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RESUMEN

La citocromo ¢ oxidasa (CcO) es el ultimo complejo de la cadena respiratoria
mitocondrial. En el genoma mitocondrial de la levadura Saccharomyces cerevisiae
se codifican 3 de las 12 subunidades de esta enzima, Cox1, Cox2 y Cox3. La
sintesis de cada una depende de proteinas conocidas como activadores
traduccionales que actuan en el extremo 5’-UTR de su mRNA blanco para activar
la traduccion. Pet54 es una proteina de la familia RRM (por las siglas en inglés
"RNA Recognition Motif") que se sintetiza en el citosol y se importa a la
mitocondria, donde lleva a cabo sus funciones. Originalmente Pet54 fue
identificado como uno de los tres activadores traduccionales especificos del
MRNA de COX3. Adicionalmente se encontr6 que Pet54 se necesitaba para
procesar un intron del gen mitocondrial COX17. En este trabajo describimos una
tercera funcion de Pet54 en la regulacion de la sintesis de Cox1 y que es
independiente de su funcidon en el procesamiento del intréon del transcrito de
COX1.

Cox1 es la subunidad mas grande de la CcO y es el centro de nucleacién de la
enzima durante su ensamblaje. Su sintesis esta altamente regulada por varias
proteinas entre las que se encuentra Mss51, Cox14 y Coa3. Estas proteinas
forman parte de un intermediario de ensamblaje de alto peso molecular conocido
como COA, donde también se encuentra Cox1 recién sintetizada. Estas
chaperonas coordinan el ensamblaje de la CcO con la traduccion del mRNA de
COX1, de tal manera que cuando hay un defecto en el ensamblaje de la CcO la
sintesis de Cox1 disminuye. En el laboratorio encontramos que esta regulacion
depende de sefales en el extremo carboxilo terminal de la misma proteina Cox1.
Cuando se elimina esta region de Cox1, la regulacion de la sintesis de Cox1 se
pierde, y la proteina se sintetiza a niveles normales aunque la CcO no se
ensamble. Se ha observado que esta regulacién se da en la gran mayoria de
mutantes que bloquean el ensamblaje de la CcO, excepto para la mutante Apet54.
Esto sugeria que Pet54 podia ser un regulador positivo de la sintesis de Cox1.

Nuestro objetivo fue estudiar el mecanismo mediante el cual Pet54 regula la



sintesis de Cox1. A partir del comportamiento unico de Pet54 se encontré que la
disminucién de la sintesis de Cox1 en mutantes Apet54 no soélo era independiente
del extremo C-terminal de Cox1, sino también de Cox14 y Coa3, reguladores

negativos de la sintesis de Cox1.

Mss51 es una chaperona con doble funcion, por un lado es activador traduccional
del mMRNA de COX7 actuando en su extremo 5-UTR, y formando un complejo de
180 kDa; por otro lado forma parte del complejo COA (de 250-450 kDa) al
interaccionar fisicamente con Cox1. Se piensa que Mss51 es el factor principal
que coordina la sintesis con el ensamblaje de Cox1. En este trabajo se encontro
que existe una interaccion genética entre Pet54 y Mss51, ya que la
sobreexpresion de Mss51 llevd a un rescate parcial de la disminucion de la
sintesis de Cox1 provocada por la mutacion Apet54. Mediante ensayos de doble
hibrido se observé una interaccion fisica débil y/6 transitoria entre Pet54 y Mss51.
Mediante geles azules nativos identificamos que en ausencia de Pet54, Mss51 se
encuentra separada del complejo COA, y se enriquece en el complejo de 180 kDa,
involucrado en la activacion traduccional del mMRNA de COX7. Nuestros datos
sugieren que aunque Mss51 se encuentra formando el complejo de activador

traduccional, Mss51 no se encuentra activa.

Se concluye que Pet54 es un factor necesario para la correcta sintesis de Cox1,
posiblemente promoviendo la funcién de Mss51 sobre la activacion traduccional
del mRNA de COX1.

