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I. RESUMEN

De acuerdo con la teoria endosimbiética, la mayoria de los genes que originalmente
estaban codificados en el genoma mitocondrial migraron al nucleo. Los genomas
mitocondriales quedaron reducidos esencialmente a los mismos grupos de genes
dedicados a la sintesis de proteinas o a la respiracion. La citocromo c oxidasa (CcO) es
el complejo terminal de la cadena respiratoria mitocondrial. En la mayoria de los
eucariontes, las tres subunidades del nucleo catalitico de la CcO (Cox1, Cox2 y Cox3)
estan codificadas en la mitocondria. En el laboratorio se describié la localizacién
atipica en el nucleo del gen COX3 en las algas C. reinhardtii y Polytomella sp. La
proteina correspondiente Cox3 adquirié una secuencia de localizacién mitocondrial
(MTS) y exhibe una disminucién en su hidrofobicidad promedio comparada con sus
contrapartes mitocondriales. Pensamos que debido a que el gen COX3 migro
naturalmente al nucleo en estas algas, se podria emular la expresion de este gen desde
el nucleo en otro organismo. La localizacion de un gen en un compartimiento distinto
al original se conoce como expresion alotdpica. Estudiar la importaciéon de proteinas
expresadas alotopicamente es de interés por sus implicaciones en la terapia génica de
enfermedades mitocondriales.

El objetivo de este trabajo fue expresar alotépicamente a la proteina Cox3 en la
levadura S. cerevisiae. Se utiliz6 una cepa donde el gen mitocondrial COX3 esta
interrumpido (Acox3) y por lo tanto es incapaz de respirar. En esta cepa se expresaron
diversas construcciones del cDNA del gen COX3 de levadura fusionadas a MTSs de
proteinas mitocondriales hidrofébicas. En ningln caso, la expresion nuclear de COX3
restaurd el fenotipo respiratorio de la mutante Acox3. No obstante, para algunas
construcciones se observd la presencia del precursor de la proteina Cox3 en extractos
totales, o bien, Cox3 que fue editada y presenté un menor peso molecular que el de
Cox3 silvestre. Estas proteinas se internalizan en la mitocondria ya que se detect6 un
enriquecimiento del precursor y de las proteinas editadas en la fraccion mitocondrial.
También, la delecién de la proteasa del espacio intermembranal mitocondrial
aumento los niveles de estas proteinas. Sin embargo, las proteinas Cox3 que entran a
la mitocondria no se ensamblan en el complejo de la CcO ya que no comigran con ella
en geles azules nativos. En el presente trabajo observamos que la disminucién en la
hidrofobicidad de las proteinas alotépicas es necesaria pero no suficiente para
restaurar la funcién mitocondrial. Se deben continuar los esfuerzos para identificar
los parametros a modificar para alcanzar la expresion alotdpica exitosa.



II. INTRODUCCION

La mitocondria

La mitocondria es la central energética de la célula eucarionte, contiene la maquinaria
molecular para llevar a cabo distintas vias metabdlicas por las cuales la energia
quimica se convierte en ATP. Este organelo también participa en otras funciones
celulares como la homeostasis iénica, el metabolismo de amino acidos y lipidos, la
biosintesis de grupos hemo y de centros hierro-azufre, asi como en la apoptosis
(Burger et al. 2003). La mitocondria contiene dos membranas, la membrana externa
rodea completamente a la membrana interna dejando un espacio intermembranal
entre ambas y la membrana interna envuelve a la matriz mitocondrial. En la
membrana externa se localizan canales y translocasas que permiten el paso de iones y
moléculas al espacio intermembranal, mientras que la membrana interna es mas

estricta en su permeabilidad.

Cadena Respiratoria

Las mitocondrias aprovechan la energia por medio del acoplamiento quimiosmaético,
que relaciona a las reacciones quimicas que forman el enlace para generar ATP
(“quimio”) y el transporte membranal (“osmdtico”) (Mitchell 1961). Estos procesos se
llevan a cabo (generalmente) por cuatro complejos proteicos en la membrana interna
que conforman la cadena respiratoria y transfieren electrones a moléculas de oxigeno
para formar agua (Wikstrom 2010). A su vez, los complejos bombean protones a
través de la membrana interna hacia el espacio intermembranal generando un
gradiente electroquimico que es aprovechado por otro complejo en la membrana: la
ATP sintasa, la enzima responsable de la sintesis de ATP. Este gradiente de protones
también activa maquinarias moleculares que acoplan el transporte activo de

metabolitos desde y hacia la mitocondria (Alberts et al. 2008).

El origen de la mitocondria
La mitocondria ha sido esencial para la evolucion de organismos complejos ya que, sin

ella, las células dependerian sdlo de la glucélisis anaerdbica para generar ATP. La



respiracion aerodbica de los eucariontes se origind en un proceso endosimbidtico
donde una célula eucarionte primitiva engull6 a un procarionte aerobio sin destruirlo.
La célula huésped lleg6 a depender del ambiente protector del hospedero, a su vez, el
hospedero lleg6 a depender del procarionte ingerido para la produccién de energia en
forma de ATP. A lo largo del tiempo, los descendientes de la célula procarionte dieron
lugar a la mitocondria y su funcién se volvid critica para la evolucién de los

eucariontes (Sagan 1967).

De acuerdo con esta teoria endosimbiética, la mitocondria proviene de un a-
proteobacteria que ingresé a una célula eucarionte primitiva hace mas de 1500
millones de afios (Martin & Menten 2010). A lo largo de la evolucién, la mayoria de los
genes bacterianos ancestrales se perdieron completamente de la célula. Estos genes
eran vitales para una bacteria de vida libre pero innecesarios para un endosimbionte
permanente, como son algunos genes del metabolismo y otras funciones como la
sintesis de la pared celular. Otros genes fueron directamente reemplazados por algin
gen nuclear preexistente cuyo producto puede complementar a los genes
mitocondriales remanentes (Adams & Palmer 2003). Por ejemplo, los componentes
mitocondriales de levadura en complejos proteicos asociados con la regulacién de la
expresion genética, la estabilidad del mRNA y el corte y empalme o “splicing” parecen
tener un origen puramente eucariontico (Karlberg et al. 2000). Otra fraccién de genes
se perdié de la mitocondria por que fue funcionalmente transferida al nucleo. Tras
estas pérdidas, reemplazos y transferencias, una pequefia porciéon de genes se

mantuvo en el genoma de la mitocondria (Burger et al. 2003).

El genoma mitocondrial humano codifica para 13 proteinas; el 99% restante, de un
estimado de 1,100 a 1,400 proteinas mitocondriales, es codificado por genes
nucleares (Calvo & Mootha 2010). El genoma mitocondrial de la levadura
Saccharomyces cerevisiae codifica para s6lo 8 proteinas, de alrededor de 1,000
proteinas mitocondriales (Sickmann et al. 2003; Reinders et al. 2006; Meisinger et al.

2008).
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Sistema de importacion mitocondrial

Muchas de las proteinas mitocondriales codificadas en el nucleo se sintetizan en
ribosomas citoplasmicos en forma de precursores. Estos poseen sefiales de
localizaciéon que son reconocidas por receptores en la superficie mitocondrial. La
informaciéon en sus secuencias dirige a los precursores a los distintos

subcompartimentos mitocondriales (Bolender et al. 2008).

En la mayoria de los casos, esta informacién esta presente como una extension
editable, usualmente de 20 a 50 residuos, en el extremo amino terminal del precursor,
también llamada presecuencia o secuencia de localizacién mitocondrial (MTS, por sus
siglas en inglés). Las MTS de las distintas proteinas mitocondriales no muestran
identidad en la secuencia de aminoacidos pero tienen caracteristicas fisicoquimicas
similares: estan enriquecidas en residuos cargados positivamente, hidroxilados e
hidrofébicos y exhiben un bajo contenido de residuos acidos y aromaticos (Glaser et
al. 1998; Pfanner 2000); los primeros residuos en el N- terminal (1-17) tienen el
potencial de formar a hélices anfifilicas con una cara cargada positivamente y una
cara apolar (Roise & Gottfried 1988; von Heijne et al. 1989; Emanuelsson et al. 2000);
frecuentemente, en el ultimo segmento de la presecuencia se encuentran residuos de
arginina alrededor de la posicion -2 o -10, contando desde el sitio de corte (Schneider

etal. 1998).

Generalmente, estas extensiones son removidas proteoliticamente en la matriz por la
peptidasa de procesamiento mitocondrial (MPP). Sin embargo, existen precursores
que no cuentan con una presecuencia, sino que contienen seflales de localizacién
internas, dentro de la proteina madura (Neupert & Herrmann 2007). Se ha sugerido
en algunos casos que la localizacion del RNA mensajero (mRNA) a ribosomas
adosados a la mitocondria es un mecanismo adicional utilizado en la importacién. Tal
es el caso del gen ATP2 donde se demostré que el extremo 3’ no traducido (3'UTR)
contiene suficiente informacién para dirigir al RNA mensajero hacia ribosomas

citosoélicos que interaccionan con la mitocondria (Margeot et al. 2002).

La entrada a la mitocondria de virtualmente todos los precursores es por la

translocasa de la membrana externa o complejo TOM. Después de atravesar este
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complejo, los precursores utilizan distintas vias para llegar a sus destinos

mitocondriales finales (Schmidt et al. 2010).

Importacion de proteinas a la membrana interna
Los precursores de las proteinas de membrana interna son transferidos desde el
complejo TOM a alguna de las dos translocasas de la membrana interna, los complejos

TIM22 o0 TIM23:

1. Aquellas proteinas que contienen multiples segmentos transmembranales son
sintetizadas con sefiales internas de localizaciéon y utilizan al complejo de
translocacion especializado, TIM22. Para llegar desde TOM hasta TIM22, en el
espacio intermembranal se encuentran las proteinas Tim pequenas (Tim9 y
Tim10) que interaccionan con estas proteinas y se piensa que protegen a los
dominios hidrofébicos. Todos los sustratos conocidos del complejo TIM22
representan proteinas con un nimero par de cruces transmembranales que
exponen sus extremos amino y carboxilo terminal al espacio intermembranal

(figura 1A).

2. Todos los precursores que cuentan con MTS son transferidos al complejo
TIM23. Esta translocacion requiere del potencial del membrana (Ay) para
proveer la energia de transferencia de la presecuencia cargada positivamente
hacia la matriz (que esta cargada negativamente). En la matriz, la chaperona
mitocondrial mtHsp70 se une a la preproteina en una reaccién dependiente de
ATP para prevenir que regrese hacia el espacio intermembranal. Aquellas
proteinas que tienen solamente un cruce transmembranal pueden ser
liberadas lateralmente hacia la membrana interna, esta ruta se denomina via
de paro y transferencia o “stop-transfer” (figura 1B). Otros precursores son
completamente importados a la matriz y posteriormente insertados en la
membrana interna en una reaccion tipo exportacién (figura 1C). Dado que la

direccion de esta insercion refleja a la del ancestro procarionte de la

12



mitocondria, a esta ruta se le denomina via conservada (Neupert & Herrmann

2007).

La insercion en la membrana interna desde la matriz estd mediada por el complejo
Oxal (“Oxidase Assembly”), una translocasa que tiene un amplio espectro de
sustratos. Por un lado, interacciona con proteinas codificadas en el nicleo que son
importadas hasta la matriz, ayudando a insertarlas en la membrana interna (figura
1C). Por otro lado, se une a productos de la traduccion mitocondrial (como las
subunidades de los complejos respiratorios) y cataliza su insercién a la membrana

interna de manera cotraduccional (Rehling et al. 2010; Funes et al. 2011).

Figura 1. Vias de Insercién de Proteinas de la Membrana Interna Mitocondrial. Las proteinas mitocondriales
codificadas en el nticleo son traducidas en ribosomas citosélicos con informacién en sus secuencias que las dirigen
a la mitocondria. Estos precursores atraviesan la membrana externa a través de la translocasa de la membrana
externa (TOM) y son insertadas en la membrana interna por la accién de alguna de las dos translocasas de la
membrana interna (TIM22 o TIM23). A. Los acarreadores de solutos y las subunidades hidrofébicas de los
complejos TIM son insertados en la membrana interna por la translocasa especializada TIM22. Las proteinas Tim
pequefias funcionan presuntamente como chaperonas que guian a los precursores a través del espacio
intermembranal. B. Las proteinas que contienen s6lo un cruce transmembranal son arrestadas en el complejo
TIM23 y liberadas lateralmente en la membrana interna. C. Algunas proteinas son translocadas a través de TIM23
hasta la matriz. La insercién en la membrana ocurre desde la matriz, en la mayoria de los casos, facilitada por el
complejo Oxal (“Oxidase assembly”). Figura modificada de Neupert & Herrmann 2007.
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Control de calidad de proteinas mitocondriales

Las proteinas mitocondriales estan bajo un sistema de control de calidad que tiene un
papel fundamental en la biogénesis mitocondrial. Proteasas dependientes de ATP
solubles o unidas a membrana se aseguran de que exista una degradacion regulada de
proteinas defectuosas o agregadas. Se ha identificado que el papel regulatorio de estas
proteinas es esencial para la morfologia de la mitocondria, el ensamblaje de la cadena

respiratoria y la integridad del genoma mitocondrial (Nolden et al. 2006).

Genomas mitocondriales

Todos los genomas mitocondriales examinados contienen muchos menos genes (de 1
a 3 6rdenes de magnitud) comparados con los genomas de a-proteobacterias, aun asi,
las mitocondrias son organelos bioquimica y metabdlicamente muy activos y
requieren de cientos de proteinas para funcionar correctamente. Sin embargo, en
pocas instancias estas funciones cuentan con componentes codificados por el DNA
mitocondrial (DNAmit), si no que la gran mayoria (hasta el 99%) de las proteinas
mitocondriales son productos de genes nucleares, sintetizados en el citosol e

importados al organelo.

En todas las especies estudiadas, los genomas mitocondriales quedaron reducidos a
esencialmente los mismos grupos de genes especializados en la respiraciéon o en la
sintesis de proteinas. Todos los genomas mitocondriales codifican para al menos 3
proteinas respiratorias, las que son consideradas universales! son el citocromo b del
complejo III de la cadena respiratoria y la subunidad 1 de la citocromo ¢ oxidasa (aqui
llamada CcO) o complejo IV (Adams & Palmer 2003). Entonces, los complejos de la
cadena respiratoria tienen un origen genético dual, ya que se conforman de

subunidades codificadas tanto en el nicleo como en la mitocondria (figura 2).

' Las subunidades 1, 4 y 5 de la NADH-deshidrogenasa o complejo I (nad1, nad4 y nad5)
pueden ser consideradas como universales excepto por que algunas levaduras y otros
organismos no tienen complejo I. Sin embargo, este complejo es reemplazado parcialmente
por una enzima extrinseca de membrana codificada en el nticleo (Rasmusson et al. 1999).
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El genoma mitocondrial de S. cerevisiae contiene los genes de las subunidades 1, 2y 3
de la citocromo c oxidasa (cox1, cox2 y cox3), las subunidades 6, 8 y 9 de la ATP sintasa
(atp6, atp8 y atp9), el apocitocromo b (cyth), una proteina ribosomal (varl) y varios

marcos abiertos de lectura (ORFs) relacionados con intrones (Foury et al. 1998).

