada uno) en hielo.

2. Agregar 1.0 pl de DNA total roto de la cepa correspondiente al

tubo con la mezcla de reaccion.



Se generd un programa en el termociclador como el siguiente:

10 min. 94 °C
45 seg. 94 °C
— 35 ciclos
1 min. 53 °C
2 min. 72 °C -
2 min. 72 °C

Geles de agarosa

1. Preparar gel de agarosa al 1 % con TAE 1X* y 0.01 ul/ml de
bromuro de etidio (10mg/ml).
Agregar a cada muestra solucion de carga* (0.1 pl/ul).

3. Correr en una camara de electroforesis a 100 mV por una hora.

Purificacion de fragmentos de PCR
1. Cortar las bandas correspondientes al peso del DNA de interés del
gel de agarosa
Purificar con el kit QIAGEN QIlAquick, Gel extraction.
Correr en un gel de agarosa 2.5 pl del DNA purificado para estimar

la cantidad total de DNA obtenido.

Transformacion de levadura (Gietz y Schiestl, 1995)

Crecer XPM211 y XPM201 en 2 ml de medio liquido YPAD toda la noche

a 30 °C.
Tomar 650 uL de cada cepa.
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10.

Centrifugar por 1 minuto a 14 000 rpm. Desechar el sobrenadante.
Centrifugar 1 minuto a 14 000 rpm. Eliminar completamente el
sobrenadante.

Agregar a cada tubo 52.5 pL de mezcla maestra* mas 6 pl del casete
correspondiente (shyl::URA3 o cox14::URA3). Agitar en vortex.

Incubar ambos tubos a 42 °C por 90 minutos. Cada 15 minutos agitar
en vortex.

Plaguear en medio —URA e incubar por 4 dias a 30°C.

Diluciones seriadas

Crecer 2 ml de YPD de cada cepa.

Pesar tubos eppendorf (1.5 ml) en balanza analitica.

Poner 1 ml de cultivo y centrifugar 1 minuto a 14 000 rpm.

Eliminar todo el sobrenadante. Obtener peso humedo.

Diluir con agua estéril para que las células queden a 0.01 g/ml.

Colocar en los pozos A2, A3, A4 .... 135 ul de agua estéril.

Colocar en el primer pozo Al, B1, C1.....150 pl de cada cepa.

Tomar 15 pl del canal con cepa concentrada y transferir a los siguientes
pozos, homogenizando la diluciéon dos veces antes de pasar a la
siguiente columna de dilucion.

Esterilizar el replicador en etanol y flamear. Dejar enfriar por segundos.
Imprimir en YPAD y YPEG.

Obtencion de mitocondrias (Modificado de Glick and Pon, 1995)

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



10.
11.
12.

13.

Resembrar en 25 ml de medio YPD Raf e incubar a 30°C hasta una Asoo
en la fase exponencial de crecimiento.

Del cultivo anterior resembrar en 1 L de medio YPD Raf e incubar toda la
noche a 30°C hasta una Asopo entre 1.4 y 1.6 (fase exponencial de
crecimiento).

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

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

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

Resuspender el botén en amortiguador TD* (2 ml/g de peso humedo)
Agitar 10 minutos a 30°C.

Centrifugar 5 minutos a 3300 rpm en rotor GS3.

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

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

Agitar de 30 a 60 minutos a 30°C, hasta que los esferoplastos se formen

(Revisar la formaciéon de esferoplastos a los 30, 45 y 60 minutos).

Para revisar la formaciéon de esferoplastos:

Comparar 2 ml de agua contra 2 ml de sorbitol 1.2 M adicionando 50 ul de

células, agitar en vortex. Cuando se formaron los esferoplastos el tubo con

agua se vera claro a comparacion del tubo con sorbitol que se observara

turbio debido a que la diferencia de osmolaridad rompera a los esferoblastos

en agua.

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

14.

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



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

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

Homogenizar 10 veces en 40 ml de amortiguador usando un
homogenizador y pistilo de vidrio.

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

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

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

Resuspender el botén en 10 ml de amortiguador SEH* (Primero
resuspender en 2 ml, con la punta de la micropipeta cortada).
Centrifugar 12 minutos a 12000 rpm en rotor SS-34 a 4 °C (en el botdn
se encuentran las mitocondrias crudas).

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

Cuantificar espectrofotométricamente 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= 0.21
corresponde a 10mg/ml de proteina a 280 nm.

Congelar en nitrégeno liquido y guardar a -70 °C en alicuotas de 25 pl.

Lowry (Modificado de Markwell, 1978)

Curva de calibracion

Se empled una solucion de albumina de 1 mg/ml.
Se prepararon soluciones de albumina con 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 y 100 ul de la solucién de albumina.



Ajustar la muestra con agua a 1 ml.

2. Adicionar 3 ml de solucion C* y mezclar en vortex. Incubar 10 minutos a
temperatura ambiente.

3. Adicionar 300 ul de solucion D* y mezclar en vortex e incubar 30
minutos a temperatura ambiente.

4. Medir absorbancia a 540 nm.

Inmunoréplicas tipo Western

1. Preparar geles de poliacrilamida (30/0.8%) de separacion* vy
apilamiento™*.
2. Preparar las muestras.
e Poner el volumen requerido de la cepa correspondiente en un tubo
eppendorf y aforar a 20 pL con solucidén de carga 1X*.
e (Calentar las muestras a 70 °C por 5 minutos.
3. Cargar las muestras en el gel, junto con 3 uL de marcador de pesos
moleculares.
Correr el gel 30 minutos a 50 V y 120 minutos a 80 V.
5. Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfieren 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™

")

Figura 3. Esquema que explica el método de transferencia semi-seco.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Transferir 2 hr. a 1.5 mA/cm?.

La membrana con las proteinas se bloquea toda la noche a 4°C 0 2 hrs a
temperatura ambiente con solucion de bloqueo™.

Incubar la membrana con solucidén de réplica*, y el anticuerpo anti-HA*
acoplado a peroxidasa de rabano, durante 1 hora a temperatura
ambiente.

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

Revelar la presencia del anticuerpo unido a la proteina Cox1lp-3xHA
siguiendo las indicaciones del kit ECL (Amersham).

Tomar autoradiografia con la pelicula BioMAx Light Film (Kodak)
exponiendo durante 5 seg.

Eliminar el anticuerpo unido a las proteinas de la membrana incubando
con la solucion de eliminacion* de anticuerpo por 30 minutos a 50°C.
Bloquear nuevamente con la solucién de bloqueo durante 1 hora a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C.

Incubar la membrana con la soluciéon de bloqueo, la cual contiene el
anticuerpo contra CS (citrato sintasa), durante 1 hora a temperatura
ambiente.

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

Incubar la membrana con la solucion de réplica la cual contiene el
anticuerpo secundario anti-Conejo (Sigma) acoplado a peroxidasa de
rabano, durante 1 hora a temperatura ambiente.

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

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

Tomar autoradiografia con la pelicula BioMAx Light Film (Kodak),

exponiendo durante 90 segundos.



20. Repetir con los anticuerpos necesarios.

acCs 1:1000 aConejo
aConejo-Peroxidasa 1:3000 -
aCox2p 1:500 aRatonP
aCox3p 1:500 aRatonP
aRatén-Peroxidasa 1:3000 -
aCoxlp 1:200 aRaténP
aHA-Peroxidasa 1:500 -

Tabla 2. Anticuerpos empleados en el Western. Se especifica la dilucidon
empleada y el anticuerpo secundario.

