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NOMENCLATURA GENETICA (Amberg et al, 2005)

e Los alelos dominantes se escriben con las primeras letras del nhombre del
gen en mayusculas, seguidas por un numero, todo en italicas, por ejemplo,
LEU2 o HAHL.

e Los alelos recesivos se escriben en minusculas e italicas, por ejemplo, leu2
o Ahahl.

e Las proteinas se representan con la primera letra en mayuscula y el resto

en minuscula, por ejemplo, Leu2 o Hah1.

e La insercion de un gen (LEU2) en el locus de otro gen (ARGS), sin que se
interrumpa la funcion de ninguno de los dos genes se escribe por ejemplo,
ARGS::LEU2.

e Lainsercion de un gen (LEU2) en el locus de otro gen (HAH1), en donde se

interrumpe la funcién del segundo se escribe por ejemplo, hahl::LEU2.



RESUMEN

La citocromo ¢ oxidasa (CcO) es el ultimo aceptor de electrones de la cadena
respiratoria mitocondrial, que cataliza la reduccion del O, en H;O. En
Saccharomyces cerevisiae, la CcO contiene 11 subunidades, de las cuales 3 son
codificadas en el DNA mitocondrial (Cox1, Cox2 y Cox3). Cox1 es la proteina mas
grande y mas hidrofébica de la CcO, y contiene el sitio catalitico para la reduccion
de oxigeno. Su sintesis y ensamblaje dentro de la mitocondria, estan ampliamente
regulados. La traduccion del mRNA de COX1 esta regulada por los activadores
traduccionales Pet309 y Mss51, los cuales estan codificados en el genoma nuclear
y son importados a la mitocondria. Pet309 y Mss51 estan asociados a la
membrana interna mitocondrial, se unen a la regiéon 5’ no traducida (5’UTR) del
MRNA de COX1 y se sugiere que situan al ribosoma mitocondrial en el codon de
inicio de COX1. A partir de este mecanismo de accion se propone que los
activadores traduccionales contribuyen a ensamblar a Cox1 a la membrana

interna mitocondrial de manera cotraduccional.

En comparacion con S. cerevisae, en los mamiferos aun no es claro el mecanismo
que coordina la traduccién y ensamblaje de Cox1. En mamifero existe una
proteina ortéloga de Pet309 denominado Lrpprc, de la cual aun no se conoce su
mecanismo de accién ya que ademas de tener una accion sobre la sintesis de
Cox1 también se ha encontrado que esta involucrado en los mecanismos de
regulacion de RNA'’s citosolicos. Recientemente se encontrdé un posible activador
traduccional (Taco1) el cual se encontraba mutado en un paciente con Sindrome
de Leigh tardio. Se demostré que Taco1 se localiza en la mitocondria y que actua
sobre la sintesis de Cox1. En S. cerevisiae existe un homologo de TACO1
denominado HAH1 (YGRO021w), el cual tiene una identidad de 29% y una similitud
de 43%.

En el presente trabajo decidimos estudiar la funcion de Hah1. Para ello
determinamos si Hah1 al igual que Taco1 se localiza en la mitocondria y su

posible efecto sobre la respiracion en S. cerevisiae.



Para estudiar la localizacion de Hah1 fusionamos en su extremo carboxilo terminal
un epitope de hemaglutinina (HA) para poder detectar la proteina con anticuerpos
contra HA. El gen HAH1-HA fue clonado en dos diferentes plasmidos, uno de bajo
y otro de alto numero de copias, ambas versiones se expresaron en una cepa nula
de hahl. Analizamos tanto las fracciones mitocondriales puras como las
citosolicas y observamos que Hah1-HA se detecta solo en las fracciones
mitocondriales, ademas de que por fraccionamiento mitocondrial determinamos
que Hah1-HA es una proteina soluble. Para determinar la localizacion de Hah1-HA
en la mitocondria realizamos ensayos de proteccion a Proteinasa K y observamos

que se localiza en la matriz mitocondrial.

Una vez que determinamos que Hah1 es una proteina soluble que se localiza en
la matriz mitocondrial, decidimos estudiar con mayor detalle si tiene alguna funcién
sobre la respiracion. Para este estudio utilizamos cuatro diferentes fondos
nucleares de levadura: BY4742, D273-10b (COX1 con o sin intrones en el DNA
mitocondrial) y W303. Observamos que la mutante nula de HAH1 no alteraba el
crecimiento de las levaduras en medio respiratorio de ninguna cepa. A la par
decidimos analizar si existia alguna alteracion sobre la actividad de la cadena
respiratoria, asi como de la CcO. Encontramos que tampoco habia ninguna
alteracion respecto a la cepa silvestre sobre ambas actividades en los diferentes

fondos nucleares.

Dado que no habiamos encontrado ningun efecto de Hah1 sobre el consumo de
oxigeno, pensamos que podria existir otra u otras proteinas que pudieran tener
una funcion similar a Hah1. Para ello estudiamos a las proteinas Oms1 y Fmp46.
En un estudio de interacciones genéticas en S. cerevisiae se observaron
interacciones de los genes OMS1 y FMP46 con HAH1. Generamos las dobles
mutantes Ahahl Aomsl y Ahahl Afmp46, y observamos una disminucion
importante en el crecimiento en condiciones respiratorias respecto a las mutantes

sencillas Aoms1 y Afmp46.



Con estos estudios consideramos que Hah1 podria actuar junto con Oms1 y
Fmp46, aunque aun no sabemos si actuan solo las tres o existen otras proteinas
que actuen junto con ellas. Oms1 es una proteina con un motivo de
metiltransferasa que suprime en alto numero de copias mutaciones puntuales en
el translocador Oxa1. Esto crea deficiencias en el ensamblaje de los complejos
respiratorios IV y V. Fmp46 es una proteina con un motivo de tioredoxina, de la
cual aun no se conoce su funcion, pero se ha observado que se localiza en

fracciones mitocondriales puras.

Aunque aun no es claro cuales son las funciones exactas de Oms1 y Fmp46,
pensamos que actuan junto con Hah1 y que éstas son importantes para la
respiracion mitocondrial. Sera necesario realizar mas estudios para confirmar si
actuan en la estabilizacién de la proteina Oxa1 o si actuan en la translocacion de
las subunidades de los complejos respiratorios que se codifican en el genoma

mitocondrial.

El presente trabajo nos permite observar que aunque Hah1, el homologo de Taco1
en S. cerevisiae, no parece tener una la misma funcidn que en humano, si

conserva con una funcién importante para la respiracién celular.



INTRODUCCION

La mitocondria

La mitocondria es un organelo que provee de energia a las células eucariontes
mediante la produccion de adenosin tri-fosfato (ATP), necesario para que se
puedan llevar a cabo las diversas funciones celulares. La mitocondria posee dos
membranas las cuales crean dos compartimentos mitocondriales separados: la
matriz mitocondrial y el espacio intermembranal. La membrana externa es
permeable a moléculas pequefas (<5,000 Daltones) y a iones los cuales se
mueven libremente a través de canales transmembranales pertenecientes a la
familia de las porinas. La membrana interna es impermeable y selectiva a la
mayoria de los iones y moléculas, incluyendo a los protones (H"); las unicas
especies que cruzan la membrana lo realizan mediante trasportadores especificos
(Alberts, 2008). Ademas, la membrana interna separa los intermediarios y las
enzimas de las vias metabdlicas citosolicas de las de la matriz mitocondrial
(Nelson, 2005).

La matriz mitocondrial contiene entre otros al complejo de la piruvato
deshidrogenasa, las enzimas del ciclo del acido citrico, de la via de la B-oxidacion
de los acidos grasos, de la via de oxidacién de los aminoacidos y sintesis de

centros fierro-azufre (Fe-S) (Nelson, 2005).
La cadena respiratoria mitocondrial

La cadena respiratoria mitocondrial esta formada por un grupo de complejos
enzimaticos, que transporta electrones a partir de los acarreadores de electrones
NADH y FADH3, generados por el ciclo del acido citrico, los cuales son utilizados
por los complejos respiratorios para generar un gradiente electroquimico de
protones (H") entre el espacio intermembranal y la matriz mitocondrial. La fuerza
proton motriz es la energia resultante de un gradiente de protones y de la

separacion de cargas a través de la membrana interna, ésta proporciona la



energia para la sintesis de ATP, mediante el flujo de protones hacia la matriz a
través de la ATP sintasa (Nelson, 2005).

Intermembrane
space (P gide)

MNADH + H* NAD* Suecinate  Fumarate
Matrix (¥ side)

Figura 1. Representacion esquematica de la cadena respiratoria mitocondrial. La
cadena respiratoria mitocondrial esta conformada por 4 complejos, los cuales transfieren
los electrones a partir de los acarreadores NADH (complejo I) y FADH, (complejo Il) hacia
el O,. El transporte de electrones es utilizado por los complejos |, lll y IV para crear el
gradiente quimiosmético, el cual es utilizado por la ATP sintasa para la sintesis de ATP.

Poza de quinonas (Q), Citocromo c (Cyt c). (Nelson, 2005)

La cadena respiratoria mitocondrial estd compuesta por los siguientes complejos

(Figura 1):

e Complejo | (NADH:ubiquinona oxidoreductasa o NADH deshidrogenasa). Es
una enzima compuesta por alrededor de 42 diferentes subunidades
dependiendo del organismo, incluyendo a una flavoproteina con el cofactor
FMN (flavin nucleétido. Ademas contiene 6 centros Fe-S. Cataliza la

transferencia de un ion hidruro del NADH a la ubiquinona (Q). Por cada 2



electrones transloca cuatro protones de la matriz al espacio intermembranal
(Nelson, 2005).

Complejo Il (Succinato:ubiquinona oxidoreductasa o  succinato
deshidrogenasa). Es la unica enzima membranal del ciclo del acido citrico.
Contiene 4 diferentes subunidades y cinco grupos prostéticos en los que se
encuentra un FAD. El complejo Il cataliza la reacciéon de oxidacion del
succinato, transfiere sus electrones al grupo prostético FAD, los cuales
pasan a centros Fe-S y después a la ubiquinona, contribuyendo asi a la
poza de ubiquinol (QH2) (Nelson, 2005).

Complejo Il (Citocromo bcl o ubiquinona:citocromo ¢ oxidoreductasa). Es
una enzima de 10 subunidades en S. cerevisiae y 11 en los mamiferos
(Zara et al, 2009), cada complejo dimeriza con otro para formar a la enzima
funcional. Cataliza la reaccién del ciclo Q en el cual se oxida al ubiquinol en
ubiquinona y se reduce al citocromo c. Ademas participa en la translocacion
de cuatro protones de la matriz hacia el espacio intermembranal por cada 2

electrones (Nelson, 2005).

Complejo IV (Citocromo c oxidasa). En S. cerevisiae esta conformada por
11 subunidades y 13 en mamiferos. Cataliza la reaccion de oxidacion del
citocromo ¢ y la reduccion del oxigeno molecular (O;) en agua (H20) y
transfiere 2 protones de la matriz hacia el espacio intermembranal por cada
electron (Nelson, 2005).

El gradiente electroquimico generado por los complejos respiratorios, es utilizado
por la ATP sintasa para la produccion de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico
(Pi). La ATPsintasa esta formada por dos porciones, una soluble (F{) y una
membranal (Fo) y cataliza la reaccion de fosforilacion del ADP para la formacién
de ATP (Nelson, 2005).

S. cerevisiae no contiene al complejo |, en su lugar contiene tres NADH

deshidrogenasas, una interna ( asociada de manera periférica a la cara interna de
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la membrana interna mitocondrial) y dos externas (asociadas de manera periférica

a la cara externa de la membrana interna mitocondrial) (Kerscher, 2000).
El genoma mitocondrial

La mitocondria contiene su propio material genético, asi como su propia

maquinaria de transcripcién, traduccion y recombinacién.