Se han propuesto varias hipétesis para explicar la retencién de DNA en la mitocondria.
Una teoria es que algunas proteinas intrinsecas de membrana tienen una
hidrofobicidad tan alta que se dificulta su transporte desde el citoplasma hacia la
mitocondria, asi como su importacién a través de las membranas mitocondriales
(Popot & de Vitry 1990; Claros et al. 1995). Alternativamente, estos genes pudieron
ser confinados a la mitocondria para regular su expresion dependiendo del estado
redox (Allen 2003) o metabdlico (Amiott & Jaehning 2006). Otra explicacion es que la
diferencia en el uso del cddigo genético en las mitocondrias imposibilitd la
transferencia, o bien, las proteinas correspondientes no adquirieron una MTS

apropiada que las dirigiera a la mitocondria (Claros et al. 1995).

Figura 2. Origen Genético Dual de los Complejos de la Fosforilacion Oxidativa. La mayoria de las subunidades
de la cadena respiratoria estan codificadas en el nicleo (violeta), una pequeia porcién de componentes esta
codificado invariablemente en la mitocondria (anaranjado), mientras que las subunidades marcadas en rosa estan
codificadas en el DNA mitocondrial en algunos eucariontes pero en el genoma nuclear en otros. Modificado de
Burger et al. 2003.
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La citocromo c oxidasa

El complejo IV o citocromo c¢ oxidasa (EC 1.9.3.1), aqui llamada CcO, es el complejo
terminal de la cadena respiratoria mitocondrial encargado de oxidar el citocromo ¢
soluble y reducir el oxigeno molecular a agua mientras contribuye a la formacion del
gradiente de protones. Todas las CcO cuentan con un nucleo catalitico de estructura
casi idéntica que consiste de tres subunidades polipeptidicas (Cox1, Cox2 y Cox3)
codificadas generalmente en el DNA mitocondrial (figura 2 y 3A). Estas proteinas son
sintetizadas por ribosomas mitocondriales en la matriz e insertadas en la membrana

interna de la mitocondria.

La subunidad I atraviesa a la membrana doce veces, contiene al centro binuclear
hemo-cobre donde ocurre la unién y reduccién del oxigeno (hemo a3 y sitio Cug) y el
grupo hemo a. La subunidad II tiene dos hélices transmembranales y en el espacio
intermembranal tiene un dominio con estructura de hojas [ plegadas, justo por
encima del dominio de la subunidad I que contiene a los grupos hemo. Este dominio 3
contiene un centro de unioén a cobre llamado Cua (Tsukihara et al. 1996; Yoshikawa et
al. 1998). Se ha propuesto que la subunidad III, de siete cruces transmembranales,
tiene un papel en el almacenamiento del Oz o constituye parte de la via de
transferencia del O, desde el ambiente hidrofébico de la membrana hacia el sitio
activo de la enzima. También, se ha reportado que parte de la subunidad III

contribuye a la entrada del canal que conduce a los protones (Gilderson et al. 2003).

La reaccion quimica de la CcO requiere la transferencia de electrones y protones de
lados opuestos de la membrana hacia el sitio activo (figura 3B). El citocromo ¢, una
hemoproteina periférica localizada en el espacio intermembranal, es el donador de
electrones que se une a un sitio especifico en el dominio 3 de la subunidad II, donde
dona un electrén al centro Cua. Este electrdn se transfiere del sitio Cua al hemo a de la
subunidad I y subsecuentemente al centro hemo a3-Cug. Desde el lado opuesto de la
membrana, los protones entran hacia la enzima ya sea para reducir el Oz a agua o ser

transferidos a través de la membrana hacia el espacio intermembranal. Por
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experimentos de mutagénesis dirigida y estructuras cristalograficas se ha propuesto
que todos los protones son transferidos via un canal en la subunidad I (Wikstrém
2010).

Todas las CcO estudiadas cuentan con un minimo de 4 subunidades. En bacterias, la
funcion de la cuarta subunidad no se conoce y no muestra similitud con subunidades
de otras oxidasas (Wikstrom 2010). Las CcO mitocondriales contienen un mayor
numero de subunidades adicionales que son codificadas en el nucleo, sintetizadas en
el citoplasma e importadas a la mitocondria donde atraviesan la membrana externa y
el espacio intermembranal para finalmente ser insertadas en la membrana interna y
ensambladas en su complejo (figura 1B y C). Las CcO tienen 13 subunidades en
mamiferos y 12 subunidades en la levadura S. cerevisiae (Soto et al. 2011; Maréchal et

al. 2012).

Figura 3. Nucleo catalitico de la CcO. A. Modelo cristalografico de la interaccion entre las subunidades Cox1, Cox2
y Cox3 del complejo IV de Bos taurus (PDB 1oco). Se muestran las subunidades Cox1 (blanco), Cox2 (azul) y Cox3
(verde). Los grupos funcionales de la subunidad Cox1: hemo a, hemo a3 y Cus se muestran en amarillo, anaranjado
y rosa, respectivamente. El centro Cua de la subunidad Cox2 se muestra en rojo. B. Esquema del funcionamiento de
los grupos prostéticos de la CcO. Los protones consumidos en la reduccion del Oz a agua se muestran en azul y los
translocados en rojo. La transferencia de electrones se muestra en azul claro.
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Localizacion atipica de COX3 en algas

En la mayoria de las células eucariontes las tres subunidades que forman el nucleo
catalitico de la CcO estan codificadas en el DNA mitocondrial. En nuestro laboratorio
se describié en las algas clorofitas Clamydomonas reinhardtii y Polytomella sp. (asi
como en Volvox carteri) la localizacién atipica en el nucleo del gen COX3 (Pérez-

Martinez et al. 2000).

Hasta la fecha, estos organismos son los unicos en los que se ha reportado una
localizacion nuclear de COX3. Esta relocalizacién natural se ha observado para otros
genes de la cadena respiratoria en estas algas como COXZ, ATP6, NAD3 y NAD4L
(Pérez-Martinez et al. 2001; Funes et al. 2002; Cardol et al. 2006).

Estos genes adquirieron varias caracteristicas que permitieron su expresion desde el
nucleo y la importaciéon de las proteinas correspondientes hacia la mitocondria:
adquirieron promotores eficientes; modificaron su utilizaciéon de codones; obtuvieron
sefiales de poliadenilacién, asi como de uno a varios intrones; adquirieron secuencias
de localizaciéon mitocondrial con una extension de entre 100 y 140 residuos; y exhiben
una disminuciéon en la hidrofobicidad de sus segmentos transmembranales
comparados con sus contrapartes mitocondriales (Cardol et al. 2006). Probablemente,
esta disminuciéon promueve su importacién a la mitocondria, aunque se ha propuesto
que aquellos cruces importantes para el funcionamiento de la enzima mantienen su

hidrofobicidad (Funes et al. 2002).

Expresion alotopica

Los genes antes mencionados migraron naturalmente al nucleo en las algas clorofitas.
Por lo tanto, pensamos que se puede emular la expresion de un gen desde el nicleo en
otro organismo eucarionte. La localizacidon de un gen en un compartimiento distinto al
original se conoce como expresidn alotopica. En la tabla 1 se enlistan los cinco casos
de expresion alotopica exitosa reportados utilizando como organismo modelo a la
levadura S. cerevisiae. Tres de ellas son de proteinas que forman a los complejos de la

fosforilacion oxidativa (Atp8, Atp9 y Cox2).
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En los casos de bl4, Varl y Atp8, el agregar una MTS y ajustar el codigo genético es
suficiente para la expresion alotopica funcional de estas proteinas. Para la
relocalizacion de COXZ2, adicionalmente se sustituyé un amino acido hidrofébico
(triptéfano) por uno hidrofilico (arginina) en la posiciébn 56 del primer cruce
transmembranal (W56R). En el caso de Atp9, se utiliz6 la version naturalmente

nuclear del hongo Podospora anserina.

Proteina Descripcion <H> ™ Cambios Referencia
bl4 Maturasa de RNA Hidrofilica 0 Adicién de MTS y ajuste de codigo (Banroques et
genético al. 1986)
Varl Subunidad del ribosoma Hidrofilica 0 Adicién de MTS y ajuste de codigo (Sanchirico et
mitocondrial genético al. 1995)
Atp8 Subunidad A6L de la ATP  Hidrofébica 1 Adicién de MTS y ajuste de codigo (Nagley et al.
sintasa genético 1988)
Cox2 Subunidad 2 de Complejo  Hidrofébica 2 Adicién de MTS, ajuste de codigo (Supekova et
v genético y sustituciéon de W por R al. 2010)

en posicion 56
Atp9 Anillo de subunidades c, Hidrofdbica 2 Gen naturalmente nuclear de (Bietenhader et

ATP sintasa Podospora anserina al. 2012)

Tabla 1. Ejemplos de Expresion Alotdpica en Levadura. Se describen las proteinas, su hidrofobicidad <H>, el
numero de segmentos transmembranales (TM) y los cambios realizados para lograr su expresién alotépica.

La levadura como organismo modelo en expresion alotopica

S. cerevisiae es un organismo aerobio facultativo, lo cual es una ventaja para el estudio
de la biologia mitocondrial ya que permite introducir mutaciones de genes
involucrados en la respiracion sin perder la viabilidad del organismo. La levadura,
junto con el alga Chlamydomonas reinhardtii, son los Gnicos organismos a los que se
les puede hacer mutagénesis dirigida en el genoma mitocondrial (Matagne et al. 1989;
Remacle et al. 2001; Remacle et al. 2006; Mileshina et al. 2011; Bonnefoy & Fox 2007).
Ademas, su genoma nuclear y mitocondrial se encuentran totalmente secuenciados

(Goffeau et al. 1996; Foury et al. 1998). Al ser un microorganismo, comparte el facil
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mantenimiento, sencillez y velocidad de crecimiento con las bacterias y hace a este
modelo adecuado para utilizar metodologias bioquimicas y genéticas. Al ser
eucariontes, comparten muchas propiedades de biologia celular con organismos mas

complejos (Botstein & Fink 1988).

Implicaciones en la terapia génica

El estudio de la importacién de proteinas expresadas alotopicamente es de interés por
sus implicaciones en la terapia génica de enfermedades mitocondriales. En humanos,
todas las proteinas codificadas en el mtDNA son esenciales para la cadena de
fosforilaciéon oxidativa. Por lo tanto, mutaciones en este genoma resultan en una gran
variedad de desérdenes con manifestaciones clinicas multisistémicas que causan
defectos crénicos y progresivos en musculo y sistema nervioso (Kyriakouli et al.

2008).

A la fecha, no existe una terapia efectiva para estas enfermedades. Una aproximacion
es el rescate del defecto utilizando ingenieria genética para expresar alotopicamente
la version silvestre del gen mutado. Las caracteristicas de aquellos genes que se
localizan naturalmente en el nucleo en algunos organismos pueden proporcionar
informacién para incrementar la eficiencia de la expresion alotépica (Gonzalez-

Halphen et al. 2004).
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I11. HIPOTESIS
La adicion de una MTS adecuada y la disminucidn en la hidrofobicidad favoreceran la

expresion alotdpica y la internalizaciéon en la mitocondria de la proteina Cox3 en S.

cerevisiae.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Expresar desde el nudcleo al gen COX3 en una mutante Acox3 para observar si hay

crecimiento de la levadura transformada en condiciones respiratorias y poder evaluar

si la expresion alotépica restaura la respiracion.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

ii.

1ii.

iv.

Clonar y expresar en S. cerevisiae diversas construcciones de COX3.

Probar el fenotipo respiratorio al observar crecimiento o ausencia de éste

en medios respiratorios.

Determinar la expresion de la proteina Cox3 en extractos celulares totales.

Evaluar la internalizacion de la proteina Cox3 en la mitocondria.

Analizar el ensamblaje de la proteina Cox3 en el complejo citocromo c

oxidasa.
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VI. MATERIALES Y METODOS

i. Biologia Molecular

Preparacion de células competentes

Se utilizaron dos protocolos para la preparacion de células competentes:

1. Se inocularon bacterias E. coli DH5a en 2 ml de medio LB liquido (apéndice 2).
Se incubd a 37 °C toda la noche en agitacidn. Se inoculd 1 ml del pre cultivo en 100 ml
de medio LB (matraz de 500 ml). Se agit6 a 37 °C hasta alcanzar una D.O.xé00nm de
~0.25-0.3 (1.5-2 h). Se enfri6 en hielo por 15 min, se decanté en tubos de 50 ml y se
centrifug6 a 3300xg por 10 min a 4 °C, se descartd el sobrenadante y se resuspendio la
pastilla gentilmente en 30-40 ml de CaClz 0.1 M frio. Se incub6 en hielo por 30 min y se
centrifug6 a 3300xg por 10 min a 4 °C, se descartd el sobrenadante y se resuspendio la
pastilla en 6 ml de CaCl, 0.1 M conteniendo glicerol al 15%. Se hicieron alicuotas de

200 pl en tubos estériles de 600 pl. Se guardaron a -70 °C.

2. Se inocularon bacterias E. coli DH5a en 4 ml de medio LB liquido. Se incubé a
37 °C toda la noche en agitacion. Se inocularon 300 pl del precultivo en 20 ml de
medio LB, se adicionaron 200 pl de una solucién de MgCl, 1 M y MgS04 1 M y se
incubd a 20 °C toda la noche en agitacion hasta alcanzar una D.0.xs00nm de 0.5 (aprox.
24 h). Se decantd en tubos de 50 ml y se centrifugd a 3500 rpm (Rotor Beckman JA-
25.5) por 10 min a 4 °C, se descarto el sobrenadante, se resuspendio la pastilla en 5 ml
de TB estéril y se incubé 10 min en hielo. Nuevamente, se centrifug6 a 3500 rpm por
10 min a 4 °C, se descarto6 el sobrenadante, se resuspendié en 5 ml de TB estéril y se
incubdé 10 min en hielo. Finalmente, se centrifug6é a 3500 rpm por 10 min a 4 °C, se
descart6 el sobrenadante y se resuspendio en 2 ml de TB estéril. Se agregaron 140 pl
de DMSQO, se resuspendio y se hicieron alicuotas de 200 pl en tubos estériles de 600 pl.

Se sumergieron 1 min en N2 liquido y se guardaron a -70 °C.
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TB 100ml

Pipes 03g
CaCl2-2H20 0.22¢g
KCl 1.86¢g

Se ajusté el pHa 6.7 con KOH 1 N
Se agregaron 1.09 g de MnCl;

Se filtro la soluciéon con una membrana de 0.22 um y se guardo a 4 °C.

Extraccion de plasmido

Las preparaciones rapidas se realizaron en 10 minutos con cultivos de E. coli DH5a de
toda la noche de 1.5 ml, se centrifugé por 10 seg, se decantdé suavemente el
sobrenadante, dejando 50-100 pl junto con la pastilla y se resuspendio6
completamente usando un vortex. Se agregaron 300 pl de amortiguador TENS y 3 ul
de RNasa (10 mg/ml), se mezclé con vortex 2-5 seg hasta que la mezcla se volvid
viscosa. Se agregaron 150 pl de acetato de sodio 3 M, pH 5.2 y se mezcl6
completamente con vortex 2-5 seg. Se centrifugd 2 min para bajar los restos celulares
y el DNA cromosomal y se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio, se mezcl6 bien
con 0.9 ml de EtOH 100% (enfriado a -20 °C) y se centrifugd 2 min para obtener el
DNA plasmidico. Se descart6 el sobrenadante, se lavé la pastilla dos veces con 1 ml de

EtOH 70% y se sec6 la pastilla por 5-10 min al vacio. Se resuspendio la pastilla en 40-

100 pl H20.
TE
Tris 10 mM
EDTA 1 mM

Se ajustd el pH a 8.5

TENS

TE 1X
NaOH 0.1N
SDS 0.5%
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Las “minipreps” se realizaron utilizando el sistema de Promega “Wizard PLUS SV
Minipreps DNA Purification System” (#cat: A1460) de acuerdo con las instrucciones
del proveedor.