Oximetria (Estabrook, 1997)

El consumo de oxigeno se midié con un electrodo tipo Clark inmerso en
una cadmara con agitacion y temperatura regulada. El electrodo se conect6 a
un oximetro YSI-5300.

Los valores del control respiratorio (C.R.) se obtuvieron calculando el
cociente de la velocidad de consumo de oxigeno en estado |1l sobre el estado
V.

Para cuantificar la actividad de toda la cadena respiratoria.

1. Preparar una solucion con magnesio*, etanol*, fosfato* y potasio*.
2 Aforar a 1.5 ml con amortiguador SH*.

3. Agregar 0.25 mg/ml de proteina de la cepa correspondiente.

4 Medir por 4 minutos.



5.

Agregar ADP* para medir el acoplamiento.

Para cuantificar la actividad de la COX.

1.

a M W N

Prepara una solucion con magnesio*, fosfato*, calcio*, TMPD¥*,
ascorbato*, antimicina*

Aforar a 1.5 ml con amortiguador SH*.

Agregar 0.25 mg/ml de la cepa correspondiente.

Medir por 4 minutos.

Agregar cianuro de potasio*.

Espectro UV-visible

Tomar los microlitros necesarios de mitocondrias para tener una
concentracion de 5 mg/ml de proteina.

Centrifugar a 4 ©C, 10 minutos 14 k rpm para obtener mitocondrias en
el boton.

Resuspender con punta cortada en 1 ml de amortiguador de
solubilizacién™.

Incubar en hielo 10 minutos.

Centrifugar a 4 ©C, 10 minutos 14 k rpm Yy tomar sobrenadante.

Hacer por duplicado las muestras.

Para realizar el espectro uv visible de las mitocondrias se utilizd el

espectrofotometro de doble haz (modo dual ammninco DW 2000):

3.

Agitar en vortex las muestras.
Colocar un ml en cada una de las celdas

Leer de 400-650 nm



4.

5.

Agregar ditionita (punta de espatula) a la celda que se encuentra en la
ranura S del espectro. Invertir dos veces.
Leer de 400-650 nm

Sintesis in organelo (Modificado de Herrmann y col., 1994;

McKee y Poyton, 1984)
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10.
11.

Preparar 1 ml de amortiguador 1.5X IOTL* a 4 °C.

Preparar mitocondrias (10 mg/ml) en amortiguador SH.

Agregar 22 pl de amortiguador 1.5X 10TL a 10 pl de mitocondrias (10
mg/ml). Resuspender suavemente. Incubar 5 minutos a 30 °C.

Agregar 2 pl de 3*S-Met (5 pCi/ pl). Incubar 30 minutos a 30 ©C.
Agregar 1 ml de amortiguador SH a 4 °C.

Centrifugar 10 minutos a 14 K rpm, 4 °C. Eliminar todo el sobrenadante.
Resuspender el botén en 64 pl de amortiguador de carga 1X*

Agitar en vortex 1 minuto a temperatura ambiente.

Cargar 16 pl de cada muestra en un gel de poliacrilamida (30 %/ 0.15
%)*. Guardar el resto a -70 °©C. Cargar 4 ul de marcador de pesos
moleculares.

Correr a 25-27 mA constantes por 3.5 hrs.

Transferir el gel a membrana de nitrocelulosa (Protran BioScience) 2
hrs. a 1.5 mA/cm?. Utilizar amortiguador de corrida* 1x con metanol al
20%.



Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfieren mediante un método

semi-seco, de la siguiente manera:

3 filtros prehumedecidos en amortiguador
de corrida 1x con metanol al 20 %

Membrana de nitrocelulosa prehumedecida
en amortiguador de transferencia 1x con
metanol al 20%

Gel prehumedecido en amortiguador de
transferencia 1x con metanol al 20 %

3 filtros prehumedecidos en amortiguador de
corrida 1x con metanol al 20 %

—
—
—
—
—

12. Secar la membrana perfectamente bien.
13. Exponer 6-12 hrs. en pantalla de fésforo.

14. Revelar la sefal en el Typhoon 8600 (Molecular Dynamics)

Inmunoprecipitacion



Preparacion de perlas de proteina A sefarosa sélidas (Amersham).

Todo a 4 ©C y con la punta de la pipeta cortada.

N o o bk~ w0 DN

Pesar 0.1 g de perlas y agregarles 1.5 ml de agua estéril a 4
°C.

Agitar en incubadora giratoria 5 minutos a 4 °C.

Centrifugar a 2.2 K rpm, 1 minuto a 4 ©C.

Eliminar sobrenadante.

Repetir lavado 3 veces mas.

Agregar 500 pul de etanol al 20%, 4 °C.

Guardar a 4 °C.

Solubilizacién de mitocondrias.

Tomar 25 pg de mitocondrias de cada cepa y agregar 20 ul de
amortiguador de carga 1X* de geles. Apartar. Esta serd la
fraccion total.

Tomar 250 ug de mitocondrias de cada cepa.

Centrifugar 1 minuto, 14 K rpm 4 ©C.

Resuspender suavemente con punta cortada en 1 ml de
amortiguador de lisis*

Incubar 15 minutos, 4 ©C. Mezclar por inversion a los 7.5
minutos.

Centrifugar 10 minutos 14K rpm, 4 ©C.

Tomar el sobrenadante en un tubo Eppendorf frio y agregar 20
pl de PAS sin acoplar.

Incubar 5 minutos, 4 ©C, en incubadora giratoria.

Centrifugar 4K rpm 1 minuto, 4 °C.



10.

11.

12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.

Tomar el sobrenadante en un tubo Eppendorf frio y agregar 30
pl de PAS acopladas a antiHA de rata. (Ver protocolo de
acoplamiento de antiHA a perlas mas adelante)

Mezclar por inversiéon y mezclar en incubadora giratoria por 2
hrs. 4 ©C.

Lavar con 500 pl de amortiguador de lisis, para ello invertir 5
veces, y centrifugar 2.2 K rpm, 30 segundos, 4°C. Repetir una
vez mas.

Lavar con un 1 ml de Tris 20 mM pH 7.4, para ello invertir 5
veces, y centrifugar 2.2 K rpm, 30 segundos, 4°C. Repetir una
vez mas pero centrifugar 4 K rom, 1 minuto.

Eliminar todo el sobrenadante.

Agregar 20 ul de soluciéon de carga Lammeli.

Vortex a temperatura ambiente 10 minutos.

Centrifugar 14 K rpm, 1 minuto.

Tomar sobrenadante con microjeringa y cargar en gel SDS-
PAGE (30 %/ 0.15 %)*. Cargar 4 ul de marcador de pesos
moleculares.

Correr a 25-27 mA constantes en amortiguador de
electrofororesis 1x.

Tenir el gel con azul de Coomasie.

Acoplamiento de antiHA de rata a perlas de proteina A sefarosa

(PAS).

Todo a 4 °C y con la punta de la pipeta cortada.

21.
22.

23.

Tomar 50 pl de perlas preparadas por cada muestra.
Lavar con 1 ml de Tris 20 mM pH 7.4, 4 ©C. Para ello:
e Invertir 5 veces.

e Centrifugar a 2.2 K rpm, 30 segundos a 4 °C.

e Eliminar sobrenadante

Repetir lavado 2 veces mas.