En mamiferos, el genoma mitocondrial es circular (Figura 2). Estd compuesto por
16,600pb (pares de bases), codifica para 13 proteinas que forman parte de los
complejos respiratorios, dos subunidades ribosomales (16S y 12S rRNA) y 22
tRNA’s. Es transcrito bajo el control de 3 promotores (Figura 2, AZUL), uno en la

cadena ligera y dos en la cadena pesada (Falkenberg et al, 2007).

En S. cerevisiae el genoma mitocondrial codifica para 8 proteinas, de las cuales 7
son subunidades de los complejos de la cadena respiratoria y 1 proteina de la
subunidad ribosomal 15S. Transcribe 2 RNA’s ribosomales (rRNA), 24 RNA’s de
transferencia (tRNA) y el componente de RNA de la RNasa P (9S RNA). El
genoma es transcrito por 12 promotores, de los cuales solo uno, el tRNA"™, es

transcrito en la cadena opuesta (Dieckmann & Staples, 1994) (Figura 3).

Los reguladores transcripcionales y traduccionales son codificados en el nucleo y
son transportados hacia la mitocondria para realizar sus funciones (Dieckmann &
Staples, 1994; Falkenberg et al, 2007).



Figura 2. Representacion esquematica del genoma mitocondrial de humano. El
genoma mitocondrial de humano codifica para 13 proteinas, de las cuales 12 se codifican
en la cadena pesada (HSP): ND1, ND2, ND4 y ND5 (Subunidades del complejo I); Cytb
(Subunidad del complejo Ill); COI, COIl y COIlll (Subunidades del complejo 1V); y ATP6
(Subunidad de la pocion F1 de la ATPsintasa) (VERDE) y una en la cadena ligera (LSP):
ND6 (Subunidad del complejo ) (VERDE CLARO); 2 rRNA’s (VINO); 22 tRNA’s de los
cuales 8 se transcriben en la cadena ligera (BEIGE) y 14 en la cadena pesada (CAFE). El
DNA mitocondrial de humano contiene tres promotores, dos en la cadena pesada (H; y
H.) y uno en la cadena ligera (LSP). Ademas contiene dos origenes de replicacion uno en

la cadena ligera (O.) y otro en la pesada (Oy) (Modificado de Falkenberg et al, 2007).
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215 rRNA

VARI

COXII
ATPS
COXIII
coB
75k
Skb 95 rRNA
ATPé 155 rRNA
ATP8

COXI

Figura 3. Representacion esquematica del genoma mitocondrial de Saccharomyces
cerevisiae. El genoma mitocondrial de S. cerevisiae codifica para 7 proteinas de los
complejos respiratorios: Cob (Subunidades del complejo Ill); Cox1, Cox2 y Cox3
(Subunidades del complejo V), Atp6, Atp8 y Atp9 (Subunidades de la porcion F1 de la
ATPsintasa) (ROJO); de los cuales los genes COB y COX1 tienen en su secuencia
intrones (AMARILLO). Una proteina soluble de subunidad chica (AZUL). 2 rRNA’s
(VIOLETA), componente de RNA de la RNasaP (VERDE) y 24 tRNA’'s (PUNTO AZUL).
(Modificado de Brown, T.A.)

Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio

La levadura Saccharomyces cerevisiae se utiliza frecuentemente en el estudio de
la funcién mitocondrial, ya que es una levadura facultativa que no necesita respirar

para mantener su viabilidad, por lo que es un modelo ideal para el estudio de los

11



mecanismos genéticos y bioquimicos del funcionamiento mitocondrial. Por su facil
manipulacion genética, asi como de su eficiente recombinacion homodloga éste
modelo permite crear mutantes de manera facil y rapida (Guthrie, 1991; Guthrie,
2002).

Ademas, S. cerevisiae es de los pocos organismos en que se puede manipular
genéticamente el DNA mitocondrial, permitiendo estudiar los procesos de
expresion del genoma mitocondrial, por lo que se pueden crear mutantes en genes
mitocondriales dado a su eficiente sistema de recombinacion (Bonnefoy & Fox,
2002)

La similitud entre las mitocondrias de levadura y humano ha permitido el uso de
estudios gendmicos funcionales en S. cerevisiae para identificar algunos de los
genes nucleares humanos involucrados en enfermedades mitocondriales (Foury &
Kucej, 2002).

Las deficiencias en el ensamblaje de la CcO en humano son una de las causas
mas comunes en enfermedades asociadas a proteinas mitocondriales. Estas
deficiencias representan un grupo de enfermedades con diversas manifestaciones
clinicas, incluyendo deficiencias hepaticas, encefalomiopatia y el sindrome de
Leigh. Se han encontrado asociadas a estas enfermedades mutaciones en
proteinas involucradas en el ensamblaje y maduracion de la CcO, como es el caso
de los genes SURF1, COX10, COX15 y LRPRRC (Antonicka et al, 2003b;
Papadopoulou et al, 1999; Tiranti et al, 1998; Valnot et al, 2000a; Valnot et al,
2000b; Xu et al, 2004; Zhu et al, 1998).

El sindrome de Leigh (SL) describe un grupo heterogéneo de enfermedades
mitocondriales con caracteristicas neuropatologicas, asi como defectos
morfoldgicos e histoquimicos en la mitocondria provocando una disminucion en la
produccion de ATP (Leigh, 1951). La enfermedad es genéticamente heterogénea,
afectando las actividades del complejo |, complejo Il y de la piruvato
deshidrogenasa, pero mayormente afecta a la CcO (DiMauro & De Vivo, 1996).
Debido a que existe un gran numero de genes humanos homdlogos en S.

12



cerevisiae, éste se ha adoptado como modelo de estudio de genes homdlogos que
estan involucrados en enfermedades mitocondriales como el SL. Por ejemplo, en
el caso del gen SURF1, éste se encontraba mutado en un gran numero de
pacientes con SL asociado a deficiencias en la CcO (Tiranti et al, 1998; Zhu et al,
1998); en S. cerevisiae se encontré un homologo nombrado SHY1, el cual codifica
para una proteina de la membrana interna mitocondrial, que mutada resulta en un
defecto respiratorio y en una severa disminucion del ensamblaje de la CcO
(Barrientos et al, 2002; Mashkevich et al, 1997).

Citocromo c oxidasa (CcO)

La citocromo ¢ oxidasa (CcO) es la enzima terminal de la cadena transportadora
de electrones en eucariontes y en algunos procariontes, la cual funciona como
dimero (Frey & Murray, 1994). Se localiza en la membrana interna mitocondrial
con dominios tanto en el espacio intermembranal como en la matriz (Carr &
Winge, 2003; Tsukihara et al, 1995). Pertenece a la familia de las enzima hemo-
cobre, y como todos los miembros de esta familia reduce el oxigeno molecular
(O2) en agua (H20), pero también actia como una bomba de protones (Pereira et
al, 2001).

La CcO eucarionte estd compuesta de 11 subunidades (S. cerevisiae) a 13
subunidades (mamiferos), las subunidades estan presentes en cantidades
equimolares (Khalimonchuk & Rodel, 2005). Las subunidades mas grandes e
hidrofobicas (Cox1, Cox2 y Cox3) son codificadas generalmente en el DNA
mitocondrial y forman el nucleo catalitico de la enzima (Poyton & McEwen, 1996).
Contienen dos grupos hemo (a y as), dos centros de cobre (Cua y Cug) y un centro

fierro azufre (Fe-S) como grupos prostéticos (Tsukihara et al, 1995) (Figura 4).
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Figura 4. Estructura cristalografica del mondmero de la citocromo c oxidasa de
bovino. La CcO esta compuesta por 13 subunidades de la cuales solo tres son
codificadas en el DNA mitocondrial: Cox1 (MORADO), Cox2 (VERDE) y Cox3
(NARANUJA). Contiene los grupos prostéticos hemo a y az (AZUL), los sitios Cuas y Cug
(ROJO) y el centro Fe-S (AMARILLO).

Cox1, es la subunidad mas grande (55-57kDa) y mas hidrofébica de la CcO ya
que contiene 12 cruces transmembranales. Esta involucrada en el bombeo de
protones por dos poros de translocacion (canales D y K) (Gennis, 1998; Rich et al,
1998; Wikstrom et al, 1998). Posee en su centro catalitico los grupos hemos a y
as, Yy un sitio de Cug. Ademas de formar parte del centro catalitico, Cox1 es la
subunidad central para el ensamblaje de la CcO (Lemaire et al, 1998; Nijtmans et
al, 1998). Es la primera en ensamblarse y alrededor de ésta se ensamblan las

demas subunidades. Adicionalmente el carboxilo terminal de Cox1 esta
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involucrado en la regulacion de su ensamblaje (Shingu-Vazquez et al, 2010)
(Figura 5).

Figura 5. Estructura cristalografica de Cox1 de bovino. En la estructura se muestran
los 12 cruces transmembranales de Cox1 (MORADO), los grupos hemo ay a3 (AZUL) y
los sitios CuA y CuB (ROJO)

Los activadores traduccionales del RNA mensajero de COX1

En S. cerevisiae muchos activadores codificados en el nucleo son necesarios para
la traduccion de los mensajeros de RNA (mRNA) mitocondriales. Existen dos
clases de activadores traduccionales, los que se suprimen por rearreglos en el
DNA mitocondrial y que actuan en la region 5’ no traducida (UTR por sus siglas en
inglés) del mMRNA para promover el inicio de la traduccion (Dieckmann & Staples,
1994); y la segunda clase que no se suprime por rearreglos en el DNA
mitocondrial como Mss51 el cual no se suprime por intercambio de las regiones 5
y 3’ no traducidas de COX1 por las de COX2, sino que actuan sobre la region
codificante o en ambas regiones. Aun no se conoce una secuencia consenso de la
unién de los activadores traduccionales al mMRNA mitocondrial, pero se sabe que

son especificos para cada mRNA. Los activadores traduccionales son en su
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mayoria proteinas periféricas de la membrana interna mitocondrial (McMullin et al,
1990; Michaelis et al, 1991), por lo que se propone que localizan al mMRNA en la
membrana de manera que la insercién del péptido naciente sea co-traduccional,
posicionando al ribosoma vy faciltando el ensamblaje de los complejos
respiratorios. El posicionamiento del ribosoma mitocondrial al mMRNA no ocurre
como en bacterias ya que no contienen una secuencia tipo Shine-Dalgarno, por lo
que los activadores traduccionales posicionan al ribosoma en el sitio de inicio de la

traduccion del mRNA.

En el caso de Cox1 se conocen dos activadores traduccionales (Pet309 y Mss51).
Pet309 pertenece al primer grupo de activadores traduccionales, que actua en el
extremo 5’UTR de COX1. Es una proteina periférica de membrana que contiene
motivos PPR (repeticiones de pentatricopéptido por sus siglas en inglés) de unién
a RNA (Tavares-Carreon et al, 2008). Mss51 pertenece a la segunda clase de
activadores traduccionales que promueve la sintesis de Cox1 actuando sobre la
region 5’ no traducida e interaccionando con el péptido naciente (Perez-Martinez
et al, 2003; Perez-Martinez et al, 2009) (Figura 6).