Las “midipreps” se realizaron utilizando el sistema de QIAGEN (#cat: 12145) de

acuerdo con las instrucciones del proveedor.

Digestion de plasmidos

En el siguiente orden se agregé:

H20 c.b.p. volumen final de 20-50ul
SDB 10x 2-5ul

DNA ~400 ng

Enzima 1-5U/ug DNA

Se incub6 1h a 37°C.

SDB (Super Duper Buffer) Stock 10X
Tris-Acetato pH8.3 33 mM 1M 3.3 ml
Potasio-Acetato 62.5 mM 5M 1.25 ml
Magnesio-Acetato 10 mM 1M 1 ml
Espermidina 4 mM 0.1M 4 ml
Ditioeritrol 0.5 mM 0.1 M 0.5ml
10.05 ml

Este amortiguador funciona muy bien con todas las enzimas de restriccion, pero
también para reacciones de ligacién (+ATP), de fosforilaciéon (+5 pul 1 M Tris-HCl pH
8.4 en 50 pl) y reacciones del fragmento Klenow (+dNTPs).

Geles de agarosa y preparacion de muestras

Se disolvi6 agarosa al 0.8 % en amortiguador TAE 1x en el horno de microondas. Se
dejé enfriar a ~55 °C, se verti6 en el molde y se agregé 0.5-1 pg/ml de bromuro de
etidio (soluciéon madre de 10 mg/ml), se homogenizé usando el peine y se coloc6 a ~1

cm del lado del electrodo negativo. Las muestras se prepararon agregando
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amortiguador de carga de DNA 6X. El gel se corrié a 5V/cm de distancia entre los

electrodos (~70 V).

TAE 50X 1L
Trizma Base 242 g
Acido Acético Glacial 57.2 mL
EDTA 0.5M (pH 8) 100 mL

Amortiguador de Carga DNA 6X

Azul de Bromofenol 0.25 %
Xilén-cianol FF 0.25 %
Glicerol 30 %

Transformacion de bacterias

Se descongelaron en hielo células DH5a competentes. Se agregé DNA (maximo 1/10
del volumen de las células competentes), se homogeniz6 suavemente y se incub6 en
hielo por 30 min. Se dio un choque térmico de 42 °C por 1.5-2 min, se incub6 en hielo
2 min, se agregaron al menos 4 volimenes (4-10) de medio LB (apéndice 2) y se
incubd una hora a 37 °C a 300 rpm. Se centrifugd 1 min a 18400xg, se retird el exceso
de sobrenadante y se resuspendi6 en poco volumen (~50 pl). Se sembr6 en cajas LB +

amp y se incubaron a 37 °C toda la noche.

DNA de Construcciones de COX3

Las construcciones quiméricas de COX3 (0OXA1_COX3qy SU9_C0X3q) fueron disefiadas
y sintetizadas por el M. en C. Alain Macedo Marquez en el laboratorio (Macedo-
Marquez 2010). Las versiones nucleares de COX3 de S. cerevisiae (0XA1_ScCOX3) y las
versiones naturalmente nucleares de las algas Polytomella sp. (0OXA1_PsC0OX3) y C.

reinhardtii (OXA1_CrC0OX3) se sintetizaron en GenScript USA Inc. (apéndices 3y 4).

Clonacién a pFL61
Los DNAs de las construcciones de COX3 se clonaron en el vector de expresion de

levadura pFL61 (Minet et al. 1992) (ATCC#: 77215) que contiene el origen de
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replicacién del plasmido Zu de levadura, el gen URA3 y el promotor y terminador del
gen fosfoglicerato cinasa (PGK). Los insertos (~8 pg) se obtuvieron digiriendo con la
enzima Notl y se corrieron en geles de agarosa. Se cortaron las bandas del gel
correspondientes a OXA1_C0OX3q (1300 bp), SU9_C0OX3q (1500), OXA1_ScCOX3 (1000
bp), 0XA1_PsCOX3 (1000 bp) y OXA1_CrCOX3 (1000 bp). Se purificé el DNA del gel
utilizando el sistema de purificacion de gel de QIAGEN “QIAquick Gel Extraction Kit”
(#cat. 28704). El plasmido pFL61 se digirié con la enzima Notl durante 1 h a 37°Cy
posteriormente se inactivd la enzima a 65°C durante 20 min. Se incub6 con 1 ul de
fosfatasa alcalina por 30 min a 37°C. Se purific6 la reaccion de fosfatasa alcalina con el
sistema de purificaciéon de gel de QIAGEN. Se cuantificaron el plasmido y los insertos
utilizando un espectrofotémetro “NanoDrop” y se hicieron las cuentas para ligacion

con tasas de 3:1y 5:1 (inserto:vector) usando la formula:

ng de vector x tamario del inserto en kb ) . )
X tasa molar inserto :vector = ng de inserto

tamario del vector en kb

La reaccién de ligacion se hizo con la ligasa y amortiguador de NEB (#cat. M0202L) a
16 °C durante toda la noche. Se transformaron bacterias DH5a con 5 pl de la reaccién
de ligacién y se analizaron las transformantes por extraccion del plasmido y

secuenciacion (oligonucleotidos utilizados en el apéndice 5).
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ii. Levaduras

Cepas de levadura
Se utilizaron las siguientes cepas de S. cerevisiae. Se crecieron a 30 °C en los medios

especificados en el apéndice 2.

Genotipo
Nombre Genotipo Nuclear Alias Referencia
Mitocondrial
NB40-36a Mat a; ura3-52; arg8::hisG; Silvestre Silvestre (Bonnefoy & Fox
leu2-3,112; lys2 2000)
Mat a; ura3-52; arg8::hisG; Steel 1
DF189 leu2-3,112; lys2; his3- cox3::ARG8m Acox3 (Stee elg;Z'
AHindlIl )
BY4741 Mat a; his341; leu2A0; met Silvestre Silvestre ATCC#:201388
15A0; ura 340 (Brachmann et
al. 1998)
BY4741 . hi . .

Mat a; his3A1; leu2A0; met Silvestre Aoxal Funes S. IFC,
Aoxal::hph 15A0; ura 340, Aoxal::hph UNAM

Mat a; his3A1; leu2A0; met
BY4741 1500 1 300" Silvestre Aymel Funes S. IFC,
Aymel::kanMX ’ ’ UNAM

Aymel::kanMX

Tabla 2. Cepas de S. cerevisiae. En el genotipo nuclear se especifican los marcadores de auxotrofia.

Transformacion de levaduras

Las transformaciones con DNA plasmidico se realizaron con el método de acetato de
litio (modificado de Gietz & Schiestl 2007). Se crecieron de 2 a 3 colonias de una caja
recién sembrada en 2 ml de YPD toda la noche (13-14 h). Se tomaron ~100 pl del
cultivo y se centrifugd 30 seg a 18400xg. Se mezclaron las células con 52.5 pul de la
mezcla de transformacién (se puede hacer una mezcla maestra para todas las

transformaciones). Se mezclé en el orden que sigue:
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PEG 3350  50% 40 pl

DTT 1M 5 ul
CH3sLi 1M 5pul
DNA de esperma de salmén (10 mg/ml)* 2.5l

*Desnaturalizar a 95 °C por 10 min y colocar el tubo inmediatamente en hielo.

La seleccion de transformantes se hizo en cajas de medio minimo sintético con

glucosa (apéndice 2).

Diluciones por goteo

Se inocularon cultivos de 2 ml de las cepas a analizar en medio minimo sintético
durante toda la noche. Se prepararon 6 tubos de 1.5 ml por cepa: fila 1, sin Hz0; fila 2,
50ul de Hz0; filas 3 a 5, 90 pl de H20. Se incubé hasta que los cultivos alcanzaron una
D.O.600 de 1.0-2.0. Se tom¢ la cantidad apropiada de cultivo para una suspension de
células con D.0.600 de 1.0 para los tubos de la fila 1, se centrifugaron a 18400xg por 1.5
min, se decant6 el sobrenadante y se resuspendieron en 1 ml de H20 “Milli-Q” estéril.
Se mezclaron con vortex, se tomaron 50 pl y se mezclaron con los 50 pl de H20 de los
tubos de la fila 2. Se hicieron diluciones seriadas 1:10 en los tubos de las siguientes
filas transfiriendo 10 pl de la suspensién de células a los 90 pl de H20 de la siguiente
fila, siempre asegurandose de que la suspension esta bien mezclada. Se tomaron 3 pl
de las filas 2 a 5 y se gotearon en las cajas a probar. Se incub6 a 30 °C y se tomaron

fotografias a 2, 3 o 5 dias.

Extracto total de levaduras

A partir de un cultivo de 10 ml de toda la noche se centrifugaron las células, se
descart6 el sobrenadante y se resuspendié en 1 ml de H20. Se adicion6 150 pl de
NaOH 1.85 M/B-mercaptoetanol 7.4% (para 1 ml: 926 pl de NaOH 2 M y 74 ul de -
mercaptoetanol). Se incub6 15 min en hielo y se agreg6 150 pl de acido tricloroacético
al 50%, se mezcl6 invirtiendo y se incub6 15 min en hielo. Se centrifugé 10 min a
18400xg, se lavo la pastilla con 1.5 ml de acetona fria y se resuspendi6 con vortex. Se

centrifugd 5 min a 18400xg, se decant6 el sobrenadante y se sec6 ~5 min a 40 °C. Se
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resuspendié con SDS 5% (~80 pl/muestra) y se cuantifico utilizando un

espectrofotometro “NanoDrop”.

Obtencion de mitocondrias

Se cosecharon células en un litro de medio minimo con galactosa (apéndice 2)
centrifugando 6 min a 6000 rpm en un rotor Beckman Coulter JA-10. Se puede
interrumpir el protocolo en este punto congelando la pastilla a -70 °C en medio de
extraccion sin albimina. Se lavaron las células en H;0 destilada fria (llenando los
tubos ~3/4 de su volumen) por centrifugacién y se descartd el sobrenadante. Se
resuspendieron en medio de extraccién y se rompieron las células utilizando un
homogenizador con una camisa de hielo (Bead-beater Biospec Products, U.S.A) y
perlas de vidrio de 0.45 mm de didmetro mediante tres pulsos de 20 seg con 40 seg de
descanso entre cada uno (Uribe et al. 1985). Se aislaron las mitocondrias del
homogenado por centrifugacion diferencial en un rotor Beckman Coulter JA-25.5 a 4
°C (Pefia et al. 1977): 2500 rpm por 5 min y el sobrenadante a 9500 rpm durante 10
min. El sedimento se resuspendié con un pincel fino en medio de extracciéon con poco
volumen primero y ya resuspendido se afiadié mas amortiguador de extraccion. Se
centrifug6 a 5500 rpm por 5 min y el sobrenadante se centrifug6 a 12000 rpm
durante 10 min. Se resuspendio el sedimento con 2 o 3 gotas de medio de extracciéon
sin albumina, obteniendo una suspensién de mitocondrias. Se determind la

concentracion de proteinas utilizando un espectrofotémetro “NanoDrop”.

Medio de Extraccion Stock
Manitol 0.6M 0.8M (4 °C)
Ac. Maléico (pH 6.8 con tris) 10 mM 500 mM
Albuimina Sérica Bovina 0.1%

(Fraccién V)
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iii. Proteinas

Geles de Poliacrilamida (SDS-PAGE) de Von Jagow

Se prepararon geles de acrilamida al 14% de 8.5 cm x 6 cm y 1.5 mm de grosor, el gel
separador se dejo polimerizar al menos 30 min y el concentrador 15 min. Los geles se
pueden guardar envueltos en “Ega-Pack” por 2 dias a 4 °C. Las muestras se prepararon
agregando amortiguador de muestra 6x, se cargaron y se corrieron a 50 V hasta que

alcanzaron el gel separador y posteriormente se corrieron a 75-80 V.

2 Geles Separador Concentrador
Acrilamida 30%/ Bis-acrilamida 0.98% 7.5 ml 800 pul
Amortiguador Electroforético 6 ml 1.5ml
Glicerol 79.5% 2 ml _
H,0 _ 3.7 ml
Persulfato de Amonio 10% 100 pl 50 pl
TEMED 10 ul 10 pl

Amortiguador electroforético 500 ml

Tris 3M 181.7 g

HCl 1N 40.3 ml

SDS 0.3% 15¢g
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Amortiguador de muestra 6x 10 ml

Tris-HCl pH 6.8 375 mM 0.591¢g
SDS 6% 0.6g
Glicerol 48% 4.8 ml
Mercaptoetanol 9% 0.9 ml
Azul de Bromofenol 0.03% 3 mg
Amortiguador de catodo (superior) 3L
Tris 0.1M 363¢g
Tricina 0.1M 538¢g
SDS 0.1% 3g
Amortiguador de anodo (inferior) 3L
Tris-HCl pH 8.9 0.2M 72.7¢g

Geles Azules Nativos (BN-PAGE)

Se preparé un gradiente del 5% al 15% para camaras de electroforesis Gibco BRL
Vertical (17.5 cm x 15 cm x 1.5 mm). Se utilizé un formador de gradientes con dos
cilindros separados sobre un agitador magnético arriba de una plataforma ajustable
(Jiffy Jack) con la salida del formador de gradientes al menos 20 cm por arriba de las
placas de vidrio. Se prepararon las soluciones de los geles separadores y
concentradores sin agregar TEMED. Inmediatamente después de agregar TEMED y
mezclar por vortex, se vertieron en el formador de gradientes con las valvulas
cerradas (el de alta concentracién mas cercano a la salida) y mezclando con agitador
magnético se abrieron ambas valvulas. Se asegur6 que ambas soluciones bajaran a la
misma velocidad (dando ligeros golpes arriba del formador de gradientes para que
fluya la solucién por el tubo de salida). Antes de que polimerizara el separador se
agrego el gel concentrador (1 cm debajo de los pozos) y se puso el peine. Se lavd de
inmediato el formador de gradientes antes de que polimerizaran los residuos de las
soluciones. Los geles se pueden guardar envueltos en “Ega-Pack” por 2 dias a 4 °C para
que no se deshidraten. Se cargaron las muestras y se corrio el gel a 30 mA a 4 °C

durante ~16 h.
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1 Gel Separador 15% Separador 5% Concentrador 4%
Brsacrlamica L5% 57 m Lom 05 m
Amortiguador 3x 6.2 ml 6.2 ml 2 ml
Glicerol 80 % 4.73 ml 1.2 ml -

H-0 1.9 ml 9.2 ml 3.44 ml
Persulfato de Amonio 10% 50 ul 50 pl 32 ul
TEMED 15 pl 15 pl 9 ul

* La solucidn de acrilamida 48.5 % puede cristalizar a 4 °C. Guardar a temperatura ambiente.