24. Llevar al volumen inicial de perlas con Tris 20 mM pH: 7.4, 4
©C. Apartar 20 pL por cada muestra.

25. Al resto agregar 0.25 pl de antiHA rata (ROCHE, monoclonal
clona 3F10) por cada pl de perlas. Mezclar por inversion.

26. Mezclar en incubadora giratoria 1-2 hrs. 4 ©C.

Tincidn con azul de Coomassie

1. Eliminar el gel sobrante. Incubar 30 minutos a temperatura
ambiente en solucidn fijadora* en recipiente de plastico. En
agitacion.

2. Incubar el gel toda la noche a temperatura ambiente en
solucion tefiidora*. En agitacion.

3. Incubar el gel toda la noche a temperatura ambiente en

solucion destefniidora*. En agitacion.



Resultados

El crecimiento de la cepa XPM211 no se afecta por la presencia del
epitope 3xHA fusionado al extremo carboxilo terminal de Cox1p.

Para verificar que la presencia del 3xHA en Cox1p no afecta la actividad
de la COX se realizaron diluciones seriadas de las cepas XPM201 y XPM211 en
medio YPAEG y YPAD a distintas temperaturas (25 ©C, 30 ©C Y 37 °C) y se
dejaron crecer por cuatro dias. YPAEG es un medio no fermentable
etanol/glicerol, por lo que sdolo aquellas cepas capaces de respirar crecen
(Figura 1).

No se presentan diferencias de crecimiento en medio YPAD o YPAEG,
entre la cepa que presenta el triple epitope de hemaglutinina en el extremo
carboxilo de Coxlp (XPM211l) y la que no lo presenta (XPM201). Esto se

observa a tres temperaturas distintas.

YPD

[COX1]
25 °C [COX1 -3XHA]
[COX1]

| [COX1-3XHA]

[COX1]
[COX1 -3XHA]

Fig. 1. Diluciones seriadas de las cepas XPM201 y XPM211 en medio YPAD y
YPAEG crecidas a distintas temperaturas por cuatro dias.



La acumulacion del hemo a entre la cepa silvestre y la cepa con el
3xHA en Cox1p es similar.

El hemo a es uno de los grupos prostéticos de la citocromo c¢ oxidasa, y
se encuentra en Cox1p. Para comprobar que el triple epitope de hemaglutinina
en Coxlp no afecta la insercién del hemo a en Cox1p, se elaboré un espectro
uv-visible desde 400 nm a 650 nm, en las cepas XPM201 y XPM211. Las
mitocondrias se solubilizaron con Triton-X100, y se redujeron con ditionita. La
concentracion de hemo a se obtuvo con el A€gz0-60s= 16.5 (Griffiths y Wharton.
1961).

Se encontré que la concentracion de hemo a no se ve modificada en la
cepa con el 3xHA en Cox1p (0.116 nmoles/mg) con respecto a XPM201 (0.119
nmoles/mgQ).

Las bandas correspondientes al pico y (430 nm) del citocromo b, al pico
a (560 nm) del citocromo b y al pico a del citocromo ci1 (550 nm) son

identificables en ambas cepas (Figura 2).
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Fig. 2. Patron espectral de las cepas XPM211 y XPM201. El espectro se
realiz6é con 5 mg/ml de mitocondrias. Las mitocondrias se redujeron con
ditionita. En la parte superior de figura se muestra un zoom de los 500 nm a
los 650 nm.

La funcion de la citocromo c oxidasa no se altera por la presencia del
3XHA en Cox1p.

Se comprobd6 que la capacidad respiratoria de la cepa XPM211 no se ve
afectada por la presencia del triple epitope de hemaglutinina en Cox1lp, se
midioé la velocidad de consumo de oxigeno en toda la cadena respiratoria y
unicamente en la COX. Para medir la actividad de toda la cadena respiratoria
se utilizé etanol como sustrato. Para medir la actividad de la COX, se bloqued

al complejo IlIl con antimicina; como donador de electrones se utilizd



TMPD/Ascorbato y cianuro de potasio como inhibidor de la COX. También se
obtuvieron los valores de control respiratorio midiendo el acoplamiento con
ADP.

Se encontré que la velocidad de consumo de oxigeno en toda la cadena
respiratoria, con etanol como sustrato es similar entre la cepa wt silvestre y la
cepa con el 3xHA en Coxlp (Figura 3A). Se observé que ambas estan
acopladas. El valor del control respiratorio (C.R.) en XPM201 fue de 1.69, y en
XPM211 de 1.63 (Figura 3B).
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Figura 3. A) Oximetrias: Velocidad de consumo de oxigeno para toda la
cadena respiratoria y para la citocromo ¢ oxidasa en XPM201 y XPM211. B)
Acoplamiento: Cambio en la velocidad de consumo de oxigeno debido a la
adicion de ADP.

Cox1p-3XHA es detectable con eficiencia mediante el anticuerpo
antiHA.

Se realiz6 un Western blot para detectar la presencia de Coxlp en
XPM211 (COX1-3xHA).

Para ello se utiliz6 un anticuerpo antiHA acoplado a peroxidasa de
rabano (Roche Biochemicals). Como control de carga se empled un anticuerpo
anticitrato sintasa, ya que la citrato sintasa es una proteina soluble de la
matriz mitocondrial. El control negativo es XPM201 (COX1) y por tanto no se
detecta la sefial de Coxlp. Dado que XPM211 presenta el triple epitope de
hemaglutinina en el extremo carboxilo de Coxlp fue posible detectarla
claramente con un peso molecular de 59 kDa, lo cual corresponde al peso

molecular esperado (58.8 kDa)(Figura 4).
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Figura 4. Gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) y Western blot.
Se cargaron mitocondrias crudas de XPM201 y XPM211. Se cargaron 15y 30
Hg de proteina mitocondrial. Control de carga CS: Citrato sintasa.

Hasta este punto del trabajo, podemos concluir que la presencia del triple
epitope de hemaglutinina en el extremo carboxilo de Coxlp, no afecta la
actividad de la citocromo c oxidasa. Y que el triple epitope de hemaglutinina

en Cox1p, funciona, ya que es posible detectar de manera eficente a Cox1p.



Generacion de mutantes nulas de shyl y cox14.

Figura 5. Esquema que muestra el mecanismo de recombinacion homodloga
mediante el cual se generaron las mutantes nulas de shylA::URA3 [p+,
COX1-3XHA] y cox14A::URA3 [p+, COX1-3XHA]. 1) Amplificacion por PCR
del casete de interés con los extremos 5" UTR y 3" UTR del gen a mutar. 2)
Transformacién de la cepa de interés con el casete. El casete se insertara en
el genoma de la cepa silvestre por recombinacién homaéloga. 3) Crecimiento
en un medio —URA para seleccionar colonias transformadas.



Generacion del casete shylA::URA3 y deteccion de mutantes nulas.