La sintesis de Cox1 esta altamente regulada por proteinas que se asocian a ella,
formando complejos de alto peso molecular. Las proteinas que se asocian a Cox1
como Cox14, Coa3 y Mss51 forman un complejo de regulacién negativa de la
activacion traduccional de Mss51 (Mick et al, 2010; Perez-Martinez et al, 2009).
Ademas existen otras proteinas que se asocian a complejos de alto peso
molecular, como en el caso de Shy1 y Coa1l (Valnot et al, 2000b), las cuales se
encuentran asociadas al complejo Cox1, Cox14 y Coa3 cuando Mss51 se libera
para continuar con su actividad en la activacion de la traduccion de COX1 (Mick et
al, 2010; Mick et al, 2007; Pierrel et al, 2007). Adicionalmente, sabemos que el
extremo carboxilo terminal de Cox1 funciona como sensor del ensamblaje de Cox1
regulando la funcion de Mss51 como activador traduccional (Shingu-Vazquez et al,
2010) (Figura 6).
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Figura 6. Modelo de accion de la regulacién de la sintesis de Cox1 en S. cerevisiae.
En levadura los activadores Pet309 y Mss51 actuan en el extremo 5’UTR del mRNA de
COX1 promoviendo asi su traduccion. El ensamblaje y la maduracién de Cox1 también
estan reguladas por proteinas que forman complejos de alto peso molecular como el
complejo Cox1, Mss51, Cox14 y Coa3, los cuales inhiben la actividad de Mss51 en la
activacion de la traduccién de COX1. El complejo Cox1, Cox14, Coa3, Coaly Shy1 estan
involucrados en procesos posteriores en la maduracién de Cox1 y en la liberacion de
Mss51.

En mamifero no existen homologos de Mss51 y de Pet309. Se ha propuesto como
posible ortélogo a LRPPRC, que al igual que Pet309 también tiene dominios PPR
de union a RNA (Liu & McKeehan, 2002; Tavares-Carreon et al, 2008). Lrpprc esta
asociada a enfermedades como el sindrome de Leigh, en donde se encontr6é que
afecta al complejo IV (Xu et al, 2004). A diferencia de S. cerevisiae, en mamiferos
no se ha descrito que la regulacion traduccional de los genes mitocondriales se

localice en la region 5’ no traducida del mRNA.

Recientemente se identific6 a un posible activador traduccional de COX1 en
humano conocido como Tacol1. Este gen se identific6 porque se encontraba
mutado en un paciente con sindrome de Leigh tardio. Se demostré que su
ausencia disminuye severamente el ensamblaje y actividad de la CcO. Mediante
ensayos de marcaje radioactivo de proteinas mitocondriales se identificé que la
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sintesis de Cox1 podria afectarse (Weraarpachai et al, 2009). En éste trabajo se
propuso a Taco1 como posible activador traduccional, aunque se requieren mas

experimentos para establecer su funcion en la mitocondria.

Taco1 tiene un homdlogo en S. cerevisiae, este gen esta catalogado por el SGD
(Base de datos del genoma de S. cerevisiae por sus siglas en inglés) como HAH1
(YGRO21w), el cual tiene una identidad de 29% con la proteina Taco1 y una
similitud del 43%. Taco1 y Hah1 contienen un dominio Duf28 el cual se propone
que contiene una posible funciéon de unién a DNA (Shin et al, 2002). EI dominio
Duf28 esta conformado por 3 estructuras, de los cuales la primera esta
conformada por 3 alfa hélices; la segunda por estructuras alfa y beta; y la tercera
por estructuras alfa y beta con conformacion tipo ferrodoxina (Shin et al, 2002)
(Figura 7). En estudios preliminares se observo que una mutante nula Ahahl no
tiene ningun efecto sobre la sintesis de Cox1, sin embargo a la fecha no se

conoce su funcion en la mitocondria (Weraarpachai et al, 2009).

Constanzo y colaboradores, recientemente realizaron un estudio de interacciones
genéticas en S. cerevisiae, en el cual se determindé que HAH1 puede tener una
interaccion genética con los genes mitocondriales OMS1 y FMP46 (Costanzo et al,
2010). Oms1, en S. cerevisiae, es una proteina integral de membrana la cual
contiene un dominio de metil-transferasa orientado hacia el espacio
intermembranal y tiene un efecto sobre el crecimiento en medio respiratorio,
ademas de que es un supresor en alto numero de copias en mutaciones puntuales
en el translocador mitocondrial Oxa1(Lemaire et al, 2004). Fmp46 es una posible
proteina redox la cual contiene un motivo tioredoxina (Jung et al, 2005), ademas
de que se localiza en la mitocondria (Reinders et al, 2006; Sickmann et al, 2003) y

aun se desconoce su funcién en ella.

18



Domain 2

Domain 3

Figura 7. Estructura de la proteina Aq1575 (Duf28) de Aquifex aeolicus. La estructura
Duf28 de Aq1575 esta conformada por 3 dominios: Dominio 1 conformada por 3 alfa-
hélices; Dominio 2 conformada por estructuras alfa y beta; y el Dominio 3 con estructuras

alfa y beta con plegamiento tipo ferrodoxina (Shin et al, 2002).
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JUSTIFICACION

Cox1 es la subunidad mas grande e hidrofébica de la CcO; la regulacién de su
traduccion esta altamente controlada por sus activadores traduccionales, asi como
su estado de ensamblaje en la CcO. En S. cerevisiae, hasta el momento, solo se
conocen dos activadores traduccionales Pet309 y Mss51 (Manthey & McEwen,
1995; Siep et al, 2000; Tavares-Carreon et al, 2008). En humano se propone como

posible activador traduccional a Taco1 (Weraarpachai et al, 2009).

La funciéon de Taco1 como activador traduccional aun no es claro, por lo que el
estudio de su homodlogo en la levadura nos permitira entender con mayor
profundidad su funcidén. Adicionalmente, en S. cerevisiae es posible crear
mutantes nulas, asi como manipular de manera eficiente su genoma mitocondrial,

facilitando el estudio de las funciones mitocondriales.

Hah1 es el homdlogo de Taco1 en S. cerevisiae de la cual aun no se conoce su
funcién sobre la biogénesis de Cox1. Aunque parece que Hah1 en S. cerevisiae
no tiene ningun efecto sobre la sintesis de Cox1, existe una gran probabilidad de
que cumpla una funcion importante en la mitocondria ya que contiene un dominio
Duf28, que estd altamente conservado entre mamiferos, hongos y bacterias,
ademas de ser la Unica proteina en S. cerevisiae en contenerlo. Ademas existen
genes que tienen interacciones genéticas con HAHL, por lo que hay una
probabilidad de que existan proteinas que participen en la misma funcién que
Hah1.

El estudio de Hah1 en levadura nos permitira estudiar si conserva la misma
funcion que Taco1 en humano o si cumple una funcién distinta, permitiéndonos

entender los mecanismos de biogénesis de Cox1 en levadura y en mamifero.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Hah1 es una proteina que se localiza en la matriz mitocondrial, que tiene una

actividad conjunta con las proteinas Oms1 y Fmp46 sobre la biogénesis de la CcO

OBJETIVO

Estudiar la funcién de Hah1 en la biogénesis de Cox1 en mitocondrias de S.

cerevisiae.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la localizacion de la proteina Hah1 en mitocondrias de S.

cerevisiae.
2. Analizar el fenotipo respiratorio de la mutante Ahahl en S. cerevisiae.

3. Analizar si Hah1 tiene una funcién en conjunto con las proteinas Oms1 y

Fmp46 sobre el crecimiento en medio respiratorio.
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MATERIALES Y METODOS

CEPAS DE S. cereviaie UTILIZADAS EN EL PRESENTE TRABAJO

NOMBRE GENOTIPO NUCLEAR (MITOCONDRIAL) REFERENCIA
Mate; arg8::HISG; leu2-3,112; lys2; ura3-52; rho"; COX1(deltai); .
AGGL | | ah1:KANMX4: D273-10b Este trabajo
Mate; lys2; arg8::HISG; ura3-52; leu2-3,112; .
AGGZ | 11", hahl:KANMX4; D273-10b Este trabajo
Mate; his3-11,15; ade2; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; rho+; .
AGGA | Cox1(deltai): hahl:KANMX4: W303 Este trabajo
Mate; arg8::HISG; leu2-3,112; lys2; ura3-52; rho"; COX1(deltai); .
AGGT | YEp352HAHI-HA D273-10b Este trabajo
Mate; arg8::HISG; leu2-3,112; lys2; ura3-52; rho"; COX1(deltai); .
AGGB | bRS416HAH1-HA D273-10b Este trabajo
YKO MATa
i ) ) ) R Strain Collection-
BY4742 Mate; his3-deltal; leu2-deltaO; metl15-deltaO; ura3-deltaO; rho™; Glycerol Stock
BY4742
(Open
Biosystems)
YKO MATa
BY4742 | Mate; his3-deltal; leu2-deltaO; met15-deltaO; ura3-delta0; rho™; Sg?'g;&"gféf; )
Aygr021w | hahl::KANMX4; BY4742 y
(Open
Biosystems)
YKO MATa
BY4742 | Mate; his3-deltal; leu2-deltaO; metl5-deltaO; ura3-deltaO; rho™; Sg?'g;;"ggf; )
Aydr316w | omsl:KANMX4; BY4742 y
(Open
Biosystems)
YKO MATa
BY4742 | Mata; his3-deltal; leu2-delta0; met15-delta0; urad-delta0; to’; | Sea coiection-
Aykv049c | fmp46:KANMX4; BY4742 y (Open
Biosystems)
NB40-36a | Mate; lys2; arg8::HISG; ura3-52; leu2-3,112; rho*; D273-10b (Pge;—l\élg(r)tér;ez
W303 Mate; his3-11,15; ade2; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; rho+; (Barros et al,
COX1(deltai); W303 2006)
XPM201 Mater; arg8::HISG; leu2-3,112; lys2; ura3-52; rho"; COX1(deltai); | (Perez-Martinez
D273-10b et al, 2003)
Mate; his3-deltal; leu2-delta0; met15-deltaO; ura3-deltaO; rho™; .
YCILL | hah1 LEU2 oms1:KANMX4; BY4742 Este trabajo
YC115 Mate; his3-deltal; leu2-deltaO; met15-deltaO; ura3-deltaO; rho™; Este trabajo

hahl:LEU2 fmp46::KANMX4; BY4742
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MEDIOS DE CULTIVO

YPD (1 litro)

Extracto de levadura 109
Peptona 20g
Dextrosa 209
Adenina 0.03 g

Para medio solido agregar 20 g de agar. Esterilizar en autoclave.

YPEG (1 litro)

Extracto de levadura 109
Peptona 20g
Glicerol 30 ml

Para medio sdlido agregar 20 g de agar. Esterilizar en autoclave.
Etanol (adicionar después de esterilizar, cuando la temperatura del medio sea de
alrededor de 50°C)

YPG (1 litro)

Extracto de levadura 109
Peptona 20g
Glicerol 30 ml

Para medio solido agregar 20 g de agar. Esterilizar en autoclave.

YPlac (1 litro)

Extracto de levadura 1049
Peptona 209
KH2PO4 19
(NH4)2SO4 1.2 g
Lactato 20 ml

KOH (hasta ajustar a un pH 6.5)
Para medio solido agregar 20 g de agar. Esterilizar en autoclave.

23



Medio Drop-out -Ura/glucosa (1 litro)

Base nitrogenada sin aminoacidos 6.79
Glucosa 2049
Mezcla de suplementos —Ura 0.77 g

Para medio solido agregar 20 g de agar. Esterilizar en autoclave.

Medio Drop-out -Leu/glucosa (1 litro)

Base nitrogenada sin aminoacidos 6.79
Glucosa 20 g
Mezcla de suplementos —Leu 0.69¢

Para medio solido agregar 20 g de agar. Esterilizar en autoclave.
GENERACION DE MUTANTES NUCLEARES

La generacion de mutaciones nulas de las proteinas de interés se realizé mediante
la eliminacion del gen por cassettes de resistencia a kanamicina (KANMX4) o por
el marcador de auxotrofia LEU2. Estos cassettes se construyeron mediante PCR y

recombinacion homologa.