Amortiguador 3x

Acido € amino caproico  1.5M
Bis-Tris 150 mM
pH 7 (HCD)

Amortiguador del cdtodo (superior)

Tricina 50 mM
Bis-Tris 15 mM

Azul de Coomassie Serva G 0.002%

Amortiguador del Anodo (inferior)
Bis-Tris 50 mM
pH 7 (HCI)

3.14¢g
20 mg

1046 g

Preparacion de mitocondrias solubilizadas para BN-PAGE

Se aislaron mitocondrias por centrifugacidn diferencial y se mantuvieron en hielo (las

muestras se prepararon frescas o guardadas en hielo por algunos dias). Se

centrifugaron a 18400xg por 10 min a 4 °C, la pastilla se resuspendié en 100 pl de

amortiguador de lavado por mg de proteina. Se centrifugé a 18400xg por 10 min a 4

°C, la pastilla se resuspendi6 en 175 pl/mg de amortiguador de carga, se agregaron 20
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ul/mg de dodecil- maltésido al 10% y se incub6 en hielo por 30 min. Las muestras se
centrifugaron a 33,000 rpm (Rotor Beckman TLA 55) por 30 min, se agregé glicerol

(5% final) al sobrenadante y se cargaron las muestras en geles azules nativos.

Amortiguador de lavado 100 ml
Sorbitol 250 mM 456¢g
Bis-Tris 50 mM 1.05¢
pH 7 (HCI)

Amortiguador de carga 50 ml
Acido £ amino caproico 750 mM 492¢g
Bis-Tris 50 mM 0.52g
pH 7 (HCI)

Transferencia

En cdmara humeda:

Se corrid6 un gel SDS-PAGE y se incub6 en amortiguador de transferencia. Se
equilibraron en amortiguador de transferencia una membrana de nitrocelulosa (Bio-
Rad) del tamarfio del gel, el papel filtro “Whatman” y esponjas. Se colocé en la rejilla
(de positivo a negativo): una esponja, 3 papeles filtro, la membrana, el gel, 3 papeles
filtro y una esponja (pasando un tubo entre cada capa para eliminar burbujas). Se
colocé la rejilla en la cdmara de transferencia y se llend con amortiguador de
transferencia. Se transfiri6 en agitacion a 350 mA por 1.5 h o toda la noche a 90 mA, a

4°C.

Amortiguador de transferencia himeda 1L

Tris 25 mM 3g
Glicina 192 mM 144 ¢
SDS 0.1% 1lg
Metanol 20 % 200 ml
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En cdmara semi seca:

Se corrid un gel BN-PAGE y se incubd en amortiguador (-) de transferencia junto con 3
papeles filtro “Whatman”. Se activdo una membrana de PVDF (Millipore #cat:
[PVH00010) en metanol por 5 min y posteriormente se equilibré en amortiguador (+)
de transferencia junto con 3 papeles filtro. Se colocé en la rejilla (de positivo a
negativo): 3 papeles filtro, la membrana, el gel, 3 papeles filtro (pasando un tubo entre

cada capa para eliminar burbujas). Se transfirié a 1mA/cm? por 1.5 h.

Amortiguador (-) de transferencia semiseca 1L
Acido £ amino caproico 300 mM 394¢g
pH 8.5-8.7 (afadiendo Tris)

SDS 0.05% 05g

Amortiguador (+) de transferencia semiseca 1L

Tris 150 mM 182 ¢
Tricina 50 mM 9¢g
Metanol 20% 200 ml

Inmunoréplicas tipo Western

Después de la transferencia se lavé la membrana 3 veces con TBS por 5 min y se
bloqued con 3% de gelatina en TBS desde 5 h a toda la noche a temperatura ambiente
en agitacion. Se lavo 3 veces con solucion TTBS, se agregé el primer anticuerpo en una
solucion al 1% gelatina en TTBS y se incub6 de 5 h a toda la noche en agitacion. Se
lavo 3 veces con TTBS, se agregd el segundo anticuerpo (acoplado a fosfatasa alcalina)
en una solucion al 1% gelatina en TTBS y se incubd de 5 h a toda la noche en agitacion.
Finalmente, se lavo 2 veces con TTBS y una vez con TBS. Para revelar, se agregaron 20
ml de una solucion reveladora con 200 pl de BCIP y 200 pl de NBT de 3 h a toda la

noche en agitacion. La reaccion se paré lavando la membrana con H>O.
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Anticuerpo Primario Marca/ No. Cat Produccion Dilucion
o Cox3 (levadura) Molecular Raton 1: 20,000
Probes/Descont.
o Atp2 (Polytomella) Laboratorio Conejo 1: 50,000
Anticuerpo Secundario
a ratén Sigma/ A9316 Cabra 1: 20,000
o conejo Sigma/ A8025 Cabra 1: 20,000
TBS 10X
Tris-HCl pH 7.5 20 mM 24 g/L
NaCl 0.5M 292 g/L
TTBS
TBS 1X +0.05% Tween-20

Solucién Reveladora

NaHCO3

0.1M
1 mM

30 mg en 4 ml de Dimetilformamida (DMF)

60 mg en 2.8 ml de DMF y 1.2 ml de H20
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iv. Analisis in silico

Perfiles de Hidrofobicidad
Los perfiles de hidrofobicidad para las secuencias proteicas de las construcciones de
Cox3 se realizaron utilizando el programa TopPred 0.01 utilizando los parametros

estandar (Claros & von Heijne 1994).

Analisis de Hidrofobicidad de Segmentos Transmembranales

Se obtuvieron las secuencias de Cox3 de NCBI Genome (accesible en el sitio:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesGroup.cgi?taxid=33090&opt=organ
elle). Se tomaron todas las secuencias de Cox3 de las plantas clorofitas (total 14,
algunas no tienen a Cox3 secuenciado) (apéndice 1). Se alinearon todas las secuencias
con Clustal Omega utilizando los parametros estandar del programa (Sievers et al.
2011). Se determinaron los cruces transmembranales a partir del modelo
cristalografico de Cox3 de Bos taurus (PDB 1loco). Se calculé la hidrofobicidad
promedio de cada segmento transmembranal usando la escala de Kyte y Doolittle. (en
el sitio: http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/HydroCalc/HydroMCalc.html). La
grafica de comparaciéon de promedios de hidrofobicidad se realizo utilizando el
programa GraphPad Prism4.0. Para el analisis estadistico se utilizd la prueba T de

Student.

Densitometria de Inmunoréplicas
Se utilizé el programa “Gel Analizer 2010a” para cuantificar por densitometria la

intensidad de las bandas en las inmunoréplicas tipo Western.
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Fenotipo de la delecion del gen mitocondrial COX3

Contamos con una cepa de S. cerevisiae donde el gen mitocondrial COX3 esta
interrumpido por una version mitocondrial del gen ARG8™. Esta cepa silvestre carece
del gen nuclear ARG8 (que participa en la via de biosintesis del aminoacido arginina)
(Steele et al. 1996). Las cepas silvestre y Acox3 se pueden mantener en medios
fermentativos como glucosa, pero la cepa Acox3 no crece en medios respiratorios
como etanol o glicerol ya que carece del gen COX3 (figura 4A). La cepa Acox3 puede
compensar la falta de arginina en el medio para crecer mientras que la silvestre para
COX3 no cuenta con el gen ARG8 nuclear ni mitocondrial. En mitocondrias aisladas no
se observo la presencia de la proteina Cox3 en la cepa mutante (figura 4B). Sin la
proteina Cox3, la citocromo ¢ oxidasa no se puede ensamblar apropiadamente,
llevando a la regulacién negativa de la sintesis de Cox1 y a una cepa Acox3 desprovista

de complejo CcO (Herrmann & Funes 2005).

Ninguna de las dos cepas puede crecer en medio sin uracilo. Utilizamos al plasmido
pFL61, con el gen reportero URA3 (que compensa la falta de uracilo), para expresar las
distintas construcciones del DNA de COX3 en la levadura. Este vector es de alto
numero de copias y utiliza al promotor del gen fosfoglicerato cinasa (PGK) (Minet et

al. 1992).

Figura 4. Fenotipo de la delecién del gen mitocondrial COX3. A. El gen mitocondrial COX3 fue interrumpido con
el gen ARG8™ en una cepa sin el gen nuclear ARG8. Esta cepa Acox3 no crece en medios respiratorios como glicerol
(Gly) atin en presencia de todos los aminoacidos (+a.a). Ademas, la cepa Acox3 crece en glucosa (Glu) sin arginina (-
arg) mientras que la cepa silvestre no. Ninguna de las dos cepas crece en un medio sin uracilo (-ura). B. Niveles de
la proteina Cox3 en la cepa silvestre y Acox3. Se aislaron mitocondrias, se separaron sus componentes proteicos
por electroforesis y se detect6 la proteina con anticuerpos que reconocen a Cox3.
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Analisis de hidrofobicidad de los cruces transmembranales de Cox3

Calculamos la hidrofobicidad de los segmentos transmembranales de las tres Cox3
nucleares (Polytomella sp., C. reinhardtii y V. carteri) y la comparamos con la de otras
secuencias de Cox3 de plantas clorofitas codificadas en la mitocondria (apéndice 1).
Los cruces transmembranales uno, cinco y seis de las Cox3 nucleares disminuyeron su
hidrofobicidad significativamente, en el resto de los segmentos no hay cambios
significativos (figura 5). Observaciones similares ocurren en el caso de la proteina

ATP6 (Funes et al. 2002).

Figura 5. Analisis de la hidrofobicidad promedio de los cruces transmembranales de Cox3. Los valores de
hidrofobicidad de cada uno de los 7 cruces transmembranales de Cox3 codificada en el nticleo (Polytomella sp., C.
reinhardtii y V. carteri) (barras negras) comparado con la hidrofobicidad de 11 secuencias de Cox3 de plantas
clorofitas codificadas en el DNA mitocondrial (barras blancas). Se muestran las desviaciones estandar.
(*)Diferencias estadisticamente significativas, p-valor<0.02. La lista de organismos empleados se encuentra en el
apéndice 1.
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Diserio de Construcciones del gen COX3

En el presente trabajo contamos con cinco construcciones del gen COX3 recodificadas
para su expresion nuclear, dos de ellas son genes quiméricos (COX3q) (disefiados y
sintetizados por el M. en C. Alain Macedo Marquez, ver materiales y métodos) y el
resto son versiones nucleares del gen COX3 de S. cerevisiae (ScCOX3) y las versiones
naturalmente nucleares de las algas Polytomella sp. (PsCOX3) y C. reinhardtii (CrCOX3)
(figura 6A y apéndice 4).

Todas nuestras construcciones fueron fusionadas en el extremo amino terminal a
MTSs de proteinas de la membrana interna que han sido utilizadas para la expresiéon
alotopica de otras proteinas mitocondriales hidrofébicas (Tabla 1). La presecuencia
de la proteina Oxal de S. cerevisiae contiene 42 aminoacidos ademas de 5 residuos del
amino terminal de la proteina madura. La presecuencia de la subunidad 9 de la ATP
sintasa del hongo Neurospora crassa (Su9) contiene 69 aminoacidos incluyendo 3 de

la proteina madura para generar el sitio de edicién (figura 6A y apéndice 3).

Las construcciones quiméricas fueron disefiadas con el fin de disminuir la
hidrofobicidad de la proteina Cox3 de levadura a valores comparables con la proteina
Cox3 nuclear de Polytomella sp., se determinaron los segmentos transmembranales de
la proteina y se sustituyeron los segmentos de la levadura con los del alga (figura 6B y
apéndice 3). Ademas, el DNA de estas dos construcciones estan unidas al extremo 3’
no traducido (3’ UTR) del gen nuclear ATPZ (apéndice 4). Se ha demostrado que esta
secuencia contiene informaciéon para localizar al RNA mensajero a ribosomas
citosdlicos adosados a la mitocondria y favorece la importacion cotraduccional de la

proteina (Margeot et al. 2002).

El gen COX3 de S. cerevisiae (0XA1_ScCOX3) se recodifico para su expresion nuclear
mientras que los genes COX3 de Polytomella sp. y C. reinhardtii (OXA1_PsCOX3 'y
OXA1_CrC0OX3) son nucleares y sdlo se les fusion6 la MTS del gen OXA1 en el extremo

amino terminal.
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La proteina quimérica se parece mas a Cox3 de Polytomella sp., con 74% de identidad,
que a la de S. cerevisiae, con 57% de identidad. La proteina Cox3 de levadura tiene una
identidad de alrededor de 30% con la proteina de las algas, mientras que entre las
algas, las Cox3 son 59% idénticas (figura 6C). Estos porcentajes son aun mayores
cuando se toma en cuenta la similitud entre estas proteinas. Por ejemplo, la similitud
entre Cox3 de S. cerevisiae con Cox3 de algas aumenta a 52% (datos no mostrados). De
la proteina Cox3 de S. cerevisiae se modificaron 114 de un total de 269 residuos
(42.4% del total) para generar la proteina quimérica. De estos 114 residuos, 69
(25.65% del total) no tienen o muestran baja similitud con el residuo que los

reemplazo en la proteina quimérica (apéndice 3B).

Figura 6. Construcciones de COX3. A. Se disefiaron versiones nucleares de genes COX3 de levadura y algas. Se
agregaron secuencias de localizacién mitocondrial (derivadas de los genes OXA1 de S. cerevisiae o SU9 de N. crassa)
y se ajusto el codigo genético para su expresion nuclear. Para la formacién del gen COX3 quimérico (COX3q), se
sustituyeron los segmentos hidrofébicos de COX3 de Saccharomyces cerevisiae por los del alga Polytomella sp. Las
secuencias de COX3q también tienen el extremo 3’ no traducido (3’'UTR) del gen ATPZ2. Construcciones de COX3
silvestre de S. cerevisiae (0XA1_ScC0X3), Polytomella sp. (0XA1_PsC0X3) y C. reinhardtii (0XA1_CrC0X3). B. Modelo
de la topologia membranal de la proteina Cox3q al insertar los cruces transmembranales de Polytomella sp.
(anaranjado) pero conservando las asas de levadura (azul). Espacio Intermembranal (E I), Matriz Mitocondrial (M
M) C. Porcentaje de identidad entre las proteinas Cox3.
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La proteina Cox3q disminuyd su perfil de hidrofobicidad a niveles comparables con el
de la proteina Cox3 de Polytomella sp. (PsCox3) como se observa en el analisis de
hidrofobicidad (figura 7). El programa de prediccion sigue detectando 7 segmentos
hidrofébicos que corresponden a los segmentos transmembranales pero los maximos
de hidrofobicidad estdn muy disminuidos con respecto a Cox3 de S. cerevisiae

(ScCox3), particularmente el primero, segundo y quinto segmento.

Figura 7. Perfiles de Hidrofobicidad. La proteina Cox3q tiene un perfil hidrofébico parecido al de Cox3 de
Polytomella sp. (PsCox3). Se graficaron los valores de hidrofobicidad (linea azul) para ventanas de 10 residuos de
longitud. Se establecieron dos lineas de corte para determinar los segmentos hidrofdbicos, el corte bajo (linea
verde) se establece en un valor de 0.6 y el corte alto (linea roja) en 1.0. Graficas obtenidas del programa TopPred
0.01.
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Las construcciones de COX3 no recuperan la respiracion en cepas Acox3

Para evaluar si la expresion de nuestras construcciones de Cox3 puede recuperar el
fenotipo respiratorio y asi lograr una expresion alotdpica exitosa, se transformaron
distintos disefios de la proteina en las cepas silvestre y en la mutante Acox3 de S.
cerevisiae. Se comprobd la viabilidad de todas las transformantes creciendo a las cepas

en sustratos fermentativos como glucosa (figura 8).