Para obtener el casete shylA::URA3, se extrajo DNA total de la cepa
XPM60, la cual contiene al casete shylA::URA3. Se realiz6 un PCR con los
oligonucledtidos SHY1F1*(236 nt rio arriba del codén de inicio de SHY1) Y
SHY1R1*(325 nt rio abajo del codon de término de SHY1). Estos
oligonucledtidos amplifican 236 nt rio arriba y 325 nt rio abajo,
respectivamente sobre la secuencia no traducida del gen de SHY1. El tamafo
del casete obtenido es de 1.6 Kb (Figura 6A)

Se transformaron las cepas XPM201 y XPM211 con este DNA (Figura
6B). Para comprobar que las cepas transformantes contuvieran el casete
shy1A::URA3 en la posicidon correcta dentro del genoma nuclear se realizé un
PCR con DNA de distintas colonias transformantes, los oligonucledétido
empleados fueron URA3F1*(300 nt rio arriba del coddn de inicio de URA3) y
SHY1R1*. Aquellas cepas que no contengan al casete shylA::URA3 no podran
ser detectadas en el gel de agarosa ya que el oligonucledtido URA3F1
amplifica sobre el gen URA3. Las cepas que contienen el casete shylA::URA3

presentan un tamafo de 1.5 kb (Figura 6C).
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa. A) Esquema que muestra donde
amplifican los oligonucleétidos empleados para la obtencion del casete y
para la deteccidén de las cepas transformantes. B) Producto de PCR con DNA
total de XPM60 empleando a los oligonucleétidos SHY1F1 y SHY1R1 C)
Producto de PCR con DNA total de las cepas transformadas con el casete
shyl-delta::URA3. Como control negativo se utiliz6 DNA total de la cepa
XPM211 (carril 3).

Las mutantes nulas de shyl respiran parcialmente.

Para identificar el fenotipo de las cepas transformantes de Ashyl se
realizaron diluciones seriadas a distintas temperaturas en medio YPAD vy

medio no fermentable etanol-glicerol. Las cepas mutantes de Ashyl crecen



parcialmente en un medio no fermentable como el YPEG. No se observan
diferencias en el crecimiento entre las cepas que presentan el 3xHA en el
extremo carboxilo de Cox1p (0Z1 y XPM211) y las que no lo presentan (OZ2 y

XPM201) (Figura 7). Tampoco se observo sensibilidad a la temperatura.
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Figura 7. Diluciones seriadas de las cepas OZ1: shyl-delta::URA3 [p+, COX1-
3XHA], 0z2: shyl-delta::URA3 [p+, COX1 (delta 1)], XPM201 [p+, COX1
(delta 1)], y XPM211l [p+, COX1-3XHA], a diferentes temperaturas en
medio YPAD y YPAEG, crecidas por 4 dias.

Generacion del casete cox14A4A::URA3 y deteccidon de mutantes nulas.

Para obtener el casete cox14A::URA3, se extrajo DNA total de la cepa
AFC115a, la cual es mutante nula de COX14. Se realizO un PCR con los
oligonucledtidos COX14F1* y COX14R1*. Estos oligonucledtidos amplifican
380 nt rio arriba y 300 nt rio abajo, respectivamente sobre la secuencia no
traducida del gen de COX14. De esta manera se genera un casete en donde el

gen de URA3 se encuentra flanqueado por aproximadamente 350 nt de la



secuencia no traducida de COX14. El tamafno del casete obtenido es de 1.6 Kb
(Figura 8A).

Se transformaron las cepas XPM201 y XPM211 con este casete (Figura
8B). Para comprobar que las cepas transformantes contuvieran el casete
cox1l4-delta::URA3 en la posicion correcta dentro del genoma nuclear se
realiz6 un PCR con DNA de distintas colonias transformantes, los
oligonucledtidos empleados fueron COX14F1* y COX14R1*. Las cepas que
contienen el casete cox14A::URA3 presentan un tamafo de 1.6 kb contrario a
una cepa silvestre que presenta un tamafo de 0.9 kb debido a que el gen de

COX14 es méas pequeio que el de URA3 (Figura 8C).
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa. A) Esquema que muestra donde
amplifican los oligonucleétidos empleados para la obtencion del casete y
para la deteccién de las cepas transformantes. B) Producto de PCR con
células totales de la cepa AFCl15a. C) Producto de PCR con DNA total de las



cepas transformadas con el casete coxl4-delta::URA3. Como control
negativo se utilizé6 DNA total de la cepa XPM211 (carril 3) y como control
positivo DNA total de la cepa AFC115a (carril 4).

Las mutantes nulas de cox14 no respiran.

Para identificar el fenotipo de las cepas Acox14 se realizaron diluciones
seriadas a distintas temperaturas en medio YPAD y medio no fermentable de
etanol-glicerol (Figura 9). Las cepas mutantes Acox14 son incapaces de
respirar, ya que no crecen en un medio fermentable como el YPEAG. No se
observan diferencias en el crecimiento entre las cepas que presentan el 3xHA
en el extremo carboxilo de Cox1p (0Z3 y XPM211) y las que no lo presentan
(0z4 y XPM201). Tampoco se observé sensibilidad a la temperatura (Figura
9).

Acox14 [COX1-3XHA]

Acox14 [COX1]
[COX1]

[COX1-3XHA]

Acox14 [COX1-3XHA]

Acox14 [COX1]
[COX1]

[COX1-3XHA]

Acox14 [COX1-3XHA]

Acox14 [COX1]
[COX1]

[COX1-3XHA]

Figura 9. Diluciones seriadas de las cepas coxl4-delta::URA3 [p+, COX1-
3XHA], OZ2: coxl4-delta::URA3 [p+, COX1 (delta 1)], XPM201 [p+, COX1
(delta 1)], y XPM211 [p+, COX1-3XHA] en medio YPD y YPEG a distintas
temperaturas, crecidas por 4 dias.



Las cepas transformantes en cox144::URA3 contienen DNA
mitocondrial

Para verificar que el fenotipo no respiratorio observado en las mutantes
nulas Acox14 se debe a la mutacién y no a que las cepas hayan perdido su
DNA mitocondrial, se realizaron réplicas en terciopelo con distintos céspedes.

Tanto las cepas transformantes como el control crecen en YPAD ya que
es un medio rico que no genera ninguna presion de selecciéon. Dado que las
colonias transformantes son mutantes nulas del gen cox14 no son capaces de
crecer en YPAEG. Se realiz6 un apareamiento de las cepas mutantes con la
cepa AFCl1l15a (cox14A::URA3) a través de una réplica en una caja de YPAD
con un césped de AFCll5a. Dado que las cepas transformantes también
presentan el casete cox14A::URA3 no hay complementacion al aparearse y
por tanto los diploides siguen siendo incapaces de crecer en YPAEG. Se realizd
un césped con la cepa NB40-3c [p°] (una cepa p° es aquella que no contiene
DNA mitocondrial) y sobre éste se hizo una réplica de las cepas
transformantes. Dado que las cepas transformantes presentan el casete
cox14A::URA3 y son p+, y NB40-3c [p°] presenta al gen COX14 entonces Si
hay complementacion al aparearse y por tanto los diploides son capaces de
crecer en YPAEG al igual que XPM211 (Figura 10).

De esta manera se comprobd que la incapacidad respiratoria de las
mutantes en Acox1l4 se debe a la mutacién y no a la ausencia de DNA

mitocondrial.
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Figura 10. Fenotipo de las cepas transformantes de XPM201 y XPM211 con
el casete cox14A::URAS.

La acumulacion del hemo a disminuye en ambas cepas mutantes.

Para identificar el patron espectral de las cepas mutantes se realizdé un
espectro entre los 400-650 nm de la luz visible en el espectrofotometro de
doble haz en las cepas XPM211 (COX1-3xHA) wt, 0zZ1 (Ashyl) y 0OZ3
(Acox14). Las mitocondrias se solubilizaron con Triton-X100, y se redujeron

con ditionita. La concentracién de hemo g se obtuvo con el A€gz0.605= 16.5

mM™ cm™ (Griffiths y Wharton, 1961) (Figura 11).