Para el cassette de resistencia a kanamicina especifico para cada gen, se extrajo
DNA total de levadura a partir de la coleccion YKO MATa Strain Collection —
Glycerol Stock (Open Biosystems) de S. cerevisiae. Se utilizé un juego de
oligonocledtidos especificos para cada gen localizados aproximadamente a 300pb
rio abajo y arriba del gen (Ver Apéndice). Los productos de PCR se separaron en
un gel de agarosa al 1% suplementado con bromuro de etidio y se purifiaron
mediante la extraccién de la banda correspondiente al cassette y se purifico el
DNA utilizando el paquete de extraccién de DNA por banda de QIAGEN (USA).

El cassette marcador de auxotrofia LEU2 se amplificé utilizando el juego de
oligonucledtidos (Ver Apéndice) especificos para el gen de interés. LEU2 se

amplificé a partir del plasmido pXPM65.
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TRANSFORMACION DE LEVADURA (Burke Dan, 2000)

e Cultivar dos o tres colonias de levadura en 2 ml de medio YPD toda la
noche con agitacién a 30°C.

¢ A la manana siguiente adicionar 2 ml mas de medio YPD e incubar 2 horas
mas a 30°C.

e Centrifugar 750 pl del cultivo a transformar 1 min a 13200 x g, a
temperatura ambiente. Eliminar completamente el sobrenadante.

e Resuspender el botdn celular en 52.5 pl de amortiguador de transformacion.

e Adicionar DNA (>100 ng).

e Incubar a 30°C por 30 min y posteriormente incubar 30 min a 42°C. Invertir
la mezcla ligeramente cada 10 min durante el proceso de incubacion.

e Adicionar 1 ml de YPD e incubar a 30°C durante 2 horas.

e Centrifugar los tubos 1 min a 13200 x g, a temperatura ambiente. Eliminar
900 pl del sobrenadante.

e Plaquear la mezcla en el medio de seleccién necesario.

Amortiguador de transformacion

PEG 3350 50% 40 pl
DTT1M 5 ul
Acetato de Litio 2 M 5l

DNA de esperma de salmén 10 mg/ml 2.5 pl (antes de usar hervir 10 min y mantener en
hielo)

PURIFICACION DE DNA TOTAL DE LEVADURA (Burke Dan, 2000)

e Cultivar dos o tres colonias de levadura en 2 ml de medio YPD toda la
noche en agitacion a 30°C.

e Centrifugar los cultivos 1 min a 13200 x g, a temperatura ambiente.

e Lavar las células con 500 pul de agua destilada. Centrifugar como en el paso
anterior.

e Resuspender el boton celular con 200 pl de amortiguador de lisis.
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e Adicionar 200 ul de una mezcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1).

e Agitar en vortex a velocidad maxima durante 3 min.

e Centrifugar 5 min a 13200 x g a temperatura ambiente.

e Separar la fase acuosa (fase superior) y poner en tubo nuevo. Precipitar
DNA adicionando 1/10 volumenes de acetato de sodio 3 M pH 53 y 3
volumenes de etanol al 100% previamente enfriado a -20°C. Incubar 20 min
a-20°C.

e Centrifugar la mezcla anterior a 13200 x g durante 10 min

e Resuspender el botdon de DNA con 1 ml de etanol al 70% previamente
enfriadoa  -20°C.

e Centrifugar 1 min a 13200 x g en a 4°C. Eliminar completamente el etanol.
Dejar secar las muestras al aire.

e Resuspender en 50 pl de agua estéril.

Amortiguador de lisis (20 ml)

Triton X-100 100% 400 ul
SDS 20% 1ml
NaCl 5 M 400 pl
Tris-HCI 2 M pH 8.0 100 ul
EDTA-Na 0.5 M pH 8.0 40 pl
Agua 18.06 ml

FUSION DE LA ETIQUETA DE HA AL CARBOXILO TERMINAL DE Hah1l
Y LA CLONACION DEL GEN HAH1-HA

Para etiquetar al gen HAH1 con un epitope de hemaglutinina se realiz6 la

siguiente estrategia (Figura 10):

e Se realizaron dos PCR independientes con dos diferentes juegos de
oligonucledtidos (ver Apéndice). Las dos reacciones de PCR se separaron

en gel de agarosa al 1% suplementado con bromuro de etidio y se cortaron
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las bandas correspondientes a los tamafos esperados para cada reaccion.
Los fragmentos se purificaron empleando un paquete de purificacion de
bandas de QIAGEN (USA) (Figura 10, PCR 1Y 2).

Los fragmentos purificados de las reacciones del punto anterior, se
utilizaron para realizar una reaccion de PCR de fusion con un juego de
oligonuclétidos (ver apéndice). La reaccion se separ6 por gel de agarosa al
1% suplementado con bromuro de etidio y se cortdé la banda
correspondiente al tamafo esperado del gen HAH1-HA. El fragmento se
purificd segun las instrucciones del paquete de purificacion de bandas de
QIAGEN (USA) (Figura 10 PCR fusion).
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Figura 10. Esquematizacion de estrategia para fusionar un epitope de HA al
carboxilo terminal de Hahl. Como primer paso se realizaron dos diferentes
reacciones de PCR, para integrar al epitope de HA y agregar sitios de restriccion
para Xbal. Para el segundo paso se realizé un PCR de fusion de los fragmentos
del primer paso para generar el gen completo HAH1-HA con los sitios de
restriccion a Xbal. La construcciéon se cloné en dos diferentes plasmidos, en uno

de alto (YEp352) y uno de bajo (pRS416) numero de copias.

e A partir del producto de PCR del punto anterior se realizé una de reaccion
digestiéon con la enzima de restriccion Xbal. Paralelamente se realiz6 la
reaccion de digestion con la enzima de restriccion Xbal del plasmido de alto
numero de copias YEp352. Las dos reacciones de digestion se separaron
en gel de agarosa al 1% suplementado con bromuro de etidio y se cortaron

las bandas correspondientes a los tamafos esperados para cada reaccion.
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Los fragmentos se purificaron segun las instrucciones del paquete de
purificacion de bandas de QIAGEN (USA).

A partir del plasmido y del gen, digeridos con Xbal, se realizdé una reacciéon
de ligacion con la enzima LigasaT4 (Invitrogen) a 16°C por una noche.
(para éste proceso se considerd la cantidad de DNA en nanogramos de

cada una de las muestras asi como su tamafio expresado en kilobases).

Al siguiente dia, la reaccion de ligacion se utilizé para transformar a la cepa
DH5a. de Escherichia coli segun el protocolo de transformacion de E. coli

por electroporacion.

Para la clonacion de HAH1-HA en el vector de bajo numero de copias

(PRS416) se realizo la siguiente estrategia:

Se llevaron a cabo dos reacciones de digestion con la enzima de restriccidon
Xbal (Invitrogene), la primera del plasmido pAG3 (YEp352HAH1-HA) y la
segunda del plasmido pRS416. Las dos reacciones de digestion se
separaron en gel de agarosa al 1% suplementado con bromuro de etidio y
se cortaron las bandas correspondientes a los tamanos esperados para
cada reaccion. Los fragmentos se purificaron segun las instrucciones del

paquete de purificacion de bandas de QIAGEN.

A partir del plasmido y del gen, digeridos con Xbal, se realiz6 una reaccion
de ligacion con la enzima LigasaT4 (Invitrogen) a 16°C por 12 horas. (Para
éste proceso se considero la cantidad de DNA en nanogramos de cada una

de las muestras asi como su tamafio expresado en kilobases).

La reaccion de ligacidn se utilizé para transformar a la cepa DH5a de E. coli

segun el protocolo de transformacién de E. coli.
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TRANSFORMACION DE E. coli (Cohen et al, 1972)

Preparacion de células competentes

Tomar 1 colonia de E. coli y cultivar en LB durante una noche en agitacion
a 37°C.

Al siguiente dia tomar 100 pl del cultivo y pasarlo a 10 ml de LB. Incubar a

37°C hasta que el cultivo haya alcanzado una densidad 6ptica de 0.5.

Centrifugar el cultivo a 7700 x g durante 6 min. Decantar sobrenadante
suavemente.

Resuspender el botdn celular con 10 ml cloruro de calcio 0.1 M. Incubar en

hielo durante 30 min.
Centrifugar a 7700 x g durante 6 min. Decantar sobrenadante suavemente.

Resuspender el boton celular en 600 ul de cloruro de calcio al 0.1 M.

Incubar a 4°C durante una noche.

Transformacion de las células competentes de E. coli por choque térmico

A partir de las células competentes se toman 200 ul y se mezclan con la

reaccion de ligacion. Incubar en hielo durante 30 min.

Incubar durante 2 min a 42°C (Choque térmico).

Agregar 800 ul de LB e incubar a 37°C por 1 hora.

Centrifugar durante 1min a 13200 x g a temperatura ambiente.

Quitar 900 pl del sobrenadante y resuspender el botdn celular con el

sobrante y plaquear en medio de seleccion.

30



OBTENCION DE LA FRACCION MITOCONDRIAL CRUDA (Glick & Pon,

1995)

Crecer una colonia de levadura en 2 ml de medio YPGal (en el caso de
medios drop-out agregar como fuente de carbono galactosa) toda la noche
a 30°C.

Reinocular los 2 ml en 25 ml del mismo medio e incubar a 30°C toda la
noche.

Del cultivo anterior reinocular en 1 | del mismo medio e incubar toda la
noche a 30°C hasta una Aspw entre 1.4 y 1.6 (fase exponencial de
crecimiento).

Centrifugar a 2800 x g por 10min a 4°C.

Lavar el botén con dH,O fria, juntar todo el boton en un tubo de centrifuga
previamente pesado.

Centrifugar a 2800 x g por 10 min a 4°C. Eliminar el sobrenadante y pesar.
Resuspender el botén en amortiguador TD (2 ml/g de peso humedo).

Agitar 10 min a 30°C.

Centrifugar 5 min a 1900 x g.

Lavar el botén con amortiguador MP2 (7 mi/g de peso humedo).

Centrifugar 5 min a 1900 x g.

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

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

formacion de los esferoplastos se emplea el siguiente protocolo:

Comparar 2 ml de dH,O contra 2 ml de sorbitol 1.2 M adicionando a cada uno

50

uL de células, agitar en vértex. Cuando se hayan formado los esferoplastos

el tubo con agua se vera claro comparado con el tubo con sorbitol el cual se

observara turbio, esto es debido a que la diferencia de osmolaridad rompera a

los esferoplastos.
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A partir de este punto todo se realiza a 4°C

Centrifugar a 1100 x g por 5 min a 4°C.

Resuspender en %2 del volumen requerido de amortiguador Dounce (13.4
ml/g de peso humedo).

Homogenizar 10 veces en 70 ml de amortiguador usando un
homogenizador y pistilo de vidrio (Estrecho).

Centrifugar 5 min a 1900 x g a 4°C. Recuperar sobrenadante.

Centrifugar 5 min a 1900 x g a 4°C. Recuperar sobrenadante.

Centrifugar 12 min a 17400 x g a 4°C. Desechar sobrenadante (en el boton
se encuentran las mitocondrias crudas).

Resuspender suavemente el boton en 2 ml de amortiguador SEH (punta de
la micropipeta cortada), después de resuspender el boton completamente
agregar 8 ml de buffer SEH.

Cuantificar por espectrofotometria la proteina (método de Lowry) de la
siguiente manera: llevar 10 ul de mitocondrias crudas a 1000 pul con SDS al

0.6%, agitar en vortex.

PURIFICACION DE MITOCONDRIAS CRUDAS EN GRADIENTE DE Nicodenz.

Preparar 10 ml de cada una de las siguientes soluciones de Nicodenz en
amortiguador SEH 2X.