En todas las cepas silvestres se observa crecimiento en un medio respiratorio
compuesto por etanol y glicerol, por otro lado, las cepas Acox3 son fenotipicamente
iguales al control con el pldsmido vacio (figura 8). Todas crecen en una fuente de
carbono fermentativa pero ninguna recupera la capacidad para formar colonias
cuando se duplican a medios respiratorios como etanol/glicerol o lactato, incluso
después de mas de dos semanas y probando mas de 40 colonias de cada clona (datos
nos mostrados). También, se intenté facilitar el cambio desde la represion
mitocondrial por glucosa hacia el medio respiratorio donde se requiere la funcién
mitocondrial. Las cepas se crecieron en sustratos como rafinosa o galactosa antes de
la réplica a los sustratos respiratorios, estas azucares permiten la fermentaciéon sin
reprimir la expresién mitocondrial. Estos cambios graduales de fuente de carbono

tampoco permitieron el crecimiento en medios respiratorios.

Para eliminar la posibilidad de que las cepas hayan perdido a su genoma mitocondrial
resultando en la pérdida del fenotipo respiratorio, crecimos a todas las cepas Acox3
transformadas en un medio sin arginina. El crecimiento indica que cuentan con el gen
mitocondrial ARG8™, y que por lo tanto tienen genoma mitocondrial y mitocondrias
(figura 8). La falta de crecimiento en medios respiratorios se debe a que las
construcciones de Cox3 no compensan la falta de la proteina mitocondrial

correspondiente para ensamblar a la CcO.

Aunque ninguno de nuestros disefios puede recuperar la respiracion de la levadura,
decidimos investigar el proceso de internalizacion de la proteina Cox3 en la
mitocondria, desde la expresiéon de la proteina hasta su ensamblaje en el complejo
CcO.
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Figura 8. Fenotipo respiratorio. Goteos de diluciones seriadas 1:10 a partir de una D.O.600 de 0.5 en medio YPD
(Glu), YPEG (EtOH/Gly) y SD sin aminoacidos uracilo ni arginina (Glu -ura -arg) (medios de cultivo en apéndice 2).
Se muestran las cepas silvestre y Acox3 sin transformar (-), transformadas con el plasmido pFL61 vacio (plasmido)
y con cada una de las construcciones descritas en la figura 6. A la derecha se muestran los diagramas de las
construcciones que se utilizaron para transformar.
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Presencia de Cox3 en extractos totales de levadura

Para determinar si nuestras construcciones dan lugar a la expresion de la proteina, se
hicieron extractos totales de todas las transformantes y se analizaron utilizando
anticuerpos contra la proteina Cox3 de levadura en inmunoréplicas tipo Western.
Todas las cepas silvestres muestran una banda intensa del peso esperado para la
proteina Cox3 madura, de menos de 30 kDa. Ni la cepa Acox3 sin transformar ni Acox3
transformada con el plasmido vacio contienen a la proteina Cox3 (figura 9A). De las
cinco construcciones con las que se transformaron, solamente en dos de ellas se

detectan bandas con el anticuerpo que reconoce a Cox3.

En las transformantes silvestre y mutante con la construccion OXAI1_C0OX3q se
detectan al menos tres bandas con pesos moleculares menores a la proteina Cox3
silvestre (figura 9B). Esta migracién indica que la proteina Oxal_Cox3q tiene una
menor masa molecular comparada con la proteina silvestre y posiblemente se esta

editando o degradando.

La segunda construccion en donde se observan bandas es OXA1_ScCOX3. En esta
construccion se detecta una banda intensa con un peso molecular mayor a Cox3
silvestre, lo que indica que la MTS de la proteina no se ha removido proteoliticamente,
indicando a su vez que la mayoria de la proteina no se esta editando (figura 9C).
Aunque en menor proporcién, con esta construccion también se observa una banda de
peso molecular menor a la proteina silvestre. La migracion en el gel de las bandas de

degradaciéon de Oxal_Cox3q y Oxal_ScCox3 no son coincidentes.

Estos resultados indican que la edicion de las proteinas Oxal_Cox3q y Oxal_ScCox3
ocurre unos aminoacidos mas alla de la presecuencia ya que estas proteinas editadas
migran mas que la proteina Cox3 silvestre. Ademas, estos cortes proteoliticos ocurren
en los mismos sitios, por lo que los patrones de bandas de degradacién son
consistentes en todos los ensayos de inmunorréplicas hechos con estas
transformantes. No obstante, en ninguna de las dos construcciones se observa la

banda esperada correspondiente a Cox3 madura de alrededor de 30 kDa.
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Por otro lado, el resto de las proteinas (Su9_Cox3q, Ps_Cox3 y Cr_Cox3) no se detectan.
La ausencia de bandas en estas transformantes podria deberse a que las proteinas se
encuentran en cantidades por debajo de la sensibilidad de la inmunodetecciéon o a que

se estdn degradando rapidamente.

Solamente utilizamos a las dos construcciones donde se observaron bandas para los

siguientes experimentos.

Figura 9. Presencia de Cox3 en extractos totales de levadura. A. Se sembraron cultivos con rafinosa como
fuente de carbono de la cepa silvestre y Acox3 transformadas con todas las construcciones descritas en la figura 6.
Se corrieron los extractos totales (200pug) en geles desnaturalizantes para la inmunodeteccion de la proteina Cox3
con anticuerpos. El anticuerpo que utilizamos también reconoce a la proteina Cox3 de Polytomella. En las
transformantes silvestre y mutante con las construcciones 0XA1_COX3q u OXA1_ScCOX3 se detectan bandas de
pesos moleculares distintos a la proteina Cox3 silvestre. B. Ampliacion de los carriles de las cepas silvestre y
mutante con la construccion 0XA1_C0X3q. C. Ampliacién de los carriles de las cepas silvestre y mutante con la
construccién 0XA1_ScCOX3. Se indica con flechas la altura en la que migran las proteinas precursoras, maduras y
degradadas.
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Migracion de Cox3 a la mitocondria

Aislamos fracciones mitocondriales para estudiar si las proteinas que observamos en
lisados totales se encuentran en la mitocondria. Corrimos la mitad de cantidad de
proteina que en lisados totales para observar si se enriquecen las bandas. Al igual que
la proteina Cox3 silvestre, las bandas correspondientes a Oxal_Cox3q y Oxal_ScCox3
se enriquecen en esta fraccion (figura 10). El patrén de bandas de degradacién y de
precursor es igual que en los lisados totales, incluso observamos mas bandas de

Oxal_ScCox3.

Como observamos en las inmunorréplicas de extractos totales, la movilidad en geles
desnaturalizantes de las proteinas Cox3, silvestre y alotépica, es desigual. Lo que

sugiere que estas proteinas son procesadas de manera distinta.

Purificar mitocondrias nos permitié identificar que el anticuerpo reconoce a Cox3 y
que las bandas corresponden a esta proteina. El resto de las bandas inespecificas de

los extractos totales desaparecen en las inmunoréplicas hechas con mitocondrias.

Figura 10. Presencia de Cox3 en mitocondrias aisladas por centrifugacion diferencial. Se sembraron cultivos
con galactosa como fuente de carbono de la cepa silvestre y Acox3 transformada con las construcciones descritas
en la figura 9B y 9C. Se corrieron las fracciones mitocondriales (100pg) en geles desnaturalizantes para la
inmunodeteccion de la proteina Cox3 con anticuerpos. Las bandas de degradacion y de precursor se enriquecen en
la fraccién mitocondrial.
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Ensamblaje de Cox3 en su complejo

Para verificar si nuestras construcciones de la proteina Cox3 se ensamblan en su
complejo CcO, hicimos geles azules nativos e inmunorréplicas tipo Western para
observar la presencia de Cox3 ensamblada en su complejo. Los geles azules nativos
(Wittig et al. 2006) separan a los complejos proteicos sin desnaturalizarlos en sus
subunidades. De esta manera podemos identificar la migracién de la CcO y si Cox3

migra junto con este complejo.

En la figura 11A se observan los resultados de la separaciéon de mitocondrias en un gel
azul nativo y su tincién con azul de Coomassie. Las bandas correspondientes al
complejo V (ATP sintetasa) y al complejo III (citocromo bc1) se observan tanto en la
cepa silvestre como en la mutante Acox3. S6lo se observa complejo IV en la cepa
silvestre transformada con el plasmido vacio. Para aumentar la sensibilidad de ensayo
y poder detectar a Cox3 hicimos inmunoréplicas tipo Western utilizando anticuerpos
que reconocen a esta proteina (figura 11B), solamente detectamos a Cox3 en la cepa
silvestre en la banda que coincide con la migracién del complejo CcO. Las proteinas
Oxal_Cox3q y Oxal_ScCox3 no ensambladas en la CcO corren con un peso molecular
mas bajo y se salen del gel azul nativo. Sabemos que estas proteinas estan presentes

porque las observamos en inmunoréplicas de geles desnaturalizantes (figura 10).

Estos resultados nos indican que aunque las construcciones de Cox3 provenientes
desde el citoplasma llegan a la mitocondria (figura 10), estas proteinas no llegan a
ensamblarse en su complejo. La subunidad Cox3 es de las primeras en formar parte
del complejo durante la via de ensamblaje. La falta de esta proteina frena la formacién

de todo el complejo CcO (Herrmann & Funes 2005; Soto et al. 2011).
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Figura 11. Inmunodetecciéon de Cox3 en geles azules nativos de mitocondrias aisladas. Se muestra a la cepa
silvestre transformada con el plasmido vacio y la Acox3 transformada con el pldsmido vacio o con las
construcciones Oxal_Cox3q u Oxal_ScCox3. A. Tincién de Coomassie, se marca la altura de las bandas
correspondientes a los complejos 11, IV y V. B. Inmunodeteccion utilizando un anticuerpo que reconoce a Cox3, la
migracién de esta proteina coincide con la de su complejo CcO. Unicamente detectamos a Cox3 en la cepa silvestre
en la banda que coincide con la migracién del complejo CcO.
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La proteasa del espacio intermembranal degrada a Cox3 alotépica

Es probable que proteasas mitocondriales degraden una fraccion de Cox3 alotopica
que llega a la membrana interna o al espacio intermembranal. Un candidato puede ser
la proteasa de la membrana interna i-AAA (un oligbmero de Ymel) como se ha
reportado en otros casos de expresion alotdpica de proteinas mitocondriales
(Bietenhader et al. 2012). Nos preguntamos si aumenta la expresion alotépica cuando

expresamos las construcciones de Cox3 en cepas Aymel.

Las masas moleculares aparentes de la Cox3 alotdpica no coinciden con el de la banda
de Cox3 silvestre. Aunque no contamos con cepas dobles mutantes Acox3/Aymel,
utilizamos una cepa dymel. Asi podemos observar en el mismo carril tanto a la banda
correspondiente a Cox3 silvestre como a las bandas de degradacién y de precursor de

nuestras construcciones.

Las bandas de la proteina Cox3 silvestre mantienen su intensidad. La presencia o
ausencia de la proteasa intermembranal no modifica los niveles de proteina (figura
12). La banda correspondiente a Oxal_Cox3q es tenue tanto en la cepa silvestre como
en la cepa mutante Aymel y no se aprecia a simple vista. En un analisis densitométrico
de esta membrana se observa un aumento de alrededor de 5 veces en la cantidad de
Cox3 quimérica en la cepa con la delecién de la proteasa. Entonces, aunque si la
degrada, Ymel no parece ser la proteasa que degrada principalmente a Cox3q ya que

aun en presencia de esta proteasa los niveles de proteina son bajos.

En la cepa Aymel, el aumento en la intensidad de banda es visible en las bandas de
precursor y de degradacién de Oxal_ScCox3, el precursor aumenta 1.4 veces y la
banda de degradaciéon aumenta 5.3 veces comparado con el control silvestre. Esta
proteina es mas hidrofébica que Cox3q (figura 7), lo que la hace un mejor candidato

para ser reconocida y degradada por la proteasa Ymel.

Tanto la banda de Oxal_Cox3q como las de Oxal_ScCox3 aumentan en ausencia de la
proteasa de espacio intermembranal i-AAA. Concluimos que esta proteasa reconoce y
degrada proteinas exdgenas provenientes del citosol, como lo son las proteinas de

expresion alotdpica. Esto concuerda con que nuestras construcciones se encuentran
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en la fraccion de mitocondrias aisladas, estas proteinas se localizan en la mitocondria

ya que, en parte, son degradadas por proteasas mitocondriales.

Figura 12. Analisis de expresion de la proteina Cox3 en ausencia de proteasa de espacio intermembranal i-
AAA. Extractos totales (200 pg) de levaduras crecidas en galactosa como fuente de carbono. Se hicieron
inmunorrépilcas tipo Western utilizando un anticuerpo que reconoce a Cox3. Como control de carga se utilizé un
anticuerpo que reconoce a la subunidad  de la ATP sintasa. En la cepa dymel, el aumento en la intensidad de
banda es mas notorio en el precursor y la banda de degradacién en Oxal_ScCox3.
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Cox3 alotopica disminuye en ausencia de la translocasa Oxal

La eficiencia de Cox3 para insertarse en la membrana interna mitocondrial depende
de la translocasa de membrana interna Oxal (Hell et al. 2001). Suponemos que esta
translocasa también inserta a nuestras construcciones de Cox3 provenientes desde el
citoplasma. Nos preguntamos cdmo se comportan las bandas de las proteinas Cox3
alotopicas transformadas en ausencia de la translocasa Oxal. Para esto utilizamos la
cepa mutante Aoxal, la cual transformamos con las construcciones Oxal_Cox3q y

Oxal_ScCox3 e hicimos extractos totales.

En ausencia de Oxal, la Cox3 silvestre sintetizada en la mitocondria se inserta de
manera defectuosa en la membrana interna (Hell et al. 2001). Observamos una
notoria disminucién en la intensidad de la banda de Cox3 silvestre (figura 13). Las
subunidades que no se ensamblan son degradadas por proteasas de la membrana
interna (Soto et al. 2011). Asimismo, las bandas de Oxal_Cox3q y Oxal_ScCox3
editadas que observamos en las cepas silvestres no se detectan en 4oxal. La banda de
precursor de Oxal_ScCox3 también disminuye aunque en menor cantidad que la Cox3

silvestre.