El patron espectral de las cepas mutantes muestra que los citocromo b
y € se encuentran presentes a los 565 y 555 nm respectivamente. Se observa
un aumento en la concentracion del citocromo ¢ en las mutantes con respecto
al silvestre. Este es un patréon espectral tipico de mutantes con deficiencias en

la COX (Mashkevich y col. 1997, Glerum y col. 1994). El hemo a de la COX se

detecta en la mutante Ashyl a los 605 nm, mientras que en la mutante

Acox14 no se puede observar el pico correspondiente. La concentracion de



hemo a en la mutante Ashyl es de 0.055 nmoles/mg de proteina, mientras
que en XPM211l es de 0.116 nmoles/mg, lo cual indica una reduccién de

aproximadamente un 53 % en la acumulacion de hemo a.
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Fig. 11. Patron espectral de mitocondrias de las cepas mutantes Ashyl y
Acox14, como control positivo se utilizé a la cepa wt: XPM211(COX1-3xHA).
En la parte superior de figura se muestra un zoom de los 500 nm a los 650
nm.



La velocidad de consumo de oxigeno en las cepas mutantes se ve
disminuida.

Para detectar qué efectos tienen los genes SHY1l y COX14 sobre la
capacidad respiratoria de la levadura se analizo la velocidad de consumo de
oxigeno en las cepas mutantes OZ1(Ashyl) y OZ3(Acox14).

Se midié la velocidad de consumo de oxigeno de toda la cadena
respiratoria y de la COX. Para medir la actividad de toda la cadena respiratoria
se utilizé etanol como sustrato. Para medir la actividad de la COX, se bloque6
al complejo IlIl con antimicina, como donador de electrones se utilizd
TMPD/Ascorbato y como inhibidor de la COX, cianuro de potasio. También se
midié el acoplamiento en ambas cepas mutantes, esto nos permite saber si la
cadena respiratoria se encuentra acoplada a la sintesis de ATP.

Se encontré que la velocidad de consumo de oxigeno en toda la cadena
y en la COX disminuye aproximadamente a la mitad en la mutante nula
Ashyl, mientras que la mutante nula Acox14, es totalmente incapaz de
respirar. Ninguna de las dos cepas mutantes se encuentra acoplada a la
sintesis de ATP, ya que una vez que se agreg6é ADP, la pendiente de velocidad
de consumo de oxigeno no cambid.

Al agregar cianuro de potasio durante la medicion de la actividad de la
COX se observo que el consumo de oxigeno se hacia nulo, lo cual nos indica
que la actividad de la citocromo c oxidasa es inhibida por el cianuro de potasio
(Figura 12).
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Figura 12. Oximetrias: Velocidad de consumo de oxigeno para toda la
cadena respiratoria y para la citocromo ¢ oxidasa en OZ1 (Ashyl) y 0Z3
(Acox14), como control se utilizé a la cepa wt: XPM211 (COX1-3xHA).
Ambas cepas mutantes presentan COX1-3xHA en el genoma
mitocondrial.

La acumulacion de Coxl1lp, Cox2p y Cox3p varia entre las mutantes
Ashyl y Acox14.

Se realiz6 un Western blot para detectar la presencia de Cox1p, Cox2p y
Cox3p en ambas mutantes nulas.

Para detectar a Coxlp se utilizO un anticuerpo antiHA acoplado a
peroxidasa de rdbano (Roche), para detectar a Cox2p y Cox3p se emplearon
antiCox2p (Donado por el Dr. Thomas D. Fox) y antiCox3p (Molecular Probes),
respectivamente. Como control de carga se emple6é un anticuerpo anticitrato
sintasa (Donado por el Dr. Thomas D. Fox), ya que la citrato sintasa es una
proteina soluble de la matriz mitocondrial. Como control negativo se empled
XPM201 (COX1) y como control positivo a XPM211 (Cox1p-3xHA). Se reveld
con el kit ECL (Amersham) (Figura 13A).



Para cuantificar la concentracion de las subunidades mitocondriales se
empled el programa AlphaDigiDoc RT2, la concentracion de cada subunidad se
normalizé con respecto a la citrato sintasa, y luego se compard con respecto a
XPM211 (Figura 13B).

Se encontré que en la mutante nula Ashyl, Cox1lp y Cox2p disminuyen
en un 23% y 32% respectivamente, mientras que Cox3p aumentd en un 3%.
En la mutante nula Acox14, Coxlp disminuye en un 49%, y Cox2p en un
100%. Cox3p se incrementd en un 66%.

Con este experimento podemos concluir que ambas mutaciones
provocan un fenotipo similar en la acumulacion de las tres principales
subunidades de la COX, pero que la mutante en Acox14 genera un fenotipo
mas radical. Este fenotipo puede deberse a que la sintesis de las subunidades
que forman el centro catalitico de la COX se ve afectada, o a que las

subunidades si se sintetizan pero son inestables y se degradan.
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Fig. 13. A) Gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE), se cargaron 5
y 10 uL de mitocondrias de XPM201: [p+, COX1 (delta 1)], XPM211: [p+,
COX1-3XHA], OZ1: shyl-delta::URA3 [p+, COX1-3XHA] y OZ3: Acox14-
delta::URA3 [p+, COX1-3XHA] respectivamente. B) Grafica que muestra la
cuantificacion de la acumulaciéon estacionaria de Cox1p, Cox2p y Cox3p en
Ashyl y Acox14 con respecto a XPM211.

La sintesis de proteinas codificadas por el DNA mitocondrial se afecta
en las mutantes nulas Ashyl y Acox14.

Para identificar qué genes mitocondriales se sintetizan en las cepas
mutantes en Ashyl y Acox14, se realizé un ensayo de sintesis in organelo.
Para ello se incubaron mitocondrias de XPM211, XPM201, OzZ1, OZ2, OZ3 y
0Z4 con **S-Metionina por 30 minutos. Durante este tiempo se llevé a cabo la
sintesis de proteinas en los ribosomas mitocondriales. Posteriormente se
cargaron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE, se transfiri6 a membrana de

nitrocelulosa y la sefal se revel6 por autoradiografia (Figura 14).



Para cuantificar la cantidad de proteina sintetizada tanto en las cepas
control (XPM211 y XPM201) como en las cepas mutantes (0Z1 y 0Z3), se
normalizé con un Western blot realizado sobre la misma membrana con la
citrato sintasa (como control de carga) (Figura 15A y B).

Encontramos que tanto en las cepas con el triple epitope de
hemaglutinina en Cox1p como en las que no lo presentan, las ocho proteinas
codificadas por el genoma mitocondrial son sintetizadas. Sin embargo se
observa un patrén de sintesis diferente entre las cepas 3xHA y las cepas sin el
epitope.

En las cepas con el 3xHA, Cox1lp se sintetiza 32% mas en la mutante
Ashyl que el control mientras que en la mutante Acox14 se sintetiza 12%
menos. Cox2p se sintetiza 7% menos en Ashyl, y 39% menos en Acox14. La
sintesis de Cox3p aumenta en un 6% en la mutante de shyl, pero disminuye
en un 60% en Acox14.

Por otro lado en las cepas sin el 3xHA, la sintesis de las tres principales
subunidades aumenta en ambas mutantes. Cox1p aumenta en Ashyl, en un
46%, en Acox14 en un 26%. Cox2p aumenta en un 44% en Ashyl, y en un
33% en Acoxl14. La sintesis de Cox3p aumenta en un 78% en la mutante de
Ashyl y en un 46% en Acox14.