Curiosamente, se observd que el efecto de Pet54 sobre la sintesis de Cox1 es
observable sélo en presencia de la proteina Cox1. Esto sugiere que Mss51
contiene sefales reguladoras en su secuencia que son modificadas al interactuar
con Cox1 durante su ensamblaje. Pet54 podria participar en el reciclaje de Mss51

a un nivel estructural.



ABSTRACT

Cytochrome c¢ oxidase (CcO) is the last complex of the mitochondrial respiratory
chain. Three, out of 12 subunits, named Cox1, Cox2 and Cox3, are coded by
mitochondrial genes in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Synthesis of these
three subunits depend on translational activators that act on the 5'-UTR of target
MRNAs to activate translation. Pet54 is a RRM protein (RNA Recognition Motif)
that is synthesized in the cytosol and imported into the mitochondria, where it
carries out its functions. Pet54 originally was identified as one of three translational
activators of COX3 mRNA. Additionally Pet54 is necessary to process an intron of
COX1 mRNA. In this work we describe a third, novel Pet54 function on the
regulation of Cox1 synthesis. This role is independent on its activity in processing
the COXT1 intron.

Cox1 is the largest subunit of CcO and is the enzyme's nucleation center during
assembly. Its synthesis is highly regulated by various proteins, including Mss51,
Cox14 and Coa3. These proteins form a high molecular weight complex known as
COA complex, in which Cox1 is also present. These chaperones coordinate CcO
assembly with COX7 mRNA translation. When there is a defect in CcO assembly,
then Cox1 synthesis decreases. In our lab we found that this control signal is
dependent on the carboxyl terminal region of Cox1. When this region of Cox1 is
deleted, then Cox1 synthesis regulation is lost, and the protein is synthesized to
normal levels, even when CcO is not assembled. The role that the Cox1 C-terminal
end plays is conserved among the majority of mutants that block CcO assembly,
except for Apetb4 mutant. This was the only case in which synthesis of Cox1 was
still decreased even if Cox1 lacked the C-terminal. This observation suggests that
Pet54 may have a positive role on Cox1 synthesis. Our goal was to understand the
mechanism by which Pet54 regulates Cox1 synthesis. The observed role of Pet54
was not only independent on the Cox1 C-terminal of Cox1 but also was
independent on Coa3 and Cox14, the negative regulators Cox1 synthesis.

Mss51 has a dual function, it is translational activator of COX7 mRNA, acting on
the 5-UTR, and forming an 180 kDa complex; Mss51 is also part of the COA
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complex (250-450 kDa) that physically interacts with Cox1. This is the central
factor that coordinates Cox1 synthesis and assembly. In this work, a genetic
interaction between Mss51 and Pet54 was observed, as the overexpression of
MSS51 led to a partial rescue of the reduced Cox1 synthesis caused by Apet54
mutation. Two-hybrid assays showed a weak and/or transient physical interaction
between Pet54 and Mss51. By blue native gels we identified that in the absence of
Pet54, Mss51 is enriched in the 180kDa complex involved in translational

activation of COX7 mRNA. However, Mss51 is not competent for translation.

It is concluded that Pet54 is necessary for efficient synthesis of Cox1, possibly by

promoting the activation of Mss51 as translational activator of the COX7 mRNA.



INTRODUCCION.
La levadura S. cerevisiae como modelo de estudio.

S. cerevisiae se utiliza ampliamente como modelo de estudio de la dinamica vy
funcion mitocondrial. Gracias a su capacidad fermentadora, la levadura puede
sobrevivir aun cuando la cadena respiratoria esté afectada. Esto permite manipular
genes que afecten la produccion de ATP en la levadura sin afectar la viabilidad del
organismo. En este organismo se pueden utilizar herramientas muy poderosas de
genética que permiten identificar factores asociados a la funcidon mitocondrial con
facilidad. Esto se debe a que S. cerevisiae posee una recombinacién genética
altamente eficiente que permite la manipulacion facil y rapidamente de genes
nucleares. En 1996 se publicé le secuencia del genoma de S. cerevisiae (Goffeau
A, 1996), y en 1998 se pudo secuenciar completamente su genoma mitocondrial
(Foury F et al, 1998).