La delecién de la translocasa Oxal disminuye la insercién de la proteina Cox3 silvestre
y resulta en su degradacién por proteasas mitocondriales. Oxal también esta
encargada de insertar a proteinas de la membrana interna que generan el potencial
electroquimico, como son las subunidades de la CcO. Este potencial es necesario para
la importacion de proteinas provenientes desde el citosol como es el caso de las

construcciones de Cox3 alotépica. Pensamos que en cepas Aoxal, la falta del potencial

de membrana evita que las construcciones de Cox3 migren a la mitocondria y que

estas terminen por ser degradadas en el citoplasma.
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Figura 13. Analisis de expresion de la proteina Cox3 en ausencia de la translocasa de la membrana interna
Oxal. Extractos totales (200 pg) de levaduras crecidas en galactosa como fuente de carbono. Se hicieron
inmunorrépilcas tipo Western utilizando un anticuerpo que reconoce a Cox3. Como control de carga se utilizé un
anticuerpo que reconoce a la subunidad 8 de la ATP sintasa.
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VIIL. DISCUSION

La proteina Cox3 es altamente hidrofébica, ya que tiene siete cruces
transmembranales. Los reportes de expresion alotopica exitosa en levadura son de
proteinas hidrofébicas con uno o dos cruces como maximo (Tabla 1). Combinaciones
de hasta cuatro de ocho cruces transmembranales de la proteina apocitocromo b se
han logrado importar a la mitocondria desde el citoplasma. La adiciéon de un quinto
cruce abate la importacion (Claros et al. 1995). Todos los cruces del apocitocromo b
son capaces de ser traducidos en el citoplasma e importados a la mitocondria, pero el
efecto acumulativo de cruces hidrofébicos frena la importacién. Pareciera haber un
limite en el ndmero de segmentos hidrofébicos que pueden ser importados. Sin
embargo, se ha reportado in vivo que la bacteriorrodopsina, de siete cruces
transmembranales, puede ser importada al interior de mitocondrias de
Schizosaccharomyces pombe (Hoffmann et al. 1994). Para lograr la expresion alotépica
de Cox2 en levadura, se hizo la sustitucion de un solo amino acido en el primer
segmento transmembranal, un triptéfano por una arginina en la posiciéon 56 (W56R).
Esta mutacion es necesaria y suficiente para disminuir la hidrofobicidad de la proteina
y permitir su importacién a la membrana interna de la mitocondria (Supekova et al.
2010). Entonces, el numero de segmentos transmembranales asi como la
hidrofobicidad promedio de las secuencias proteicas definen la capacidad de

importacion hacia la mitocondria.

En el presente trabajo investigamos la expresion alotépica de distintas versiones de la
proteina Cox3. Se modific6 a esta proteina para su expresién nuclear, se fusioné a
MTSs y se disminuy6 su hidrofobicidad para parecerse a la Cox3 naturalmente
codificada en el nucleo del alga Polytomella sp. Este enfoque experimental nos permite
utilizar las modificaciones que relocalizaron naturalmente al gen COX3 al nucleo en las

algas cloroficeas Polytomella sp., C. reinhardtiiy V. carteri.

En nuestro laboratorio se disefiaron construcciones de Cox3 quiméricas (Cox3q)
sustituyendo los siete segmentos transmembranales de la proteina de levadura por

los del alga Polytomella sp. Al aproximar el problema de disminucién de
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hidrofobicidad se deben tomar en cuenta los residuos que puedan afectar la funcién o

estructura de la proteina para modificarla lo menos posible.

El perfil de hidrofobicidad de la proteina Cox3q se parece mas al perfil de Cox3 de
Polytomella sp. que al de S. cerevisiae (figura 7). Los cruces 1, 2 y 5 disminuyen
notoriamente su hidrofobicidad. Estos mismos cruces también disminuyen su
hidrofobicidad en los tres casos de algas con el gen COX3 en el nucleo (Polytomella sp.,
C. reinhardtii y V. carteri) comparados con sus contrapartes mitocondriales (figura 5).
La preferencia de disminuir la hidrofobicidad en estos cruces se atribuye a que
probablemente no tienen una funcién importante, lo que los hace mas susceptibles a
cambios de residuos por unos menos hidrofébicos. Los cruces 1 y 3 encaran a la
subunidad Cox1, en las algas, sélo el cruce 3 mantiene su nivel de hidrofobicidad
independiente de la procedencia (citopldsmica o mitocondrial) de la proteina (figura
5). Nuestra construccién Cox3q también mantiene la hidrofobicidad del tercer cruce
pero la del primero disminuye. Pensamos que la baja hidrofobicidad del primer cruce
favorece la entrada de Cox3 a la mitocondria. En el caso de Cox2 de levadura, la
disminucién en la hidrofobicidad del primer cruce es suficiente para su importacién a
la mitocondria (Supekova et al. 2010). En promedio, las subunidades Cox2 expresadas
en el nucleo de leguminosas disminuyen la hidrofobicidad del primer cruce
transmembranal comparados a sus versiones mitocondriales (Daley, Clifton, et al.

2002).

Las sustituciones de Cox3q conservan todos los aminoacidos de unién a fosfolipidos
descritos en el articulo de la estructura de Cox3 obtenida por cristalografia (Tsukihara
et al. 1996). También, los autores describen dos residuos de unién a una molécula de
acido colico, que tiene un tamano y estructura similar al del ADP. Un triptéfano del
tercer cruce transmembranal (W118 de Cox3q madura) esta muy conservado y la
proteina quimérica mantiene al residuo. Cuatro residuos adelante, también en el
tercer segmento, generalmente hay una histidina (en Cox3 de bovino, levadura y del
alga C. reinhardetii), sin embargo, en Polytomella sp. hay un glutamato en esta posicion
(D122 de Cox3q madura). La sustitucién de todo el tercer segmento incluyé a este
residuo, el cual podria ser importante para la regulacién de la enzima con ADP.
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Aunque no observamos recuperaciéon de la funcién mitocondrial al transformar con
las construcciones de Cox3, decidimos investigar qué sucedia con las proteinas
correspondientes. Para favorecer la localizacion del RNA mensajero de COX3 a la
mitocondria, las proteinas quiméricas se fusionaron al extremo 3’ UTR de ATPZ. Se ha
reportado que esta secuencia localiza al mensajero de ATPZ y de otros transcritos con
polisomas unidos a la mitocondria (Margeot et al. 2002). Incluso con esta secuencia 3’
UTR, la construccion Oxal_Cox3q se encuentra en niveles muy bajos en la mitocondria
(figura 10). La construccién de Cox3 silvestre de S. cerevisiae (0XA1_ScCox3) no esta
fusionada al extremo 3’ UTR y los niveles de la proteina en la mitocondria son
mayores que los de Oxal_Cox3q. No investigamos si la expresion de Oxal_ScCox3
aumenta al agregar la secuencia 3° UTR de ATPZ. En la expresion alotdépica de la
proteina Cox2 (Supekova et al. 2010) se comprobd que la presencia de esta secuencia
3’'UTR no promueve una mayor acumulacién de la proteina en la mitocondria. Por lo
que es poco probable que el 3’ UTR favorezca la localizacion del RNA mensajero de

C0OX3 a la mitocondria.

En los extractos totales de levadura no observamos proteina en las construcciones
Oxal_PsCox3 y Oxal_CrCox3. Esto podria deberse a que se encuentran en niveles
indetectables por el ensayo. Ninguna de las construcciones que utilizamos son
enddgenas del citoplasma de la levadura, especialmente las proteinas Cox3 de
Polytomella sp. y de C. reinhardtii. Pensamos que estas proteinas son degradadas
eficientemente por las proteasas de levadura. La proteina Su9_Cox3q tampoco se
detecta en extractos totales, mientras que con la presecuencia de Oxal si se observa
(figura 9A). Debemos verificar la secuencia de esta construccion, asi como su

transcripcion y traduccién para asegurarnos que efectivamente se esta expresando.

Sélo observamos presencia de proteina en dos de nuestras construcciones: la
construccion quimeérica, Oxal_Cox3q y la versidon nuclear de Cox3 de S. cerevisiae,

Oxal_ScCox3. Por eso decidimos continuar trabajando con estas dos construcciones.

La presecuencia de Oxal fusionada a las construcciones de Cox3 contiene los

primeros cinco aminoacidos de la proteina madura. Esto se disefié a propdsito con la
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intencién de que se mantuviera el sitio de corte y que la ediciéon liberara a una
proteina Cox3 madura con un peso molecular igual al de Cox3 silvestre. Observamos
que no se utiliza este sitio de corte ya que no hay bandas del peso molecular esperado.
Sin embargo, se generan nuevos sitios de corte ya que el patrén de bandas de
degradacion es igual en todos los extractos proteicos que realizamos (figura 9 y 10).
La interseccion entre los segmentos de alga y levadura en la construccion quimeérica
pudieron haber generado nuevos sitios de protedlisis, dando lugar a un patrén de

bandeo caracteristico (figura 9B y 10).

Las técnicas que utilizamos no permitieron determinar la localizacion de las
construcciones de Cox3 dentro del organelo. Las proteinas importadas a la
mitocondria podrian estar en la matriz o en el espacio intermembranal o solamente
unidas al lado citosélico de la membrana externa mitocondrial. Sabemos que
Oxal_Cox3q y Oxal_ScCox3 migran hacia la mitocondria porque se enriquecen en
mitocondrias aisladas (figura 10) pero no llegan a ensamblarse en el complejo CcO

(figura 11).

Pensamos que las proteinas que corresponden a las bandas de degradacion se
localizan en la matriz ya que la maduraciéon ocurre generalmente en este
compartimiento. Esta degradacion es especifica porque corta en el mismo sitio de la
proteina resultando en el patrén distintivo de bandas. Entonces, la podemos
considerar como una edicion distinta a la que ocurre con Cox3 silvestre. Generalmente
la edicién de las proteinas mitocondriales ocurre en la matriz por la peptidasa de
procesamiento mitocondrial (MPP) (Schmidt et al. 2010). Pensamos que las bandas de
menor peso molecular de Oxal_Cox3q y Oxal_ScCox3 que observamos se encuentran
en la matriz porque han sido editadas por la MPP (figura 10 y 14A). Mientras que la
banda de precursor de Oxal_ScCox3 se encuentra en la membrana externa, o bien, se
queda en su paso a través de las translocasas TOM y TIM ya que la encontramos sin
editar en la fraccion mitocondrial (figura 10 y 14B). La proteasa i-AAA, encargada de
degradar proteinas que pasan por el espacio intermembranal, también degrada al

precursor de Oxal_ScCox3. Entonces al menos parte de la proteina precursora se
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encuentra en el espacio intermembranal ya que una proteasa con la misma

localizacion es capaz de degradarla.

Figura 14. Modelo de internalizacion en la mitocondria de Oxal_Cox3q y Oxal_ScCox3. A. La construccion
Oxal_Cox3q se localiza en la matriz mitocondrial donde se edita en distintos sitios dando lugar a proteinas de
distinto peso molecular. B. La mayoria de la proteina Oxal_ScCox3 no llega a la matriz y se queda en su paso a
través de TOM y TIM. La fraccién que se internaliza a la matriz es editada en distintos sitios de la proteina.

De las construcciones que llegan a la mitocondria, ninguna se ensambla en el complejo
CcO (figura 11). Probablemente porque no alcanzan el compartimiento correcto o no
se unen con las chaperonas adecuadas o su edicion es defectuosa. Si no se encuentran
las siguientes subunidades en la linea de ensamblaje de la CcO (en este caso es Cox3),
el complejo no se forma. La subunidad Cox1l cuenta con un mecanismo que
autorregula su expresion para asegurar que se sintetice la proteina en una tasa

adecuada. Esto evita que la actividad pro oxidante de Cox1 sea deletérea para las

células (Mick etal. 2011).

Aunque la disminucién de la hidrofobicidad aumenta la internalizaciéon de Cox3 en la
mitocondria, proponemos otras modificaciones que pudieran favorecer la importacién
de proteinas hidrofébicas. Se ha demostrado que las propiedades de las MTSs también
participan en la importacion. Las algas Polytomella sp. y C. reinhardtii son los Gnicos
organismos estudiados que son capaces de importar a la matriz e insertar en la

membrana interna mitocondrial a proteinas hidrofébicas como Cox3, Cox2, Atp6,
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Nad3 y Nad4L (Pérez-Martinez et al. 2000; Pérez-Martinez et al. 2001; Funes et al.
2002; Cardol et al. 2006). La MTS de Cox3 de C. reinhardtii contiene 110 residuos
(generalmente las MTS contienen de 20-50 residuos), se piensa que ésta tiene una
naturaleza bipartita que permite que el primer segmento de la MTS localice a la
proteina hacia la matriz y que el segundo sea identificado por componentes de la

membrana interna que guien a la proteina para su insercion.

Al igual que en C. reinhardtii y Polytomella sp., el gen COX2 migro al nucleo en algunas
leguminosas (Adams et al. 1999). En la soya, Cox2 tiene una hidrofobicidad
disminuida y cuenta con una MTS tripartita de 136 residuos encargada de dirigirla a la
matriz, importarla eficientemente y permitir su correcta maduracién (Daley, Adams,
et al. 2002). Entonces, tomando en cuenta los casos de algas y leguminosas,
proponemos que se deben hacer dos adaptaciones para lograr una expresion
alotopica exitosa: disminuir la hidrofobicidad de los cruces transmembranales y
contar con una MTS que contenga la informacién adecuada para internalizar proteinas

con multiples segmentos transmembranales y que sea procesada correctamente.

Hay que tomar en cuenta que la via de importacién que sigue la Cox3 alotépica en la
levadura no es la natural ya que proviene desde el citosol y no de la matriz
mitocondrial. Pensamos que la via que puede adoptar Cox3 seria equivalente a la que
ocurre normalmente en las algas Polytomella sp. y C. reinhardtii. Al reconstruir la
maquinaria de importacion mitocondrial en C. reinhardtii se identificaron los
homologos de los complejos de translocacion TOM, TIM23 y Oxal (Figueroa-Martinez
et al. 2008). Probablemente éstas conforman la via que internaliza a Cox3 del alga en
la mitocondria y la inserta en la membrana interna: la proteina Cox3 proveniente
desde el citoplasma cruza la membrana externa a través de TOM y la membrana
interna a través de TIM23 (figura 15A), en la matriz mitocondrial se edita la
presecuencia y la translocasa Oxal inserta los cruces transmembranales de Cox3 en
pares como “hairpins” o pasadores (figura 15B), asi también atraviesan los seis
primeros cruces, el séptimo cruce no se transfiere a la matriz sino que se queda en
TIM23 para ser liberado hacia la membrana interna por difusién lateral, este proceso
también se conoce como “stop-transfer” (figura 15C). Finalmente, la proteina se
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encuentra en la membrana interna para poder ser ensamblada en el complejo
correspondiente (figura 15D). Aunque suponemos que ésta también es la via que
seguiria Cox3 alotdpica en levadura, puede ser que la proteina no cuente con
chaperonas que la guien a su destino haciéndola susceptible a degradacion. En este
trabajo observamos que las construcciones de Cox3 no llegan a ensamblarse en el
complejo CcO, por lo que pensamos que se quedan en el espacio intermembranal o en
la matriz mitocondrial (figura 14). Probablemente, lleguen a la matriz a través de TOM
y TIM23 donde se editan pero no se insertan en la membrana interna. Es necesario
comprobar la localizacién extramembranal de estas proteinas por extraccion alcalina

de proteinas extrinsecas de membrana.

La proteina Cox3 silvestre codificada en la mitocondria se inserta a través de la
translocasa Oxal. En cepas Aoxal, la expresion de Cox3 silvestre disminuye pero no

se abate (Hell et al. 2001). Es probable que haya una via alternativa por la que se
inserta. Un candidato es la insertasa Cox18, esta proteina de membrana interna es un
homologo de Oxal y participa en la insercion y ensamblaje de la CcO. En el caso de las
construcciones de Cox3 alotdpicas, pensamos que su importaciéon a la mitocondria
disminuye debido a que se abate el potencial transmembranal (figura 13), aunque es
necesario corroborar este resultado utilizando mitocondrias donde se haya abatido el
potencial transmembranal. Oxal inserta a las proteinas que generan el potencial, en
ausencia de éste, se abate la importacion hacia la mitocondria y las construcciones
alotopicas son degradadas en el citoplasma. Entonces, la translocasa Oxal se requiere
para la insercion de la proteina Cox3. Ya sea para insertarla en la membrana interna
desde la matriz, o bien, para generar indirectamente el potencial transmembranal y

facilitar la internalizaciéon de Cox3 alotdpica en la mitocondria.