A partir de los datos obtenidos en este experimento podemos concluir
que la eliminacion de SHY1 y COX14 tienen un efecto post-traduccional, ya
que Coxlp, Cox2p y Cox3p si se sintetizan pero sus concentraciones
estacionarias estan alteradas, sugiriendo que las proteinas se sintetizan pero
no se ensamblan y por ello son inestables. Este efecto es particularmente
claro en Cox1lp y Cox2p, en donde la concentraciéon en estado estacionario
disminuye en las mutantes.

Por otro lado podemos observar que la presencia del 3xHA en el extremo
carboxilo de Coxlp, afecta ligeramente la sintesis de las subunidades

mitocondriales de la citrocromo ¢ oxidasa.
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Figura 14. Sintesis in Organelo A) Gel de poliacrilamida desnaturalizante
(SDS-PAGE), se cargaron mitocondrias de XPM211: [p+, COX1-3XHA], OZ1:
shyl-delta::URA3 [p+, COX1-3XHA], 0Z3: coxl4-delta::URA3 [p+, COX1-
3XHA], XPM201: [p+, COX1 (delta 1)], OZ2: shyl-delta::URA3 [p+, COX1
(delta 1)] y 0OZ4: coxl4-delta::URA3 [p+, COX1 (delta I)] respectivamente.
En las cepas en las que Coxlp presenta el triple epitope de hemaglutinina,
Coxl1lp migra mas lento (Primeros 3 carriles). Como control de carga se
realiz6é un Western blot con un anticuerpo anti citrato sintasa (Ultima fila).
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Figura 15. Grafica que muestra la acumulacion de proteinas mitocondriales
recién sintetizadas en cepas mutantes de Ashyl y Acox14 con y sin 3xHA. A)
Acumulacién de proteinas mitocondriales en las cepas con el 3xHA. Como
control se utiliz6 a la cepa XPM21l1l B) Acumulacién de proteinas
mitocondriales en las cepas sin el 3xHA. Como control se utilizé a la cepa
XPM201. La cuantificacion se realizé6 empleando el programa AlphaDigiDoc
RTZ2.



Inmunoprecipitacion

Una contribucion importante de este trabajo es que a largo plazo se
puedan hacer inmunoprecipitaciones de Coxlp en diferentes mutantes del
ensamblaje. La inmunoprecipitacion tiene como objetivo detectar qué
subunidades de la COX y qué otros factores nucleares se encuentran
presentes en mutantes de ensamblaje de la COX. Debido a que Coxlp se
encuentra formando parte del primer intermediario de ensamblaje, esta
estrategia nos permitira identificar a las proteinas presentes en los primeros
intermediarios del ensamblaje. Se llevaron a cabo inmunoprecipitaciones con
la cepa Acox14. Para ello se emplearon perlas de proteina A sefarosa (PAS)
acopladas a un anticuerpo antiHA (ROCHE). Estas perlas se incubaron con
mitocondrias solubilizadas de la cepas XPM201, XPM211 (COX1-3xHA), OZ3 (A
cox14, COX1-3xHA) y 0zZ4 (Acox14). Las perlas se lavaron y las proteinas
unidas a éstas se cargaron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE, y el gel se
tind con azul de Coomasie (Figura 16).

Mediante este experimento pudimos detectar varias bandas en la cepa
XPM211 (cox1-3xHA) que suponemos corresponden a las subunidades de la
COX. Sin embargo en la mutante nula de Acox14 sélo pudo ser detectada una
banda especifica. Para identificar qué bandas son inespecificas se utilizd
XPM201 6 0Z4 (Cox1lp silvestre) como control negativo. El paso siguiente es
mejorar las condiciones de la inmunoprecipitacion, e identificar a las bandas

detectadas.
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Figura 16: Inmunoprecipitacion de la proteina Coxlp en
mitocondrias silvestres o Acox14. Carriles 1-4: Proteinas totales.
wt: XPM201 (Cox1p), wt: XPM211 (Cox1lp-3xHA), OzZ4 (Acox1l4) y
0zZ3 (Acox14, [Cox1p-3xHA]). Carriles 6-9: Proteinas mitocondriales
acopladas a perlas con antiHA. wt: XPM201 (Cox1p), wt: XPM211

(Cox1p-3xHA), 0Z4 (Acox1l4) y 0OZ3 (Acox1l4, [Cox1p-3xHA]). Con
flechas largas se indican las bandas especificas.



Discusion

La citocromo c¢ oxidasa es una enzima formada por 12
subunidades en S. cerevisiae. Tres de estas subunidades (Cox1p,
Cox2p y Cox3p) forman el centro catalitico de la enzima, aqui se
encuentran distintos grupos prostéticos como el centro binuclear Cua,

el Cug, el hemo a, el hemo a3, asi como magnesio y sodio. Cox1p,

Cox2p y Cox3p, son codificadas por el genoma mitocondrial,
sintetizadas en la mitocondria e insertadas en la membrana interna
mitocondrial. El resto de las subunidades son importadas del nucleo e
insertadas en la membrana interna mitocondrial, para que finalmente
pueda ensamblarse el complejo IV. De manera que el tener una
enzima funcional requiere de la coordinaciéon del genoma nuclear con
el mitocondrial, asi como la insercion de distintos grupos prostéticos.
Estas caracteristicas hacen de la biogénesis de la citocromo c

oxidasa, un proceso bastante complejo.

Actualmente se han identificado alrededor de 20 factores
nucleares que intervienen en el ensamblaje y estabilidad de la COX,

sin embargo poco se entiende del mecanismo de accidon de éstos.

El estudio de la biogénesis de la COX es muy importante, ya
que muchas enfermedades mitocondriales en humano se asocian a

defectos en la COX.

Nosotros trabajamos con S. cerevisiae para poder comprender
como se llevan a cabo algunos de los procesos relacionados con el
ensamblaje y estabilidad de la COX, ya que es un modelo que nos
permite hacer muchas méas manipulaciones genéticas que en células

de humano.



Shylp y Cox14p, son dos factores nucleares que se ha visto
intervienen en los primeros intermediarios del ensamblaje de la COX,
posiblemente interaccionando directamente con Cox1p.

El entender el mecanismo mediante el cual Shylp y Cox14p
participan en el correcto funcionamiento de la COX, ya sea regulando
la sintesis de las subunidades que integran a COX o en el proceso de
ensamblaje de las subunidades, permitira manipular enfermedades
mitocondriales asociadas a deficiencias en la COX como el sindrome

de Leigh.

Cox1p es una subunidad mitocondrial de la citocromo c oxidasa,
que juega un papel esencial tanto en la biogénesis como en la
actividad de la COX.

Es una proteina integral de la membrana interna mitocondrial
altamente hidrofébica; aunado a esto se encuentra muy conservada
taxonémicamente; por ello es una proteina de dificil deteccidn en
mutantes que afectan la respiracion. El utilizar una cepa con el triple
epitope de hemaglutinina unido al extremo carboxilo de Cox1p es de
vital importancia para los alcances de este proyecto, ya que el interés
principal de este trabajo es inmunoprecipitar contra el epitope de
hemaglutinina en mutantes que afectan a la COX. De esta manera
esperamos contribuir a la compresion de los mecanismos que

intervienen en la biogénesis y actividad de la citocromo ¢ oxidasa.

En la primera parte del trabajo se caracterizd a la cepa wt:
XPM211 [COX1-3xHA]. Encontramos que la presencia del triple
epitope de hemaglutinina en el extremo carboxilo de COX1 no afecta

la actividad de la COX, y que el 3xHA, nos permite detectar a Cox1p.