25% =5 ml de Nicodenz 50% (w/v) + 5 ml de SEH 2X.

20% = 4 ml de Nicodenz al 50% (w/v) + 5 ml de SEH 2X + 1 ml de dH.0.
15% = 3 ml de Nicodenz al 50% (w/v) + 5 ml de SEH 2X + 2 ml de dH.0.
10% = 2 ml de Nicodenz al 50% (w/v) + 5 ml de SEH 2X + 3 ml de dH,0.
5% = 1 ml de Nicodenz al 50% (w/v) + 5 ml de SEH 2X + 4 ml de dH;0.

Preparar dos gradientes por cultivo (1 | de medio de cultivo), depositando
2ml de cada una de las soluciones de Nicodenz en el siguiente orden; 25,

20, 15, 10 y 5% (Usar punta cortada en el extremo para micropipeta).

32



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

e Centrifugar a 192000 x g por 39 min.

e Remover las bandas de mitocondrias (entre 20 y 15%) y mitoplastos (entre
15y 10%) con una aguja y jeringa. Colocarlas en tubos diferentes.

e Diluir las mitocondrias y los mitoplastos en 25 ml de amortiguador SEH.

e Centrifugar 10 min a 17400 x g a 4°C.

e Para eliminar completamente el Nicodenz resuspender el boton en 20 ml de
SEH.

e Centrifugar 10 min a 17400 x g a 4°C.

e Resuspender el botdén en 250 ul de amortiguador SEH, con la punta cortada
en el extremo para micropipeta.

e Cuantificar por espectrofotometria la proteina (método de Lowry) de la
siguiente manera: llevar 10 uL de mitocondrias puras a 1000 uL con SDS al
0.6%, agitar en vortex.

e Congelar en nitrégeno liquido y guardar a -70°C en alicuotas de 20 pl.

Amortiguadores para la purificacion de mitocondrias
TD (Tris-DTT)
Tris-SO4 pH 9.4 0.1 M

DTT 10 mM

MP2

Sorbitol 1.2 M
Amortiguador de fosfatos pH 7.4 20 mM
Zimoliasa 20T (Accurate Chemical and Scientific Corporation) 3 mg/g peso humedo

Homogenizacién (Dounce)
Tris pH7.4 10 mM
EDTA 1 mM

33



BSA 0.2% plv
TLCK 50 pg/ml
Sorbitol 06 M 6 1.2 M (para purificacién de

mitocondrias)

PMSF (preparar al momento en etanol) 1 mM

Sorbitol/EDTA/HEPES (SEH)

HEPES 20 mM

Sorbitol 0.6 M 6 1.2 M (para purificacion de mitocondrias)
EDTA 1 mM

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY
(Markwell et al, 1978)

Curva de calibracion

Usar una solucion de albumina de 1 mg/ml
Preparar soluciones de albumina con 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 ml de la
solucién de albumina. Llevar a 1 ml con agua como se indica en el paso 1.
Para cuantificar la cantidad de proteina de las muestras se agregan 10 y 20
pl. Llevar a 1 ml con agua como se indica en el paso 1.

1. Ajustar la muestra con agua a 1 ml.

2. Adicionar 3 ml de Solucion C y mezclar en vortex. Incubar 10 min a
temperatura ambiente.

3. Adicionar 300 ul de la Solucién D y mezclar en vortex e incubar 30 min a
temperatura ambiente.

4. Medir absorbancia a 740 nm.

Solucion A

Naz;CO; 2% (p/v)
NaOH 0.4% (p/v)
Naytartrato 0.16% (p/v)
SDS 1% (p/v)
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Solucién B
CuyS04-5H,0 4% (p/v

Solucion C

Mezlar 100 volumenes de solucién 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).

FRACCIONAMIENTO MITOCONDRIAL (Glick & Pon, 1995)

Descongelar 100 ng de proteina de mitocondrias. Las mitocondrias se
descongelan en un vaso de precipitado de 250 ml con 200 ml de dH,O
calentada durante 2 min en microondas.

Centrifugar a 13200 x g una por 5 min a 4°C.

Resuspender el botén en 400 ul de amortiguador CH pH7.4. Incubar en
hielo durante 10 min.

Sonicar en un bafio con hielo/agua/etanol usando un sonicador Branson
Sonifier 450 con seis pulsos, “output” 5, “duty cycle” al 40%. Repetir tres
veces.

Centrifugar 30 min a 179300 x g a 4°C.

Separar sobrenadante y resuspender el botén con 400 ul de buffer CH.
Precipitar las proteinas del sobrenadante y el boton adicionando 45 ul de
acido tricloroaceético (TCA) 100%.

Incubar en hielo por 30 min.

Centrifugar 10 min a 13200 x g a 4°C.

Lavar una vez con 1 ml de acetona 100% (-20°C).

Centrifugar 10 min a 13200 x g a 4°C.

Resuspender el boton en 100 ml de SB y calentar a 65°C a 10 min.
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e Separar en gel desnaturalizante SDS-PAGE y analizar por western blot.

Solucién CH
NaCl: 100 mM
Hepes pH 7.4: 20 mM

SB: Ver protocolo geles de poliacrilamida

ENSAYO DE PROTECCION A PROTEINASA K EN MITOCONDRIAS Y

MITOPLASTOS (Fujiki et al, 1982)

e Descongelar 100 ug de proteina de mitocondrias. Las mitocondrias se

descongelan en un vaso de precipitados de 250 ml con 200 ml de dH,O

calentada durante 2 min en microondas.

¢ Adicionar la cantidad de buffer SH, de manera que la cantidad de proteina

(mitocondrias) se puedan repartir en 200 pl por tubo de reaccién. (Ej. 400

ug/100 ul, agregar 700 ul de SH).

e Repartir la suspension anterior en 4 tubos de la siguiente manera:

Tubo1 Tubo2 Tubo3  Tubo4
mt mt/PK mp mp/PK

SN1 SN2 SN3 SN4
tubo1 tubo?2 tubo3 tubo4

1. Adicionar 200 pul a cada tubo.

2. Centrifugara 12100 x g por 4 min a
4°C.

3. Desechar sobrenadante.

4. Resuspender la pastilla con 20 ul
de buffer SH a cada tubo (con una
punta cortada, resuspender
suavemente).

5. **Adicionar:

180uISH  180ul SH/PK 180pl Hepes 180plHepes/PK

. Adicionar TCA al 100% a una

concentracion final del 11% (25 ul).

2. Incubar en hielo por 30 min.

3. Centrifugar a 13200 x g en una

centrifuga Eppendorf 5415D por 5
min a 4°C.
. Lavar con 1 ml de acetona 100% a

menos 20°C.

5. Centrifugar a 13200 x g por 5 min a

4°C.
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6. Resuspender la pastilla con 20 pl

6. Incubar en hielo por 30 min. de SB con PMSF.
7. Agregar 2 ul de PMSF, invertir el | 7. Calentar a 65°C por 5 min.

tubo. 8. Cargar en gel SDS-PAGE al 12%.
8. Centrifugar a 12100 x g por 4 min

a4°C.

9. Guardar los sobrenadantes
(seguir pasos de la siguiente
columna).

10. Resuspender la pastilla con 500 pl
de SH con 5 u de PMSF
(suavemente, punta cortada).

11. Centrifugar a 12100 x g por 4 min
a4°C.

12. Resuspender la pastilla con 20 pl
de SB con PMSF.

13. Calentar a 65°C por 5 min.

14. Cargar en gel SDS-PAGE al 12%.

*Para este protocolo es necesario que todos los pasos se realicen a 4°C.
**Para agregar la PK es necesario que se agregue con los 180 ul del buffer segun

sea el caso.

Amortiguador SH
Sorbitol 0.6 M
HEPES pH 7.4 20 mM
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GELES DE POLIACRILAMIDA AL 12% EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)

Gel separador Gel apilador
12% 4%
Acrilamida 30%
Bisacrilamida 0.8% 2m 260 u
Tris 2 M pH 8.8 937 ul -
Tris 2 M pH 6.8 - 125 pl
SDS 20% 25 pl 10 pl
H.O 2ml 1.58 ml
APS 10% 25 ul 20 ul
TEMED 2.5 ul 2 ul
Amortiguador de corrida 5X:
Tris-HCI pH 8.3 0.125 mM
Glicina 0.96 M
SDS 0.5%
Amortiguador de carga 2X (SB):
Tris-HCI pH 6.8: 62.5 mM
Glicerol: 10%
SDS: 2%
B-mercaptoetanol: 5%
Azul de bromofenol: 0.02% (agregar al momento con SB 1X)
* PMSF: 2 mM (*Solo si es necesario, agregar al momento con SB 1X)

e Correr a 80V hasta la fase separadora y a 200V hasta que el azul de

bromofenol salga del gel.
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PREPARACION DE PROTEINA TOTAL DE LEVADURA

e Lalevadura se cultiva en medio apropiado: Medio rico 3 ml, medio minimo 5
ml por 48 horas.

e Centrifugar por 2 min a 13200 x g. Eliminar sobrenadante.

¢ Resuspender botdn celular con 1ml de dH0.

e Centrifugar 2 min a 13200 x g. Eliminar sobrenadante.

e Adicionar 1.85 M NaOH y 7.4% de B-mercaptoetanol (926 ul NaOH 2 N + 74
ul de B-mercaptoetanol).

e Incubar en hielo durante 15 min.

e Adicionar 150 pl de TCA 50%. Mezclar invirtiendo, incubar en hielo durante
15 min (Mayor tiempo esta bien).

e Centrifugar 10min a 13200 x g a 4°C. Remover sobrenadante por
aspiracion.

e Lavar pellet con 1.5ml de acetona 100% previamente enfriada a -20°C
(Cortar punta y resuspender). Agitar con vortex.

e Centrifugar 5 min a 13200 x g a 4°C. Remover sobrenadante por aspiracion.
Dejar secar al aire.

e Disolver el boton con 50 ul de SB (ver protocolo de geles de poliacrilamida)
+ NH;OH 1:100. *(Usar guantes, puntas con filtro y en campana).
Agregar B-mercaptoetanol al 5%.

e Incubar a 65°C por 5 min. Agitar con vortex.

e Poner en tubo nuevo.

e Cuantificar proteina (Método de Lowry) y guardar a -70°C.
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REPLICA EN WESTERN BLOT

e Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfieren a membranas de
PVDF (Millipore) mediante método semi-seco usando la camara de

electrotransferencia de FisherBiotech, de la siguiente manera:

amortiguador de fransferencia negativo

]_ 3 filtros prehumedecidos en

Membrana de PVDF prehumedecida en metanol y
amortiguador de transferencia negativo

Gel prehumedecido en amorliguador de transferencia positivo

]_ 3 filtros prehumedecidos en

amortiguador de transferencia positivo

e Electrotransferir durante 2 horas a 1.5 mA/cmZ, cuidando que no exceda los
10V.

e La membrana se deja secar durante 30 min a temperatura ambiente.

e La membrana se bloquea con solucién de bloque toda la noche a 4°C.

e Incubar la membrana con la solucidon de réplica, la cual contiene al
anticuerpo primario (acoplado o no acoplado a peroxidasa). Incubar 1 hora
a temperatura ambiente.

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

e Incubar si es necesario durante 1 hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa.

e Revelar la presencia del anticuerpo unido a la proteina deseado siguiendo
las indicaciones del paquete ECL (Pierce).

e Tomar autoradiografia con la pelicula BioMax Film (Kodak) exponiendo el
tiempo necesario segun sea el caso para cada anticuerpo.

e Eliminar el anticuerpo unido a las proteinas de la membrana incubando con

la solucion de eliminacion de anticuerpo por 30 min a 50°C.
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e Bloquear nuevamente durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la
noche a 4°C.
e Repetir los pasos de incubacion con anticuerpo si se desea revelar la

presencia de una proteina distinta.