En conclusidn, el tratamiento de enfermedades mitocondriales utilizando expresion
alotépica ain requiere de mas esfuerzos para lograr su aplicaciéon. Sélo se ha
reportado la expresiéon alotopica funcional de proteinas de la fosforilacion oxidativa
con dos o menos cruces transmembranales: las subunidades Cox2, Atp8 y Atp9 en la

levadura (Supekova et al. 2010; Nagley et al. 1988; Bietenhader et al. 2012), asi como
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la subunidad 7 (NAD7) del complejo I de la planta de tabaco Nicotiana sylvestris
(Pineau et al. 2005).

En células humanas, se ha explorado la expresion alotopica de proteinas de la cadena
respiratoria de multiples cruces transmembranales con resultados contradictorios.
Hay reportes positivos para las subunidades ND1 y ND4 del complejo I, con 8 y 15
cruces respectivamente (Guy et al. 2002; Bonnet et al. 2007; Bonnet et al. 2008),
aunque también existen resultados negativos sobre la incorporacion de ND4 en su
complejo (Oca-Cossio et al. 2003). También, hay reportes sobre la expresion alotépica
exitosa de ATP6 o subunidad a de la ATP sintasa, de 5 segmentos transmembranales
(Manfredi et al. 2002; Ojaimi et al. 2002; Zullo et al. 2005; Bonnet et al. 2007). A su
vez, hay datos que reportan que ATP6 no se integra en el complejo maduro (Bokori-
Brown & Holt 2006; Figueroa-Martinez et al. 2011). La proteina ATP8 (subunidad
A6L) se localiz6 dentro de la mitocondria pero no se examiné su incorporacién en la
ATP sintasa (Oca-Cossio et al. 2003). Por ultimo, se ha reportado la expresion
alotopica del gen cox1 de bovino que codifica para la subunidad I de la CcO, con 12

cruces transmembranales (Tsukihara et al. 2003; Shimokata et al. 2007).

Todas estas aproximaciones tienen potencial a largo plazo en la terapia génica,
aunque no se ha demostrado directamente y con evidencia bioquimica que proteinas
expresadas alotépicamente con mas de dos cruces transmembranales se integran
funcionalmente a los complejos respiratorios. Atn se requieren analisis adicionales de
electroforesis para demostrar inequivocamente que las proteinas importadas a la
mitocondria se ensamblan en sus complejos (Kyriakouli et al. 2008). Se debe tener
extrema precaucion en la interpretacion de los resultados y contar con los controles
adecuados para demostrar el rescate de la funcién mitocondrial por expresion

alotopica (Perales-Clemente et al. 2011).

El presente trabajo tom6 como modelo a las caracteristicas de la Cox3 naturalmente
nuclear en el alga Polytomella sp. Construimos secuencias de Cox3 que se asemejaran
al perfil hidrofébico del alga. Con esta aproximaciéon observamos que la disminucion

en la hidrofobicidad seria necesaria pero no suficiente para restaurar la funcién
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mitocondrial. Es probable que existan otras caracteristicas que permitieron la
relocalizacion natural en las algas. Es necesario seguir trabajando en los parametros a

modificar en estas proteinas para alcanzar la expresidn alotdpica exitosa.

Figura 15. Modelo de Insercién de Cox3 en la Membrana Interna Mitocondrial. Con base en la via de insercion
de Cox3 que pensamos que ocurre en el alga C. reinhardtii, proponemos un modelo por el cual la proteina Cox3
alotdépica se puede insertar en la membrana interna mitocondrial. A. La proteina Cox3 ingresa a la matriz
mitocondrial a través del complejo TOM y TIM23 en un proceso dependiente del potencial de membrana (Ay). B.
En la matriz se edita la MTS y Oxal inserta los cruces transmembranales en pares como “hairpins”. C. El tltimo
cruce transmembranal se retiene en TIM23 y es liberado lateralmente a la membrana interna. D. Todos los cruces
transmembranales de la proteina Cox3 se encuentran insertados en la membrana y puede continuar el ensamblaje
del complejo CcO.
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IX. CONCLUSIONES

1. Ninguna de las cinco construcciones de Cox3 alotdpicas transformadas en

levadura recupero el fenotipo respiratorio.

2. Solo las construcciones Oxal_Cox3qy Oxal_ScCox3 expresan una version de la

proteina Cox3 correspondiente.

3. Las proteinas expresadas a partir de estas dos construcciones migran hacia la

mitocondria.

4. Aunque se localizan en la fraccién mitocondrial, las versiones de Cox3 alot6pica

no se ensamblan en su complejo.

5. Una fraccion de estas proteinas son degradadas por la proteasa mitocondrial

de la membrana interna, i-AAA.

6. La ausencia de la translocasa Oxal disminuye los niveles de proteina Cox3

silvestre y alotépica.
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X. PERSPECTIVAS

1. Importacion in vitro.
Realizar la importaciéon in vitro de las construcciones de Cox3 en mitocondrias
aisladas. Asi podremos seguir el curso de tiempo de la internalizacion del precursor

de Cox3 en la mitocondria.

2. Edicion de las proteinas Cox3 alotdpicas.
Si la proteina Cox3 se importa y se edita in vitro, se podria utilizar el inhibidor de
metaloproteasas 1,10-ortofenantrolina para evaluar si la edicién de Cox3 se lleva a

cabo por la proteasa de procesamiento mitocondrial (MPP) sensible a este inhibidor.

3. El papel del potencial transmembranal para la importacion.
La via de importacion por TIM23 es dependiente del potencial transmembranal (Ay).
Se puede evaluar la importacion in vitro de Cox3 utilizando inhibidores y ionéforos

que colapsan el Ay.

4. Localizacion de las construcciones de Cox3 dentro de la mitocondria.
Ubicar a la proteina Cox3 por ensayos de proteoélisis en mitocondrias aisladas o en
mitoplastos (mitocondrias sin membrana externa). Analizar si Cox3 es integral de

membrana por su resistencia a extraccion alcalina con carbonato de sodio.

5. Proteasas mitocondriales.
Probar otras mutantes de proteasas que puedan estar degradando a la proteina Cox3
que se importa a la mitocondria. Por ejemplo, las proteinas Mgrl y/o Mgr3,
subunidades que se asocian entre si y también con la proteasa Ymel. O bien, la

proteasa m-AAA compuesta por las subunidades homoélogas Ytal0 y Ytal2.

6. Disminucion de la hidrofobicidad de Cox3 de S. cerevisiae.
Disefiar construcciones de Cox3 con hidrofobicidad disminuida haciendo
alineamientos de la proteina de S. cerevisiae con las de algas cloroficeas con Cox3
nuclear, o bien, hacer alineamientos con las Cox3 de distintas levaduras y sustituir en
cada posicion por el residuo menos hidrofébico. Asi podriamos disminuir la

hidrofobicidad de la proteina y conservar la similitud de los aminoacidos.
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XI. APENDICES
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APENDICE 1.

Lista de plantas clorofitas con COX3 nuclear utilizadas para la figura 5.

Polytomella sp.
Chlamydomonas reinhardtii
Volvox carteri

Lista de plantas clorofitas con COX3 mitocondrial utilizadas para la figura 5.

Coccomyxa subellipsoidea
Helicosporidium sp.
Micromonas sp.
Nephroselmis olivdcea
Oltmannsiellopsis viridis
Ostreococcus tauri
Prototheca wickerhamii
Pseudendoclonium akinetum
Pycnococcus provasolii
Acutodesmus obliquus
Trebouxiophyceae sp.

No. de acceso
AAG17278.1
BAB21505.1
EFJ47759.1

No. de acceso
YP_004339015.1
YP_006280979.1
YP_002860126.1
YP_665681.1
ABC96368.1
YP_717297.1
NP_042253.1
AQ18744.1
YP_003495125.1
NP_057979.1
AFQ93754.1
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APENDICE 2.
Medios de cultivo

Bacterias

LB
NaCl
Bacto-triptona

Bacto-extracto de levadura 0.5%

1%
1%

Enfriar a 55 °Cy agregar 100 pg/ml de Ampicilina (stock 100 mg/ml)

Levaduras

YPD

Bacto-extracto de levadura 1%
Bacto-peptona

Glucosa

YPEG

Bacto-extracto de levadura 1%
Bacto-peptona

Glicerol

Etanol

MEDIO MINIMO SINTETICO
Base Nitrogenada

(NH4)2S04

Glucosa o Rafinosa o Galactosa

Amino acidos (ver siguiente tabla)

2%
2%

2%
3%
3% (agregar después de esterilizar)

0.17%
0.5%
2%

Los medios liquidos y sdlidos tienen la misma composicion excepto que se agrego6 agar

al 1.75% para solidificar.

Todos los medios se esterilizaron por autoclave 20 min a 121 °C (250 °F).
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Vol. del stock

Concentracion

Vol. del stock

Amino acidos Stock paralLde finalenelmedio paraesparciren
(8/100ml) medio (ml) (mg/litro) caja petri (ml)
Adenine 0.2* 10 20 0.2
Uracil 0.2* 10 20 0.2
L-Arginine HCl 1 2 20 0.1
L- Acido Aspartico 1*# 10 100 0.2
L- Acido Glutamico 1* 10 100 0.2
L- Histidine HCI 1 2 20 0.1
L- Isoleucina 1 3 30 0.1
L- Leucina 1 10 100 0.1
L- Lisina 1 3 30 0.1
L- Metionina 1 2 20 0.1
L- Fenilalanina 1* 5 50 0.1
L- Serina 8 5 400 0.1
L- Treonina 4*# 5 200 0.1
L- Tript6fano 1 2 20 0.1
L- Tirosina 0.2 15 30 0.2
L- Valina 3 5 150 0.1

*Guardar a temperatura ambiente

# Esterilizar por filtracién y agregar después de esterilizar el medio en autoclave
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APENDICE 3.
3A. Secuencias de Proteina de las Construcciones de Cox3

Clave:
Presecuencia
Parte de la proteina madura
Sitio de corte de Bglll (Cox3q) en itdlicas
Segmentos transmembranales en negritas

>0xal_Cox3q
MEFKLTSRLVTSRFAASSRLATARTIVLPRPHPSWISFQAKRFNSTGPRSMSSDAGHHLSPREHLERSRHQQHP
FHMVMPS PWPLFGSWAACNVFLGLAQYFHGY I GNMNLLFGSVAHLTLLATI TWWRDIVAEATYLGDHTMAVRKN
MVSGMWVFIVSEAVLFIGLLWACMDLGMSPDVTLGACWPPVGIEAVQPTELALVMSAVLAASYYSANIAMVAL
IAGNRNKVLAALSTTVGFGAMFLYDQFLEYTNAAFTISDGVYGTTFFMTTGFHGMHVLVGTIYLAAVTARMRN
YHLTAGHHVGYETSVLYWHFVDIVWIAVYGIIYWWGV

>Su9_Cox3q
MASTRVLASRLASQMAASAKVARPAVRVAQVSKRTIQTGSPLQTLKRTQMTSIVNATTRQAFQKRAYSSRSM
SSDAGHHLSPREHLERSRHQQHPFHMVMPS PWPLFGSWAACNVFLGLAQYFHGY I GNMNLLFGSVAHLTLLA
ITWWRDIVAEATYLGDHTMAVRKNMVSGMWVFIVSEAVLFIGLLWACMDLGMS PDVTLGACWPPVGIEAVQP
TELALVMSAVLAASYYSANIAMVALIAGNRNKVLAALSTTVGFGAMFLYDQFLEYTNAAFTISDGVYGTTEF
MTTGFHGMHVLVGTIYLAAVTARMRNYHLTAGHHVGYETSVLYWHFVDIVWIAVYGIIYWWGYV

>0xal_ScCox3

MFKLTSRLVTSRFAASSRLATART IVLPRPHPSWISFOAKRENSTGPTHLERSRHQQHPFHMVMPS PWPIVV
SFALLSLALSTALTMHGY I GNMNMVYLALFVLLTSSILWFRDIVAEATYLGDHTMAVRKGINLGFLMFVLSE
VLIFAGLFWAYFHSAMSPDVTLGACWPPVGIEAVQPTELPLLNTIILLSSGATVTYSHHAT IAGNRNKALSG
LLITFWLIVIFVTCQYIEYTNAAFTISDGVYGSVFYAGTGLHFLHMVMLAAMLGVNYWRMRNYHLTAGHHVG
YETTIIYTHVLDVIWLFLYVVEYWWGV

>0xal_PsCox3

MEFKLTSRLVTSRFAASSRLATARTIVLPRPHPSWISFOAKRENSTGPSSDAGHHLSPREHYLVHTANRHPFH
VLPDSPWPLFGSWAACNVFLGLAQYFHGVAGSAPLLFGSVAHLTLLAITWWRDCAIEAEMGMHTDVSRONMV
SGMWVFIVSEAVLFIGLLWACMDLGISPSVHVOMOWPPVGVHAIGWDNRALVMSAVLAASYYSANIAMVAKD
PKTVLAALSTTVGFGAMFLYDQFLEYTQTPFTLTDSPYGTTFFMITTGFHGMHVLVGTIYLAAVTAMY SRTKK
AGVALTTSVLYWHFVDIVWIAVYGIIYVGQY

>0xal_CrCox3
MEKLTSRLVTSRFAASSRLATARTIVLPRPHPSWISFQAKRENSTGPGSHAAGHQTAKEFYMEHIGKRHPFH
VLPPSPWPMLAGWGTYVSCLGMAAWFHNMPTGGALMAFGMANIAWTAI TWWRDCA T EGDMGMHTEVVRKNEI
SGMWAFIVSEALLFVGLLWACLHLGMSPSVALQMOWPPVGIEPIGWDKRALVMSAVLAASYYSANVAMVAKD
PKVVMGALATTIGLGAMFLADQYLEYNETPFTITDSPYGTTFFVTTGFHGMHVLLGSLYLTAALMMYKRTHN
AGAALKSSILYWHFVDIVWIAVYGIIYVGQY
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3B. Alineamiento de las Secuencias de la Proteina Cox3

Clave:

Cox3qg

ScCox3
PsCox3
CrCox3

Cox3qg

ScCox3
PsCox3
CrCox3

Cox3qg

ScCox3
PsCox3
CrCox3

Cox3qg

ScCox3
PsCox3
CrCox3

Cox3qg

ScCox3
PsCox3
CrCox3

Segmentos transmembranales en negritas
Residuos de Cox3 de Polytomella sp. en la proteina quimérica Cox3q

MSSDAGHHLSPREHLERSRHQQHPFHMVMPS PWPLFGSWAACNVFLGLAQYFHGY IGNMN
——————————— MTHLERSRHOQHPFHMVMPSPWPIVVSFALLSLALSTALTMHGY IGNMN
MSSDAGHHLSPREHYLVHTANRHPFHVLPDSPWPLFGSWAACNVFLGLAQYFHGVAGSAP
MGSHAAGHQTAKEFYMEHIGKRHPFHVLPPSPWPMLAGWGTYVSCLGMAAWFHNMPTGGA

e o kkhkk o o *kkk . . * * .k

LLFGSVAHLTLLAITWWRDIVAEATYLGDHTMAVRKNMVSGMWVFIVSEAVLFIGLLWAC
MVYLALFVLLTSSILWFRDIVAEATYLGDHTMAVRKGINLGFLMFVLSEVLIFAGLFWAY
LLFGSVAHLTLLAITWWRDCAIEA-EMGMHTDVSRONMVSGMWVEFIVSEAVLFIGLLWAC
LMAFGMANIAWTAITWWRDCAIEG-DMGMHTEVVRKNFISGMWAFIVSEALLFVGLLWAC

* * * K * * * K * . . * . * . ** . * ** * K

MDLGMSPDVTLGACWPPVGIEAVQPTELALVMSAVLAASYYSANIAMVAL IAGNRNKVLA
FHSAMSPDVTLGACWPPVGIEAVQPTELPLLNTIILLSSGATVTYSHHALIAGNRNKALS
MDLGISPSVHVOMOWPPVGVHAIGWDNRALVMSAVLAASYYSANIAMVA---KDPKTVLA
LHLGMSPSVALQMQWPPVGIEPIGWDKRALVMSAVLAASYYSANVAMVA———KDPKVVMG

ckKk k. KKk ok k. . . ke o ek ok . . *

ALSTTVGFGAMFLYDQFLEYTNAAFTISDGVYGTTFFMTTGFHGMHVLVGTIYLAAVTAR
GLLITFWLIVIFVTCQYIEYTNAAFTISDGVYGSVFYAGTGLHFLHMVMLAAMLGVNYWR
ALSTTVGFGAMFLYDQFLEYTQTPFTLTDSPYGTTFFMTTGFHGMHVLVGTIYLAAVTAM
ALATTIGLGAMFLADQYLEYNETPFTITDSPYGTTFFVITGFHGMHVLLGSLYLTAALMM

* * . ok . ke ohkk oo kke ok kK e Kk hk ek ekoe oo . *

MRNYHLTAGHHVGYETSVLYWHEFVDIVWIAVYGIIYWWGV
MRNYHLTAGHHVGYETTIIYTHVLDVIWLFLYVVFYWWGV
Y---SRTKKAGVALTTSVLYWHFVDIVWIAVYGIIYVGQY
Y---KRTHNAGAALKSSILYWHFVDIVWIAVYGIIYVGQY

* e e e ok K e Kk o ok o .k .« ok
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APENDICE 4.