La caracterizacion de las mutantes nulas de Ashyl [COX1-
3xHA] y Acox14 [COX1-3xHA] nos permitio detectar cualitativamente

un fenotipo tipico de mutantes que afectan la respiracion. Ya que la



respiracion disminuye parcialmente en la mutante de Ashyl (50% de
la actividad de la COX medida por oximetria) y se abate por completo
en la mutante de Acox14. Esto ultimo nos dice que la funcién de
Cox1l4p tiene efectos mas dréasticos sobre la respiracion.
Posiblemente Shylp podria colaborar con algun otro factor no
identificado que puede compensar un poco la funciobn de Shylp

cuando esta protel’na Nno se encuentra.

El patron espectral de ambas mutante nulas muestra que el
pico correspondiente al hemo a4, se ve disminuido en ambas
mutantes, esto podria deberse a que de alguna forma se esta
afectando o la insercion del hemo g a la subunidad 1, o la estabilidad

de Cox1lp. Los picos correspondientes a los citocromo ¢ y b si son
detectables, e incluso se detectan mucho mas pronunciados con
respecto a la cepa silvestre; esto podria deberse a un mecanismo

compensatorio debido a la disminucion en el hemo a, lo cual se ve

sustentado con trabajos anteriores en donde se ha detectado en
mutantes de shyl un aumento en la actividad de la NADH-citocromo

¢ reductasa y de la succinato c reductasa (Mashkevich y col. 1997).

En ambas mutantes nulas se sintetizan todas las proteinas
codificadas en el genoma mitocondrial, sin embargo se observan
diferencias en el patréon de la concentracion de las subunidades I, 11 y
Il entre las cepas mutantes con y sin COX1-3xHA. En Ashyl y
Acox14, la concentraciéon de Coxlp, Cox2p y Cox3p aumenta con
respecto al control XPM201. Por otro lado en la cepa mutante Ashyl
[COX1-3xHA], las concentraciones de Coxlp, Cox2p y Cox3p se
mantienen mas parecidas al control, mientras que en Acoxl14, la
concentracion de las tres subunidades disminuye. Esto podria deberse
a diferencias en las preparaciones mitocondriales, ya que se

elaboraron en diferentes dias. Alternativamente Ila presencia del



triple epitope de hemaglutinina en el extremo carboxilo de Coxlp,
podria estar afectando ligeramente la sintesis de las proteinas

mitocondriales.

Por otro lado, las concentraciones estacionarias de Coxlp y
Cox2p disminuyen, mientras que la concentracion de Cox3p aumenta.
Este patron se observa tanto en la cepa Ashyl [COX1-3xHA] como en
Acox14 [COX1-3xHA]; aunque en la cepa Acoxl4 es mucho mas
dramético, lo cual tiene una relacion directa con el fenotipo
respiratorio observado tanto en la mutante de Ashyl como en la de

Acox14.

Dado que las subunidades | y Il son sintetizadas pero sus
concentraciones estacionarias disminuyen en ambas mutantes,
podemos concluir que la funcidon tanto de Shylp como de Cox14p es
a nivel post-traduccional. Las proteinas Coxlp y Cox2p se sintetizan
normalmente pero se degradan al no poder ser ensambladas en la

citocromo ¢ oxidasa.

SHY1 es el gen homologo de levadura de SURF1. SURF1 es un
gen que se encuentra mutado en pacientes con el sindrome de Leigh,
y en estos pacientes se observan niveles bajos de la citocromo c
oxidasa (DiMauro y De vivo, 1996; Rahman y col. 1996; Tiranti y col.
1998; Zhu y col. 1998). Mutaciones en SHY1 o en su homodlogo en el
humano, producen un fenotipo bioquimico similar (Barrientos y col.
2002).

Se ha propuesto que la deficiencia respiratoria en mutantes de
shyl y surfl, se debe a que la citocromo ¢ oxidasa no se ensambla
bien (Tiranti y col. 1998; Zhu y col. 1998). Nuestros datos confirman
una funcion a nivel post-traduccional, y creemos que la interaccion

podria ser a nivel de Cox1lp. Ya que en mutantes nulas de Ashyl,



Mss51p, un activador traduccional de Coxlp, es capaz de revertir el

fenotipo respiratorio casi a niveles normales (Barrientos y col. 2002).

En mutantes del ensamblaje de la COX, la sintesis de Cox1p se
reduce drasticamente (Barrientos y col. 2004). A la fecha no se sabe
cual es el mecanismo de esta regulacion negativa en la sintesis de
Cox1p. Sin embargo, en mutantes dobles, por ejemplo: AshylAcox14
0 Apetlll1lAcox14 la sintesis de Coxlp se recupera (Barrientos y col.
2004) . Por ello se ha propuesto que Cox14p regula negativamente la
sintesis de Coxlp, en mutantes que afectan la respiracion. Se ha
visto que Cox14p es capaz de interactuar fisicamente con Coxlp
recién sintetizada, asi como con la proteina Mss51p, la cual se
necesita para llevar a cabo la sintesis de Cox1p (Pérez-Martinez y col.
2003, Barrientos y col. 2004). El mecanismo propuesto es gue en
mutantes que afectan el ensamblaje de la COX, Cox14p “recluta” a
Mss51p, de manera que la traduccion de Coxlp se ve disminuida
(Barrientos y col. 2004). Estos datos muestran que Cox14p juega un
papel esencial tanto en la traduccién de Coxlp, como a nivel post-
traduccional. El inmunoprecipitar a Cox1p-3xHA en mutantes nulas
de Acox14 [COX1-3xHA] nos permitira identificar quiénes se unen a
Coxl1lp en estas condiciones, con lo cual entenderemos mejor la

funcion de Cox14p en el ensamblaje de la citocromo c oxidasa.

El comprender la dindmica del genoma mitocondrial con
respecto al nuclear, ademas de permitirnos entender de manera mas
clara rutas metabdlicas tan trascendentales evolutivamente como la
cadena respiratoria, nos permitird entender enfermedades genéticas
neurodegenerativas y en un futuro, el desarrollo de técnicas que

permitan tratarlas.



Conclusiones

» El triple epitope de hemaglutinina en el extremo carboxilo de
Cox1p, no afecta la funcion de la citocromo c oxidasa.

e Cox1p es detectable en la cepa con COX1-3xHA y en las
mutantes nulas de shyl y cox14.

* Ashyl genera un fenotipo respiratorio parcial mientras que
Acox14 elimina la respiracion. Este efecto es especifico para la
citocromo c oxidasa.

« Shylp y Cox14p actuan a nivel post-traduccional.



Apéndice I. Soluciones

Medios de crecimiento (1 L)

YPAD YAPEG Medio Minimo

Extracto de levadura 1 % | Extracto de levadura 1 % Base nitrogenada sin a.a.

Bacto peptona 2 % Bacto peptona 2 % 0.67 %
Dextrosa o Rafinosa (YPAD | Glicerol 3 % Dextrosa 2 %
Raf) 2 % Etanol 3 % Medio dropout CSM con

Adenina 30 mg Adenina 30 mg deficiencia de a.a.