Amortiguador de transferencia negativo
Acido e-amino-n-caproico (Sigma) 39.4 g/l pH 8.5-8.7 (ajustar con Tris)
SDS 0.05% 0.54¢l/

Amortiguador de transferencia positivo
Tris 18.2 g/l

Tricina 94/l

Metanol 20%

Solucién de bloqueo

Leche en polvo descremada (Svelty) 5g

Tris1MpH7.6 2.5 ml
NaCl5M 1.5 ml
H,0O a 50 mL

Solucién de réplica

Leche en polvo descremada (Svelty) 0.1g

Tris1 MpH 7.6 100 pl

NaCl5 M 200 pl

EDTA 500 mM 20 ul

Tween-20 al 50% 200

H20 a10ml

Anticuerpo Adicionar segun el titulo de anticuerpo
apropiado
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Soluciéon de lavado
Tris1MpH7.6 10 ml

NaCl 5 M 20 ml
EDTA 500 mM 2ml
Tween-20 1ml
H20 all

Solucién de eliminacion
B-mercaptoetanol 700 pl
Tris1 M pH 6.8 6.25 mi
SDS 10% 20 ml
H,O a 100 mL

Diluciones utilizadas para los anticuerpos

Anti-citrato sintasa 1:1000 (Donado por el Dr. Thomas Fox)
Anti-G6PDH 1:10000 (Sigma)

Anti-Cox2p 1:500 (Donado por el Dr. Thomas Mason)
Anti-citocromo b 1:2000 (Donado por el Dr. Thomas Fox)
Anti-HA/peroxidasa (Clona 3F10) 1:500 (Roche)

Anti-conejo/peroxidasa 1:500 (Zymax)

Anti-ratén/peroxidasa 1:500 (Zymax)

DILUCIONES SERIADAS 1:10

e Un dia antes cultivar en 2 ml de YPD a 30°C por una noche a cada cepa.

e Al dia siguiente pesar los tubos Eppendorf (1.5 ml) a utilizar en balanza
analitica.

e Centrifugar 1 mL de cada cultivo a 13200 x g por 1min. Eliminar todo el
sobrenadante.

e Pesar nuevamente los tubos. Estimar el peso del botdn celular.

¢ Diluir con dH,O estéril para que queden las células a una concentracion de

0.01 g/ml.
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Caja de pozos:

Colocar en los pozos (A2, A3, A4... B1, B2, B3...) 135 pul de dH,O estéril
con pipeta multicanal hasta la columna numero 6.

En el primer pozo de cada fila (A1, B1, C1...) agregar 150 nul de la solucion
celular.

Con pipeta multicanal, tomar 15 ul de cada primer pozo de la primera fila y
transferir al siguiente pozo (A2, B2, C2...) (subir y bajar para homogenizar).
Repetir éste paso hasta la columna 6 (A3, B3, C3...) (A4, B4, C4...) etc.
Esterilizar el replicador sumergiéndolo en etanol en caja de petri de vidrio.
Poner a la flama. Dejarlo enfriar por unos segundos.

Sumergir cuidadosamente en los pozos al replicador.

Imprimir en el medio a analizar.

Tomar fotografia los dias necesarios.

CONSUMO MITOCONDRIAL DE OXIGENO (Estabrook, 1967; Uribe et al,

1985)

Actividad de la cadena respiratoria

Descongelar la cantidad de mitocondrias necesarias para una
concentracion de 0.5 mgprot/ml por ensayo.

Agregar a la camara del oximetro (YSI 5300 equipado con un electrodo de
Clark, acoplado a un sistema computarizado para recabar datos del

consumo de oxigeno) las siguientes soluciones en el orden:

Soluciones Concentracion
Hasta

Buffer SH completar 1.5

ml (camara)
KCI 20 mM
MgCl, 10 mM
KH>PO,4 4 mM
Etanol 7.5l
Mitocondrias 0.5 mg/ml

*ADP 3.5 ul

*Agregar después de medir el estado 2 respiratorio por corto tiempo
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Buffer SH

Sorbitol 0.6 M
Hepes 20 mM
KCI 2 M

KH,PO4 1 M

MgCl; 100 mM

ADP 100 mM

Actividad de la CcO

e Descongelar

cantidad de

mitocondrias

concentracion de 0.5 mg/ml por ensayo.

necesarias

una

e Agregar a la camara del oximetro (YSI 5300 equipado con un electrodo de

Clark, acoplado a un sistema computarizado para recabar datos del

consumo de oxigeno) las siguientes soluciones en el orden:

Soluciones Concentracion
Hasta
Buffer SH completar 1.5
ml (camara)
KCI 20 mM
MgCl, 10 mM
KH>PO,4 4 mM
Antimicina 18.2 mM
Ascorbato 30 pl
TMPD 50 mM
Mitocondrias 0.5 mg/ml
*ADP 3.5 ul
**KCN 15 pl

*Agregar después de medir por un corto tiempo

** Agregar después de medir por tiempo prolongado

Buffer SH;:
Sorbitol 0.6 M

44



Hepes 20 mM

KCl: 2 M

KH2PO4: 1 M
MgCl,: 100 mM
ADP: 100 mM
Antimicina: 150 mM

Tetrametil-p-fenilendiamida (TMPD): 15 mM (preparado con di-metil-sulféxido
DMSO)

Ascorbato de sodio: 250 mM

KCN: 50 mM
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RESULTADOS
LOCALIZACION SUBCELULAR DE Hah1

Deteccion de Hahl

Para poder detectar la proteina por Western blot, fue necesario fusionar un
epitope de hemaglutinina (HA) a su extremo carboxilo terminal. (Ver Materiales y
Métodos). La construccion se clond bajo su propio promotor en dos diferentes
plasmidos, uno de alto numero de copias (YEp352) y en otro de bajo numero de
copias (pRS416) (Ver materiales y métodos). Los plasmidos se transformaron en

una cepa Ahahl (AGG1). Posteriormente se obtuvo un extracto total de proteinas.

Para detectar a Hah1-HA en alto y bajo de numero de copias, realizamos un
Western blot utilizando al anticuerpo contra HA (Figura 11). Observamos que la
deteccion de Hah1-HA en ambas cepas correspondia a un peso molecular de
alrededor de 34 kDa, asi como al numero de copias (Figura 11). Como control,
negativo se constaté que en las cepas con el plasmido vacio, no se detecta sefal

con el anticuerpo anti-HA.
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Figura 11. Deteccion de Hahl-HA por Western blot. Se fusiond un epitope de
hemaglutinina (HA) en el extremo carboxilo terminal de Hah1. Se cloné en dos diferentes
vectores, en ALTO y BAJO numero de copias. Las dos versiones se expresaron en una
cepa nula de HAH1. Se extrajo la proteina total de las dos cepas con las diferentes
versiones de Hah1-HA, incluyendo las cepas con los dos tipos de plasmidos vacios
(VACIO ALTO y VACIO BAJO). Se cargaron 50ug de proteina en gel de poliacrilamida
12% (SDS-PAGE) y se analizaron por Western blot con anticuerpos contra HA y contra la

enzima citrato sintasa (CS) como control de carga.

Localizacion subcelular de Hah1-HA

En el laboratorio estudiamos si Hah1, al igual que su homologo en humano,
Taco1, también se localiza en la mitocondria (Weraarpachai et al, 2009). Para ello
utilizamos a las dos versiones de Hah1-HA, en alto y bajo numero de copias,
purificamos mitocondrias y durante el proceso de purificacion tomamos muestras
de las fracciones citosolicas. Se analizaron ambas fracciones mediante Western
blot. Al utilizar un anticuerpo contra HA observamos que Hah1-HA se asocia con
las fracciones mitocondriales tanto en alto como en bajo numero de copias. Como
control citosdlico se utilizd al anticuerpo contra la Glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa (G6PDH) este anticuerpo policlonal detecta proteinas
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inespecificas en las fracciones mitocondriales. Como control mitocondrial se utilizd

al anticuerpo contra la citrato sintasa (CS) (Figura 12)

VACIO ALTO BAJO

C M C M cC M

@ - a-HA
- . . ‘ q: | a-Citrato sintasa

Figura 12. Localizacion celular de Hah1-HA. Las versiones de Hah1-HA en alto y bajo

numero de copias co-purifican con la fraccién mitocondrial (M) y no asi en las fracciones
citoplasmaticas (C). Como control citosélico se utilizé el anticuerpo contra la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y como control mitocondrial el anticuerpo contra la
enzima citrato sintasa (CS). Se cargaron 20 ug de proteina en gel de poliacrilamida al
12% (SDS-PAGE).

Localizacion de Hah1 en las fracciones mitocondriales

Hasta el momento aun no se sabia si Hah1 es una proteina soluble 0 membranal,
aunque los programas de prediccion de hidrofobicidad no sugieren la presencia de
ningun cruce transmembranal. Para saberlo se realiz6 un fraccionamiento

mitocondrial. En este experimento se utilizaron las dos versiones de Hah1-HA, en
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alto y en bajo numero de copias. Se purificaron mitocondrias de ambas cepas. La
mitocondrias puras se sonicaron y se separo la fraccidn membranal de la fraccién
soluble por ultracentrifugacion. Las proteinas de ambas fracciones se resolvieron
por SDS-PAGE al 12% y se analizaron por Western blot. En éste experimento
pudimos observar que ambas versiones de Hah1-HA son proteinas solubles al

igual que su homodlogo en humano Taco1 (Weraarpachai et al, 2009) (Figura 13).

VACIO ALTO BAJO

a-HA

a-Citrato sintasa

Figura 13. Localizacion de Hahl-HA en las fracciones mitocondriales. Las versiones
de Hah1-HA en BAJO y en ALTO numero de copias colocalizan con la fraccion soluble (S)
y no asi con las fracciones membranales (M). Como control soluble se utilizé a la enzima
citrato sintasa y como control membranal a la subunidad 2 de la CcO (Cox2). Se cargaron
20 ug de proteina en gel de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE).
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Ensayo de proteccion a la digestion por la proteinasa K

Para determinar la ubicaciéon de Hah1 en la mitocondria se realizdé un ensayo de
proteccion a proteinasa K. Para ello las mitocondrias puras de la versién en bajo
numero de copias, se sometieron a choque osmotico para generar mitoplastos.
Las proteinas localizadas en la matriz mitocondrial se protegen de la accion de
digestion de la proteinasa K, mientras que las que se localizan en el espacio

intermembranal se degradan.

Para este experimento, las mitocondrias se centrifugaron y se resuspendieron en
el amortiguador sorbitol/HEPES, dejando las mitocondrias intactas. Para la
generacion de mitoplastos se resuspendieron unicamente en HEPES. Ambas
muestras se incubaron con o sin proteinasa K (10 ug/ml) durante 30 min en hielo.
Las muestras se resolvieron en SDS-PAGE al 12% y se analizaron por Western
blot. En éste experimento pudimos observar que Hah1-HA se protege a la accidn
de digestion de la proteinasa K (Figura 14, carriles 2 y 4) al igual que la enzima
citrato sintasa que se localiza en la matriz mitocondrial. Por lo que podemos
concluir que Hah1-HA es una proteina soluble que se localiza en la matriz

mitocondrial.
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— - a-HA

—— pry a-Citocromo b,

— -t- a-Citrato sintasa

Figura 14. Ensayo de proteccion a la digestion por proteinasa K. El ensayo se realiz6

con 100 pg de proteina mitocondrial por muestra. Se resolvieron por gel de poliacrilamida
al 12% (SDS-PAGE) y se analizaron por Western blot. Como controles se utilizaron a la
proteina citocromo b, (espacio intermembranal) y a la enzima citrato sintasa (matriz
mitocondrial). MT (mitocondrias); MP (mitoplastos); SN MT (sobrenadante soluciéon con

mitocondrias); EIM (espacio intermembranal).