Secuencias de DNA de Construcciones

Clave:

PRESECUENCIA

GEN

ATG de Inicio

Tabla de Sitios de Restriccion de las Proteinas Cox3 quiméricas

Secuencia de

Enzima

Sitio de corte

corte

Notl geggeege Antes del ATG y al final del 3'UTR
Libera la presecuencia (se cambid la base 209 una T (0.26) por 4 (0.21), el

Balil agatct codon de serina se mantuvo pero no se genero el sitio de restriccion)
AflI1 cttaag Después del codon de paro, para intercambiar UTRs
Eagl cggecg Después del codon de paro, compatible con Not1
Sacl gagctc Después del 3'UTR
Smal cccggg Después del codén de paro
Sphl gcatgc Después del codén de paro

Tabla de Sitios de Restriccion de las Proteinas ScCox3, PsCox3 y CrCox3

Secuencia de

Enzima Sitio de corte
corte

Notl gcggeege Antes del ATG y después del coddn de paro

BamHI ggatcc Antes del ATG

Sacll ccgegg Antes del ATG

Pstl ctgcag Después del codon de paro
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>0XA1_COX3q

GCGGCCGCATGTTCAAACTCACCTCTCGACTCGTCACGTCAAGGTTTGCTGCCTCTTCCAG
ACTGGCCACCGCTCGAACCATAGTATTGCCCCGGCCCCATCCGTCATGGATCTCTTTTCAG
GCCAAAAGATTTAATTCGACGGGCCCAAGATCTRBETCTTCTGATGCTGGTCATCATTTGT
CTCCAAGAGAACATTTGGAAAGATCAAGACATCAACAACATCCATTTCATATGGTTATGCC
ATCTCCATGGCCATTGTTTGGTTCTTGGGCTGCTTGTAATGTTTTTTTGGGTTTGGCTCAA
TATTTTCATGGTTATATTGGTAATATGAATTTGTTGTTTGGTTCTGTTGCTCATTTGACTT
TGTTGGCTATTACTTGGTGGAGAGATATTGTTGCTGAAGCTACTTATTTGGGTGATCATAC
TATGGCTGTTAGAAAAAATATGGTTTCTGGTATGTGGGTTTTTATTGTTTCTGAAGCTGTT
TTGTTTATTGGTTTGTTGTGGGCTTGTATGGATTTGGGTATGTCTCCAGATGTTACTTTGG
GTGCTTGTTGGCCACCAGTTGGTATTGAAGCTGTTCAACCAACTGAATTGGCTTTGGTTAT
GTCTGCTGTTTTGGCTGCTTCTTATTATTCTGCTAATATTGCTATGGTTGCTTTGATTGCT
GGTAATAGAAATAAAGTTTTGGCTGCTTTGTCTACTACTGTTGGTTTTGGTGCTATGTTTT
TGTATGATCAATTTTTGGAATATACTAATGCTGCTTTTACTATTTCTGATGGTGTTTATGG
TACTACTTTTTTTATGACTACTGGTTTTCATGGTATGCATGTTTTGGTTGGTACTATTTAT
TTGGCTGCTGTTACTGCTAGAATGAGAAATTATCATTTGACTGCTGGTCATCATGTTGGTT
ATGAAACTTCTGTTTTGTATTGGCATTTTGTTGATATTGTTTGGATTGCTGTTTATGGTAT
TATTTATTGGTGGGGTGT TBMBCT TAAGCCCGGGGCATGCCGGCCCRACARATARAGCTTA

GAGCTCGCGGCCGC

7
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>SU9_C0X3q

GCGGCCGCATEGCCTCCACTCGTGTCCTCGCCTCTCGCCTGGCCTCCCAGATGGCTGCTTC
CGCCAAGGTTGCCCGCCCTGCTGTCCGCGTTGCTCAGGTCAGCAAGCGCACCATCCAGACT
GGCTCCCCCCTCCAGACCCTCAAGCGCACCCAGATGACCTCCATCGTCAACGCCACCACCC
GCCAGGCTTTCCAGAAGCGCGCCTACTCTTCCAGATCTREGTCTTCTGATGCTGGTCATCA
TTTGTCTCCAAGAGAACATTTGGAAAGATCAAGACATCAACAACATCCATTTCATATGGTT
ATGCCATCTCCATGGCCATTGTTTGGTTCTTGGGCTGCTTGTAATGTTTTTTTGGGTTTGG
CTCAATATTTTCATGGTTATATTGGTAATATGAATTTGTTGTTTGGTTCTGTTGCTCATTT
GACTTTGTTGGCTATTACTTGGTGGAGAGATATTGTTGCTGAAGCTACTTATTTGGGTGAT
CATACTATGGCTGTTAGAAAAAATATGGTTTCTGGTATGTGGGTTTTTATTGTTTCTGAAG
CTGTTTTGTTTATTGGTTTGTTGTGGGCTTGTATGGATTTGGGTATGTCTCCAGATGTTAC
TTTGGGTGCTTGTTGGCCACCAGTTGGTATTGAAGCTGTTCAACCAACTGAATTGGCTTTG
GTTATGTCTGCTGTTTTGGCTGCTTCTTATTATTCTGCTAATATTGCTATGGTTGCTTTGA
TTGCTGGTAATAGAAATAAAGTTTTGGCTGCTTTGTCTACTACTGTTGGTTTTGGTGCTAT
GTTTTTGTATGATCAATTTTTGGAATATACTAATGCTGCTTTTACTATTTCTGATGGTGTT
TATGGTACTACTTTTTTTATGACTACTGGTTTTCATGGTATGCATGTTTTGGTTGGTACTA
TTTATTTGGCTGCTGTTACTGCTAGAATGAGAAATTATCATTTGACTGCTGGTCATCATGT
TGGTTATGAAACTTCTGTTTTGTATTGGCATTTTGTTGATATTGTTTGGATTGCTGTTTAT
GGTATTATTTATTGGTGGGGTGT TMBCTTAAGCCCGGGGCATGCCGGCCGARGARATARA

GAGCTCGCGGCCGC

7
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>0XA1_ScCOX3
GCGGCCGCGGATCC TTTAAACTTACTTCAAGATTGGTAACCAGCAGATTCGCCGCATC

GTCACGTCTTGCTACCGCTAGAACTATCGTCCTACCTCGTCCACATCCATCTTGGATCTCC
TTTCAGGCTAAGAGATTTAATTCAACTGGTCCTACACATTTGGAAAGAAGTCGTCATCAGC
AACATCCTTTTCATATGGTAATGCCTAGTCCATGGCCGATAGTAGTCTCTTTTGCCCTGTT
GTCACTGGCATTGTCGACCGCACTTACTATGCATGGTTACATTGGAAATATGAATATGGTA
TATTTAGCCCTTTTTGTGTTACTAACGAGTTCAATTCTGTGGTTTAGAGATATAGTTGCAG
AGGCTACGTATTTGGGTGATCACACAATGGCCGTTAGGAAAGGTATCAACCTTGGTTTCTT
GATGTTTGTACTAAGCGAAGTCCTAATTTTCGCAGGTCTATTTTGGGCTTACTTTCATTCG
GCAATGTCCCCCGACGTTACACTAGGTGCCTGCTGGCCCCCTGTCGGCATCGAAGCTGTCC
AACCAACTGAGCTTCCATTGTTAAATACTATCATATTACTTTCATCTGGAGCGACGGTCAC
GTACTCCCATCACGCTTTAATCGCTGGTAATAGAAATAAAGCACTATCTGGACTTTTAATC
ACATTCTGGTTGATCGTAATATTCGTTACCTGCCAGTACATTGAATATACTAATGCCGCTT
TTACTATTTCCGATGGTGTCTACGGCTCCGTATTTTATGCGGGTACTGGATTACATTTCCT
ACATATGGTTATGTTAGCAGCGATGTTGGGGGTTAATTACTGGAGAATGCGTAATTATCAT
TTAACTGCTGGGCATCATGTGGGTTATGAGACTACCATCATATACACCCATGTATTGGACG
TAATTTGGTTGTTTCTATATGTCGTTTTCTACTGGTGGGGCGTC-CTGCAGGCGGCCGC
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GCGGCCGCGGATCC TTTAAACTTACTTCAAGATTGGTAACCAGCAGATTCGCCGCATC
GTCACGTCTTGCTACCGCTAGAACTATCGTCCTACCTCGTCCACATCCATCTTGGATCTCC
TTTCAGGCTAAGAGATTTAATTCAACTGGTCCTTCAAGTGATGCTGGTCACCATTTAAGTC
CTAGGGAACATTATTTAGTACACACAGCGAATAGACATCCATTTCACGTCTTGCCAGATTC
ACCTTGGCCCTTGTTTGGTTCTTGGGCTGCCTGCAACGTTTTCTTAGGTCTGGCGCAATAT
TTTCATGGCGTTGCTGGCTCCGCACCTCTATTGTTCGGTAGTGTCGCACACTTAACTCTTC
TGGCCATTACCTGGTGGCGTGACTGTGCTATAGAAGCTGAAATGGGTATGCATACAGATGT
ATCAAGACAAAATATGGTTTCAGGTATGTGGGTATTCATCGTCTCAGAAGCTGTACTATTT
ATAGGACTTTTGTGGGCTTGTATGGATCTTGGCATATCCCCCAGCGTTCATGTTCAAATGC
AATGGCCTCCTGTCGGAGTTCATGCAATTGGATGGGATAATAGAGCTTTAGTAATGTCTGC
TGTATTAGCAGCTTCTTACTATAGTGCTAATATTGCAATGGTGGCTAAAGATCCTAAAACC
GTCCTAGCAGCACTTTCCACGACCGTAGGCTTTGGCGCTATGTTTCTATACGATCAATTTT
TGGAATATACGCAAACTCCTTTTACTTTAACAGATTCTCCGTACGGAACAACCTTCTTCAT
GACAACAGGCTTTCATGGTATGCACGTGCTAGTAGGTACGATATACCTGGCAGCTGTCACA
GCTATGTACAGTAGAACAAAGAAAGCGGGTGTTGCTCTAACAACATCTGTCTTATACTGGC
ATTTCGTCGACATTGTATGGATAGCCGTCTATGGAATCATATATGTAGGT CAATAT-CT
GCAGGCGGCCGC
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>0XA1_CrCOX3
GCGGCCGCGGATCC TTTAAACTTACTTCAAGATTGGTAACCAGCAGATTCGCCGCATC

GTCACGTCTTGCTACCGCTAGAACTATCGTCCTACCTCGTCCACATCCATCTTGGATCTCC
TTTCAGGCTAAGAGATTTAATTCAACTGGTCCTGGAAGTCATGCAGCCGGTCATCAAACTG
CTAAAGAATTCTACATGGAACATATCGGCAAAAGGCACCCATTCCACGTCTTACCACCTAG
TCCGTGGCCTATGCTGGCCGGGTGGGGTACATATGTTAGCTGTCTTGGCATGGCCGCATGG
TTTCATAATATGCCTACCGGTGGGGCTCTTATGGCATTTGGCATGGCAAATATAGCTTGGA
CTGCTATAACTTGGTGGAGAGATTGTGCAATAGAAGGCGATATGGGTATGCATACTGAAGT
CGTTAGAAAGAACTTCATTTCTGGAATGTGGGCATTTATTGTCTCAGAAGCCTTGCTATTC
GTGGGCTTGTTGTGGGCATGTTTACACTTAGGCATGTCGCCGTCTGTAGCCCTGCAAATGC
AATGGCCCCCAGTGGGTATTGAGCCAATTGGATGGGATAAAAGGGCGTTGGTAATGAGCGC
CGTTTTAGCGGCTTCTTATTACTCAGCGAATGTGGCAATGGTCGCAAAGGACCCAAAAGTA
GTCATGGGGGCTTTGGCCACTACCATCGGATTAGGTGCTATGTTTCTTGCAGACCAATACC
TTGAGTACAATGAAACACCTTTCACAATTACTGATAGCCCATACGGTACCACTTTCTTTGT
TACGACTGGCTTTCACGGCATGCACGTGCTTCTGGGAAGTCTATACCTAACTGCTGCTCTA
ATGATGTACAAAAGAACTCATAATGCAGGTGCCGCCCTGAAGTCAAGTATTCTATACTGGC
ATTTTGTCGATATAGTGTGGATTGCTGTTTACGGCATAATATACGTTGGTCAGTAC-CT
GCAGGCGGCCGC
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APENDICE 5.

Oligonucledtidos utilizados para secuenciacion

Promotor PGK 5’ de pldsmido pFL61
PGK-F CAGATCATCAAGGAAGTAATTATC

Promotor PGK 3’ de pldsmido pFL61
PGK-R CTATTATTTTAGCGTAAAGGATG

Oligo interno de las secuencias Cox3 quiméricas
iCox3q-R GCAGTCAAATGATAATTTCTCATTCTAGCA

Oligo interno de la secuencia Cox3 de S. cerevisae
iScCox3-R TTTATTTCTATTACCAGCGATTAAAGCGTG

Oligo interno de la secuencia Cox3 de Polytomella sp.
iPsCox3-R CTTTAGCCACCATTGCAATATTAGCACTAT

Oligo interno de la secuencia Cox3 de C. reinhardtii
iCrCox3-R CCTTTGCGACCATTGCCACATTCGCTGAGT

Nota:

Los oligonucleétidos utilizados para la construcciéon de las proteinas quiméricas se encuentran
(Macedo-Marquez 2010).

en
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