Para medio s6lido: Bacto agar 2 %

Biologia molecular

Purificacion de DNA total

Acetato de sodio 3 M, pH5.3
Etanol 50 y 100%
Amortiguador QTP Triton X-100 20 %
SDS 1%
NaCl 0.1 M

Tris pH: 8, 10 mM
EDTA pH: 8, 1 mM
Amplificacién por PCR
Mezcla de reaccion de 50 pul

dNTPs 10 mM 1l
Amortiguador 10X 5 ul

MgCl, 50 mM 1.5 ul
Primer Reverse 10 uM 5ul

Primer Forward 10 pM Sl

Taq Polimerasa 0.5 pl
Agua 32 ul

Geles de agarosa

TAE 50X Tris 24.2 %

Acido acético glacial 5.71 %
EDTA-Na, 1.86 %

Amortiguador de carga 6X

Azul de bromofenol 0.25 %
Xilene cianol FF 0.25 %
Glicerol en agua 30 %




Transformacion de levadura

PEG 3350 50 %

DTT 1M

Acetato de litio 2 M

DNA de hebra sencilla de esperma de
salmén 10 mg/ml. (Previamente hervido
por 10 minutos y luego incubado a 4 ©C)

Mezcla maestra por transformaciéon

40 ul
5ul
5ul
2.5 ul

Obtencion de mitocondrias crudas

Amortiguador TD

Amortiguador de fosfatos pH: 7.4
Zimoliasa-20T

Tris-SO4 pH:9.4 0.1 M

DTT 10 mM

MP2

Sorbitol 1.2 M
20 mM

3 mg/g de peso humedo

SEH

HEPES pH: 7.4 20 mM
EDTA 1 mM
Sorbitol 0.6 M
Dounce

Tris pH 7.4 10 mM
BSA (Libre de acidos grasos) 0.2 %
PMSF 1 mM
TLCK 50 pg/mi
Sorbitol 0.6 M

Cuantificacion de proteinas: Lowry

Solucion A

Na,CO3
Na,tartrato
NaOH

SDS

2%
0.4 %
0.16 %
1%




Solucién B

CUZSO4.5H20

4 %

Solucién C

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

momento)

Solucién D

Mezclar 1 volumen de reactivo de folin con 1 volumen de agua (preparar al

momento)

Geles de poliacrilamida

Amortiguador de corrida 5X

Tris-HCI pH:8.3 0.125 M
Glicina 1.25 M
SDS 0.5 %
Amortiguador de carga 1X
Tris-HCI pH: 8.3 100 mM
Glicerol 20 %
SDS 4 %
B-Mercaptoetanol 2%
Azul de bromo fenol 0.2 %
Gel separador Gel apilador
12 % 4 %
Arcrilamida 30 % 4 ml 0.65 ml
Bisacrilamida 0.8 %
Tris 2M pH: 8.8 1.86 ml
Tris 2M pH: 6.8 312.4 ul
SDS 20 % 100 pnl 50 pl
H,O 4 mi 3.95 ml
APS 10 % 50 pl 50 ul
TEMED 5 ul 5 ul
Aforar a: 5 ml 2.5 ml




Transferencia
Amortiguador de transferencia

negativo

Acido -amino-n-caproico (Sigma) pH: 39.4 g/l
8.5-8.7 (ajustar con Tris)

SDS 0.05 % 0.5 g/
Amortiguador de transferencia

positivo

Tris 18.2 g/l
Tricina 9 g/l
Metanol 20 %

Anticuerpos
Solucién de blogueo

Leche en polvo 59

Tris 1 M pH: 7.6 2.5 ml
NaCl 5 M 1.5 mi
Aforar con H,O 50 ml

Solucién de blot

Leche en polvo 0.1¢g
Tris 1M pH: 7.6 100 pl
NaCl, 5 M 200 pl
EDTA 500 mM 20 ul
Tween-20 al 50% 200 yl
Aforar con H,O 10 mi

Soluciéon de lavado

Tris 1 M pH 7.6 10 mi
NaCl 5 M 20 mi
EDTA 500 mM 2 ml
Tween-20 1ml
Aforar con H,O 11

Solucién de eliminacién

B-mercaptoetanol 700 pl
Tris 1 M pH: 6.8 6.25 ml
SDS 10 % 20 ml

Aforar con H,O 100 mi



Toda la cadena:

Amortiguador SH

Sorbitol 0.6 M
Hepes 20 mM
Etanol 100% 7.5 pul
KClI 2 M 10 pl
MgCl, 0.1 M 20 pl
PilM 6 pul
ADP 100 mM 3.5 ul

Aforar con Amortiguador SH a 1 ml

Citocromo c oxidasa

KCl 2 M 10 pul
MgCl; 0.1 M 20 pl
PilM 6 ul
ADP 100 mM 3l
Antimicina 150 mM 12 ul
TMPD 15 mM (Disuelto en DMSO y 5 pl
protegido contra la luz) 30 pl
Ascorbato 250 mM 15 ul
KCN 50 mM

Aforar con Amortiguador SH a 1 ml

Todas las soluciones se mantienen a 4 ©C

Espectro UV-visible

Amortiguador de solubilizacion

NaCl 300 mM

HEPES 20 mM, pH: 7.4
PMSF (Disuelto en etanol) 1 mM (Fresco)
Triton x-100 1%

Sintesis in organelo
Amortiguador 1.5x 10TL

Sorbitol 2.4 M 375 ul
KCl1M 225 pl
KPi 1 M pH: 7.2 22.5 pl

| Tris-HCI 1 M pH 7.4 30 pl




MgSO, 1 M 19 ul
BSA 100 mg/ml (libre de acidos grasos) 45 ul

ATP 200 mM 30 pl
GTP 50 mM 15 pl
Aminoécidos (-Met, -Tyr, -Cys) 2 mg/ml 9.1 ul
Cisteina 10 mM 10 pl
Tirosina 1 mg/ml 18.2 pl
Acido cetoglutarico 1.7 pl
Fosfoenol piruvato 3.5 ul
Piruvato Cinasa 0.2 % (Agregar justo 2 pl

antes de empezar la reaccion)
Amortiguador SH (Ver oximetria)

Gel de poliacrilamida (15%/0.15%0)
Amortiguador de corrida 5X (Ver Western)
Amortiguador de carga 1X

Tris-HCI pH 8.3 100 mM
Glicerol 20%
SDS 4%
B-Mercaptoetanol 7.8 %
Azul de bromo fenol 0.2%
Gel separador Gel apilador
16 % 5%
Arcrilamida 30 % 9 mli 0.83 ml
Bisacrilamida 0.3 %
Tris 2M pH: 8.8 3.28 ml -
Tris 2M pH: 6.8 - 150 pl
SDS 20 % 83.5 ul 25 pl
H,O 4.5 ml 4 ml
APS 10 % 100 pl 25 ul
TEMED 10 pl 5 pl

Inmunoprecipitacion

Amortiguador de lisis

Digitonina 1 %
NacCl 100 mM
Tris pH: 7.4 20 mM

Gel de poliacrilamida SDS-PAGE (15%/ 0.15%0)




(Ver Sintesis in organelo)
Tincion con Coomasie

Solucién fijadora

Metanol
Acido acético

Solucién tefidora

Acido acético
Azul brillante de coomasie G-250

Solucién destefiidora

Acido acético

50 %
10 %

10 %
0.05 %

10 %



Apéndice Il. Oligonucledtidos

Nombre Secuencia

SHY1F1 5' GTAATAGATTGAACCTCTTCTGTGCTC 3'
SHY1R1 5' GGTGCAATTGCTGAGCTTATACG 3!

URAS3F1 5' CGGCTCGAGCACCGCATAGGGTAATAACTG 3!
COX14F1 5' GATTGGGGTGTCAACGTAATGTAC 3'

COX14R1 5' CTAGATGGCGAATAGACGAC 3!
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