ESTUDIO DE LA FUNCION DE Hah1

Hah1 en S. cerevisiae es el homologo de Taco1 en humano. En humano se
encontré que Taco1 es una proteina cuya funcion es la de un posible activador
traduccional de COX1. En este mismo estudio también se observé que Hah1 no
tiene ningun efecto sobre la sintesis en el fondo nuclear BY4741 y BY4742 de S.

cerevisiae, (Weraarpachai et al, 2009).

Como ya habiamos comprobado que Hah1 es una proteina que se localiza es en
la matriz mitocondrial, decidimos estudiar a fondo su funcién sobre la respiracion
celular. Para esto decidimos analizar el fenotipo de Hah1 sobre el crecimiento en
medios respiratorios, asi como en la actividad de la cadena respiratoria

mitocondrial y de la CcO. Para estos estudios utilizamos tres distintos fondos
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nucleares: BY4742, D273-10b y W303. Para la cepa D273-10b utilizamos dos
distintos fondos mitocondriales, una con el gen COX1 con intrones (COX1 I") y
otra con el gen COX1 sin intrones (COX1 I°). Los distintos fondos nucleares fueron

utilizados para observar si no existian diferencias de fenotipo de Hah1 entre ellos.
Fenotipo de crecimiento de Hah1l en medio respiratorio

Para analizar si Hah1 tiene un efecto sobre el crecimiento dependiente del medio
respiratorio, estudiamos los diferentes fondos nucleares con una mutacién nula
Ahahl: BY4742 (Ahahl), D273-10b COX1l® (AGG2), COX1l° (AGG1) y W303
(AGG4). Se realizaron diluciones seriadas en medios con tres diferentes sustratos
respiratorios: Etanol-Glicerol (YPEG), Glicerol (YPG) y Lactato (YPlac). Las
diluciones seriadas se analizaron después de dos dias de incubacion a 30°C. En
éste experimento no encontramos ninguna diferencia de crecimiento en los

diferentes medios respiratorios (Figura 15).
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Figura 15. Analisis del fenotipo de crecimiento en medio respiratorio. Se utilizaron
tres fondos nucleares diferentes: BY4742, D273-10b COX1 I*, D273-10b COX1 I° y W303;
cada una con su cepa silvestre (WT) y su mutante (Ahahl). Se analizaron después de dos
dias de incubacién a 30°C. Como control se utiliz6 medio con glucosa (YPD) y como
medios respiratorios con los sustratos: Etanol-Glicerol (YPEG), Glicerol (YPG), y Lactato
(YPlac).

Efecto de Hahl sobre la actividad de la cadena respiratoria y la actividad de
la CcO

Debido a que no observamos ningun fenotipo sobre el crecimiento en medio
respiratorio de Hah1, decidimos estudiar su efecto sobre la cadena respiratoria o
sobre la actividad de la CcO, la cual no se puede observar en el crecimiento en
medio respiratorio. Obtuvimos las fracciones mitocondriales crudas de las cepas
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silvestres y mutantes de los fondos nucleares: BY4742, D273-10b COX1I", D273-
10b COXI° y W303; y determinamos la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial mediante el consumo de oxigeno. Se midieron el estado 2 respiratorio
(consumo de oxigeno no acoplado a la sintesis de ATP) y el estado 3 respiratorio
(consumo de oxigeno acoplado a la sintesis de ATP) adicionando ADP a la
camara. El consumo de oxigeno de cada una de las cepas se grafic
considerando la cantidad de proteina mitocondrial y la difusion del oxigeno en el
agua (200 umol/l) (Figura 16, A y B). No observamos ninguna disminucién en el
consumo de oxigeno en los diferentes fondos nucleares. También medimos la
actividad de la CcO y para ello inhibimos la actividad del Complejo Il con
antimicina y agregamos Ascorbato/TMPD como donadores de electrones al
citocromo c. Calculamos el consumo de oxigeno y tampoco observamos ninguna
disminucién en la actividad de la CcO en ninguno de los distintos fondos nucleares
(Figura 16, C).
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Figura 16. Cuantificacion del
consumo de oxigeno de la
cadena respiratoria y de la
CcO.

consumo de

Para cuantificar el
oxigeno se
utilizaron las fracciones
mitocondriales crudas de los
fondos BY4742,
D273-10b COX1I*, D273-10b
COX11° y W303; cada una con
su cepa silvestre (WT, AZUL
CLARO) y mutante (Ahahl,
AZUL OSCURO).

cuantificar el estado 2

nucleares:

Para
respiratorio  (consumo de
oxigeno no acoplado a la
sintesis de ATP) se cuantifico
el consumo de oxigeno en
ausencia de ADP. Para medir
el estado 3 respiratorio
(consumo de oxigeno
acoplado a la sintesis de ATP)
se cuantifico el consumo de
oxigeno en presencia de ADP.

Temperatura=25°C; n=4.
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Estudio de la interaccién de Hahl con Oms1ly Fmp46

Debido a que no encontramos que la ausencia de Hah1 disminuyera la
respiracion, consideramos que podrian existir otras proteinas que cumplieran la
misma funcion que Hah1. Decidimos estudiar a dos genes mitocondriales que se
sabe que podrian tener una interaccién genética con el gen HAH1 (Costanzo et al,
2010): OMS1 y FMP46. Para poder estudiar si HAH1 junto con OMS1 y FMP46
tiene una funcion sobre la respiracion, realizamos las mutantes dobles Ahahl
Aomsl y Ahahl Afmp46. Observamos su fenotipo de crecimiento en medio
respiratorio mediante diluciones seriadas (Figura 17). A los tres dias de
crecimiento a 30°C observamos una disminucion en el crecimiento en medio
respiratorio de la mutante Aomsl, la cual habia sido reportada con anterioridad
(Lemaire et al, 2004) y una disminucion mas evidente de la doble mutante Ahahl

Aomsl.

ahahiafmpas || B B B B

Figura 17. Andlisis del crecimiento en medio respiratorio de las dobles mutantes Ahahl

Aoms1y Ahahl Afmp46. Para el analisis se utilizé al medio respiratorio con el sustrato respiratorio
etanol-glicerol (YPEG) y como control el medio fermentativo Glucosa (YPD). Se analizaron las
mutantes sencillas: Ahahl, Aomsl y Afmp46, y las mutantes dobles: Ahahl Aomsl y Ahahl

Afmp46. Dos dias de crecimiento en YPD. Tres dias de crecimiento a 30°C en YPEG.
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DISCUSION

Hah1l es una proteina mitocondrial

Hah1 en S. cerevisiae es el homélogo de Taco1 en humano. Se ha propuesto que
Taco1 podria ser un activador traduccional de COX1 (Weraarpachai et al, 2009)
aunque su mecanismo de accion aun se desconoce. Cabe hacer notar que Taco1
seria el primer activador traduccional de COX1 identificado en humano. Aunque
aun es necesario determinar si esta proteina pueda actuar en el mMRNA de COX1
al igual que los activadores traduccionales en S. cerevisiae Pet309 vy
Mss51(Manthey & McEwen, 1995; Perez-Martinez et al, 2003).

Nos interes6 estudiar a Hah1 para entender su funcién. Nuestra hipétesis inicial
era que participaria en la expresidon de COX1, al igual que su homologo en
humano Taco1. Sin embargo nuestros datos hasta el momento no han
comprobado que Hah1 conserve dicha funcién. Taco1 y Hah1 pertenecen a la
superfamilia de proteinas con dominio Duf28, los cuales se encuentran
conservados en diferentes organismos, incluyendo mamiferos, hongos y bacterias.
La estructura cristalografica del dominio Duf28 se ha determinado para las
proteinas YebC (E. coli), Aq1575 (Aquifex aeolicus) y HP0162 (Helicobacter pylori)
(Protein Data Bank 1Ifp, 1kon, y 1mw7 respectivamente). Por su analisis
estructural, las tres proteinas tienen una cavidad con predominancia de residuos
negativos en la superficie de las misma. Sin embargo aun no se conoce la funcién
de ninguna de estas proteinas. Ademas se propone que contiene un posible
dominio de unién a DNA (Shin et al, 2002), aunque de los miembros de la familia
Duf28 solo se ha identificado una (pmpR/PA0964) que se une a DNA en
Pseudomonas aeruginosa, la cual se une a la regidon promotora del operon
phzAl(Liang et al, 2008).

Llama la atencion que Hah1 es la Unica proteina identificada en S. cerevisiae que
se ha identificado que contiene el dominio Duf28. En el presente trabajo nos

intereso estudiar a fondo la funcion mitocondrial de Hah1 en S. cerevisiae.
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Para determinar la funcion de Hah1, en el presente trabajo estudiamos la
localizacion de esta proteina. Determinamos que Hah1-HA es una proteina soluble
que colocaliza con las fracciones mitocondriales puras y no asi con las fracciones
citoplasmaticas, ademas de que se localiza en la matriz mitocondrial cuando
Hah1-HA es expresada desde plasmidos de alto como de bajo numero de copias
indicando que en ambas versiones la localizacién de Hah1-HA no se vio afectada.
Taco1, también es una proteina soluble que se localiza en la mitocondria. Sin
embargo, para determinar la localizacion de Taco1 se utilizaron métodos de
microscopia por fluorescencia, los cuales no determinan el compartimento
mitocondrial en el que se localizan las proteinas (Weraarpachai et al, 2009). Dado
que su efecto aparentemente es sobre la sintesis de Cox1 podemos suponer que
su actividad se encuentra en la matriz mitocondrial, ya que ahi es donde se

encuentra la maquinaria traduccional.

A diferencia de Taco1l y Hah1, se ha determinado que los activadores
traduccionales en la mitocondria de S. cerevisiae se asocian a la membrana
interna mitocondrial ya sea de manera integral o periférica. Tal es el caso de los
activadores traduccionales de COX3 (Pet54, Pet122 y Pet494) (McMullin & Fox,
1993), de COX2 (Pet111) (Green-Willms et al, 2001), de COX1 (Pet309 y Mss51)
(Siep et al, 2000; Tavares-Carreon et al, 2008) y de COB (Cbs1 y Cbs2) (Rodel,
1986). La localizacion de los activadores traduccionales en la membrana interna
mitocondrial apoya el argumento de que estos permiten que el ensamblaje de las
subunidades de los complejos respiratorios que se codifican en el DNA
mitocondrial sea de manera cotraduccional y no postraduccional. La insercidon
cotraduccional da estabilidad a las proteinas que se codifican en la matriz
mitocondrial ya que todas, excepto Var1, son altamente hidrofébicas. Estos
argumentos son apoyados por experimentos en los que se expresaron los genes
COX2 o COX3 bajo el control de las regiones reguladoras no traducidas de VARL.
Var1 es una proteina soluble la cual se sintetiza en la matriz mitocondrial, por lo
que se propone que no posee activadores traduccionales asociados a la

membrana interna. En este experimento se observé que aunque Cox2 y Cox3 se
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sintetizan, estas proteinas se degradan rapidamente porque no son capaces de
integrarse a la membrana. En contraste, Taco y Hah1 son proteinas solubles
sugiriendo que no necesariamente participan en la insercién cotraduccional de
Cox1, como los activadores anteriormente descritos. Sera necesario estudiar mas
a fondo las posibles funciones sobre la sintesis de Cox1, en particular de Taco1,

donde si se ha podido demostrar que participa en la expresion especifica de Cox1.
Estudio de la funcion de Hah1l

Debido a que se ha propuesto que Hah1 es el homdlogo de Taco1, y se observo
que esta ultima afecta la respiracion, decidimos estudiar si Hah1 tenia el mismo
efecto. Para ello estudiamos tres diferentes fondos nucleares de S. cerevisiae:
(BY4742, D273-10b (con y sin intrones en el gen de COX1) y W303. El estudio en
los diferentes fondos nucleares nos ayudd a observar si existian diferencias
fenotipicas entre los mismos. Existen ejemplos en los que se han observado
diferencias fenotipicas entre diferentes fondos nucleares. Un ejemplo en nuestro
laboratorio es el de la mutacién Acox24, que en el fondo W303 solo tiene un efecto
sobre la sintesis de Cox1 (Barros et al, 2006), mientras que en la cepa D273-10b
las células pierden el DNA mitocondrial rapidamente (Rodolfo Garcia Villegas,
Tesis de licenciatura). En la cepa D273-10b utilizamos dos diferentes fondos
mitocondriales en donde el gen COX1 se encontraba con intrones (COX1 I") y sin
intrones (COX1 I°) para estudiar si el efecto de Hah1 estaba asociado a la
presencia de los mismos y poder asi atribuir a Hah1 una funcion en el
procesamiento del mMRNA de COX1.

Analizamos el efecto de la ausencia de HAH1 en los diferentes fondos nucleares
mediante ensayos de crecimiento en medio respiratorio, asi como el efecto sobre
la actividad de la cadena respiratoria y la CcO. En éste estudio no detectamos

ningun efecto sobre la mutante nula de hahl.

A diferencia de Hah1, Taco1 tuvo un efecto sobre la sintesis de Cox1 y por lo tanto
un defecto en la CcO. Cabe destacar que el efecto de la mutacién de Taco1 sobre

el paciente con Sindrome de Leigh fue tardio (Weraarpachai et al, 2009).
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Proteinas anteriormente descritas en pacientes con la misma enfermedad (Surf1,
Cox10, Cox15 y LRPPRC) (Antonicka et al, 2003a; Mootha et al, 2003; Oquendo
et al, 2004; Pequignot et al, 2001) asociadas a defectos en el ensamblaje de la
CcO se desarrollaron de manera temprana en pacientes con una vida no mayor a

los 3 anos.

Debido a lo anterior el interés en nuestro laboratorio fue estudiar a fondo la funcién
de Hah1, ya que es una proteina muy conservada entre diferentes especies como
bacterias, hongos y mamiferos, mas aun que todas las proteinas con homologia a
Hah1 contienen el dominio Duf28. Como no detectamos ningun efecto de Hah1
sobre la respiracion pensamos que podria existir otra u otras proteinas que
pudieran estar cumpliendo una funcioén similar a Hah1. Revisamos el estudio de
interacciones genéticas de S. cerevisie (Costanzo et al, 2010) y observamos que
existen varios genes con posibles interacciones genéticas con HAH1, algunas con
funciones citoplasmaticas y otras con localizacion mitocondrial. Escogimos a dos
genes (OMS1 y FMP46) dado que ambos productos tienen localizacion

mitocondrial.

Para analizar la interaccion genética de HAH1 con OMS1 y FMP46, realizamos las
dobles mutantes: Ahahl Aomsl y Ahahl Afmp46. Observamos que en las dos
existe una moderada disminucién en el crecimiento en medio respiratorio en
comparacién con la mutante sencilla Aoms y Afmp46. Aunque distinguimos que la
doble mutante Ahahl Aomsl tiene un mayor efecto sobre el crecimiento

respiratorio que la doble mutante Ahahl Afmp46.

Oms1 es una proteina muy conservada en hongos, se localiza en la membrana
interna mitocondrial con un cruce transmembranal, contiene un motivo de
metiltranferasa con probable actividad y con localizacibn en el espacio
intermembranal (Lemaire et al, 2004) (Figura 15). Se determindé que Oms1
suprime el fenotipo en alto numero de copias mutaciones puntuales en el
translocador de Oxa1, ademas de que en ese mismo estudio se cre6 un modelo

en el que se propone que Oms1 suprime debido a que estabiliza al translocador
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de Oxa1l evitando que sea susceptible a proteasas como Oma1p (Lemaire et al,
2004).

MTS ™ Motivo metiltransferasa

oo : |

1 504
Kluyveromyces lactis 65%
Debaryomices hansenii 7%
Candida albicans 76%
Aspergilus nidulans 46%
Neurospora crassa 35%
Toxoplasma gondii 45%
Trypanosoma gondii 26%
Leishmania braziliensis 23%

Figura 15. BLASTP y representacion esquemética de Omsl. Oms1 contiene una
secuencia sefial (~75 a.a.) (MTS NEGRO); un cruce transmembranal (TM AZUL) (105-125
a.a.); y un motivo metiltranferasa (ROJO). Oms1 es una proteina conservada en la

mayoria de los hongos asi como en algunos parasitos.

Fmp46 se identifico en el proteoma mitocondrial (Sickmann et al, 2003). A
diferencia de Oms1, a Fmp46 no se le predicen cruces transmembranales. La
funcion de Fmp46 es aun desconocida, aunque por espectroscopia NMR se

propuso que podria ser una proteina redox con una posible funcion de tioredoxina
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involucrada en la reduccién de moléculas toxicas pequefas (Jung et al, 2005).
Programas de alineamiento (BLAST) predicen pocos homadlogos a Fmp46, aunque

los ejemplos estan distribuidos en bacterias, cianobacterias y hongos (Figura 16).

MTS Motivotioredoxina
f"l A
[ |

1 133
Candida glabrata 96%
Kluyveromyces lactis 89%
Debaryomyces hansenii 47%
Mycoplasma pneumoniae 58%
Geobacillus sp. 29%
Oscillatoria sp. 37%

Figura 16. BLASTP y representacion esquematica de Fmp46. Fmp46 contiene una
secuencia sefial de 72 a.a. (MTS NEGRO); y un motivo tioredoxina a lo largo de la
secuencia (VERDE). Fmp46 tiene pocos homoélogos (BLAST) aunque estos estan
distribuidos en hongos (K. lactis, C. glabrata, D. hansenii) en bacterias (Geobacillus sp.,

M. pneumoniae) y una cianobacteria (Oscillatoria sp.)

Aunque OMS1 y FMP46 parecen no tener funciones similares en procesos
mitocondriales, sabemos que interaccionan genéticamente con HAH1 y que estan

involucrados en la respiracion mitocondrial. Existen ejemplos de proteinas
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mitocondriales a las cuales se les habia determinado una funcién y posteriormente
se observé que cumplian una diferente, tal es el caso de Mdm38. Originalmente se
habia determinado que tenia una funcion en la translocasa K'/H* mitocondrial
(Nowikovsky et al, 2007). Sin embargo en estudios recientes se determin6é que
ésta se asocia a los mitoribosomas y a Mba1, y que en conjunto tienen un efecto
sobre la traduccion de COX1 y COB (Bauerschmitt et al, 2010).

En conclusion, este estudio nos permiti6 entender que Hah1 podria tener una
funcién conjunta con Oms1 y Fmp46, aunque las dobles mutantes Ahahl Aoms1 y
Ahahl Afmp46 aun pueden crecer en medio respiratorio. Sera necesario
determinar si los genes OMS1 y FMP46 son los unicos con los que interacciona
HAH1 o si existen otros que interaccionen de igual manera con HAH1. Para ello
sera necesario realizar un tamizaje genémico mediante la creacion de mutantes
sintéticas no respiratorias. Para este analisis, a partir de una cepa nula de hah1,
se apareara con una coleccidon de mutantes sencillas de S. cerevisiae y se
analizara el fenotipo respiratorio de las diploides resultantes. Este estudio nos dara

mayor informacion de los posibles genes que interaccionen con HAH1.
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PERSPECTIVAS

En el presente trabajo observamos que la proteina Hah1 es una proteina soluble
que se localiza en la matriz mitocondrial. Para continuar con el estudio de la
funcién de la proteina Hah1, en nuestro laboratorio planteamos las siguientes

perspectivas.
e Estudiar si la interaccion entre Hah1, Oms1 y Fmp46 es fisica.

e Analizar cual es el efecto en los complejos respiratorios de las dobles

mutantes 4dhahl Aoms y dhahl Afmp46.

e En nuestro laboratorio analizamos los posibles genes que pudieran tener
una interaccion genética con Oms1, y observamos que interacciona
genéticamente con genes del ribosoma mitocondrial. Para ello realizaremos
un gradiente continuo de sacarosa para analizar si Hah1 y Oms1 co-migran

con los ribosomas mitocondriales.

e Mediante un tamizaje gendmico automatizado y la creacion de mutantes
sintéticas no respiratorias analizaremos si existen otros genes que tengan

interaccion con HAH1.

e Para poder entender mas sobre la funcién de Hah1 estudiaremos si se
asocia a complejos de alto peso molecular.

e Como el homdlogo de Hah1 en humano estaba asociado al desarrollo del
sindrome de Leigh tardio, estamos interesados en estudiar si los efectos de
Hah1 son tardios, para ello analizaremos el tiempo de envejecimiento de la

mutante nula de hahl.

e Como determinamos que la funcion de Hah1 sea similar a la de Taco1,
adicionalmente estudiaremos la funcion de la Hah1 en el modelo de
Caenorhabditis elegans (C. elegans), el cual contiene un homodlogo de

Hah1. C. elegans recientemente ha sido utilizado como modelo de estudio
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de los procesos mitocondriales. Ademas éste estudio nos permitira

entender mas el mecanismo de accién de Taco1 y Hah1 en la mitocondria.
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APENDICE

Tabla de oligonucledtidos utilizados en éste estudio

NOMBRE

SECUENCIA

COMENTARIOS

TACO1Fw

5TTTAGTTACTATGCGTCAGTGAGS

Oligo para amplificar al
gen HAH1 300 nucledtidos
rio arriba del codon de
inicio.

TACO1Rv

5 CCTAGCCATGATCTAATATTACCG3’

Oligo para amplificar al
gen HAH1 300 nucledtidos
rio abajo del codon de
inicio.

TACO1Fw3

5’ ATTtctagaAGAAGGATGGCAATATCGS

Oligo para amplificar y
agregar el sitio de
restriccion Xbal al gen
HAH1 500nucleétidos rio
arriba del codon de inicio.
Letras minusculas:
secuencia de corte de
Xbal.

TACO1RvV3

5 TTCtctagaGATTTGATGACTGTCAAG3

Oligo para amplificar y
agregar el sitio de
restriccion Xbal al gen
HAH1 500nucleétidos rio
abajo del codén de inicio.
Letras minusculas:
secuencia de corte de
Xbal.

TACO1-
HAFw

5’ggttacccatacgatgttcgtgactatgcgTCCAACCG
TAAATAAATAZ

Oligo para agregar el
epitope de HA al gen
HAHL1 eliminando el codén
de paro.

Letras minpusculas:
secuencia de HA.

TACO1-
HARv

5’cgcatagtcaggaacatcgtatgggtaaccAGCGTT
GCTAGCGTTAGTGY

Oligo para agregar el
epitope de HA al gen
HAH1 eliminando el codon
de paro.

Letras minpusculas:
secuencia de HA.

TACOLEU2
Fw

5’AATAACTAAGAAAAACAGCAAACTTGGT
ATGAACGCATCAAAAATTGGAAAcctcaacat
aacgagaac3’

Oligo para amplicar al
casete de LEU2.

Letras minusculas: Inicio
del casete de LEUZ2.
Letras mayusculas:
Secuencia 5’ no traducida
de HAH1.

TACOLEU2
Rv

5’ ATACAGGTATTTGTGGTATTGATTATTTA
TTTTACGGTTTGGTTGGAg g ttttatttgttgta3’

Oligo para amplicar al
casete de LEU2.
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