Actualmente se cuenta con las herramientas moleculares para manipular
facilmente tanto el genoma mitocondrial como el genoma nuclear de S. cerevisiae
(Bonnefoy N and Fox TD, 2002). Esto hace de este organismo uno de los modelos
mas utilizado para estudiar a la cadena respiratoria. Ademas, se sabe que muchos
de los genes que tienen una funcién en la biogénesis mitocondrial en S.
cerevisiae, tienen homologos en humano (Soto IL et al, 2012, Szklarczyk R et al,
2012). Por ello, esta levadura es también un modelo muy importante para estudiar
las bases moleculares de enfermedades mitocondriales humanas derivadas de

mutaciones en genes conservados.

La mitocondria y su genoma.

La mitocondria es el organelo en el que se encuentra la cadena transportadora de
electrones compuesta por los complejos respiratorios (Figura 1). Estos transportan
electrones desde el NADH y el FADH2 hasta al oxigeno. En S. cerevisiae, existen

tres complejos respiratorios: el complejo Il (succinato deshidrogenasa) que



transporta los electrones del succinato a la ubiquinona; el complejo Il o complejo
bc1, que oxida al ubiquinol y cede los electrones al citocromo c, transportando 4
protones al espacio intermembranal (EIM); y el complejo IV (citocromo ¢ oxidasa)
que oxida al citocromo ¢ y reduce el oxigeno, transportando durante este proceso
2 protones por cada 2 electrones. EI bombeo de protones al espacio
intermembranal genera un gradiente electroquimico que es aprovechado por la

ATP sintasa para producir ATP.

Espacio
intermembranal

4H* 2H*

H'I-

Succinato  Fumarato %02 +2H*—H,0
Complejo I '
. Complejo Il 7 N
Matriz ADP ATP
Complejo IV
ComplejoV

Figura. 1. Cadena respiratoria de S. cerevisiae en la membrana interna mitocondrial. Los cristales
se obtuvieron de Protein Data Bank: Complejo Il, 1ZOY (Sun F, et al 2005), Complejo Ill, 1INTM
(Gao X, et al 2003), Complejo 1V, 10CC (Tsukihara, T et al 1996) y la ATP sintasa 2WPD (Giraud
MF, et al 2012). Se esquematiza el flujo de electrones (flechas negras) y la translocacién de los

protones hacia el espacio intermembranal (flechas rojas).

La mitocondria contiene su propio material genético (mtDNA), localizado en la
matriz mitocondrial. Este genoma es muy compacto (70-85 Kb) y en el caso de S.
cerevisiae, codifica para solo 8 proteinas, siete de las cuales son subunidades de

los complejos de la cadena respiratoria: Cob, el citocromo b del complejo Ill; Cox1,



Cox2, Cox3, de la CcO; Atpb6, Atp8 y Atp9 de la ATP sintasa. La proteina restante,
Var1, forma parte de la subunidad chica del ribosoma. Este genoma codifica
ademas 24 tRNAs y los rRNA 15S y 21S que forman al ribosoma mitocondrial, asi
como un RNA 9S que forma parte de la RNAasa P (Foury F et al, 1998).

El genoma mitocondrial de levadura contiene intrones en los genes COX17, COBy
rRNA 21S. El numero de intrones varia entre cepas de laboratorio; incluso existen
cepas de levadura que no contienen intrones en el mtDNA y la funcidn respiratoria
no se ve afectada (Séraphin B et al, 1987). Pueden encontrarse hasta siete
intrones en COX1, cinco en COB y uno en el RNA 21S (Tzagoloff A et al, 1986).
La mayoria de los intrones en COX1y COB son marcos de lectura abiertos (ORF)
que se encuentran en fase con los exones que les preceden (Figura 2). Cinco
intrones codifican para madurasas (bi2, bi3, y bi4 de COB; aif1 y ai2 de COX1) que
participan en el procesamiento de algunos intrones mitocondriales.
Adicionalmente, cuatro intrones codifican para endonucleasas (ai3, ai4, y aiba de
COX1 y w del rRNA 21S) y dos intrones codifican para transcriptasas reversas
(ai1 and ai2 de COXT1) (Lipinski A et al, 2010).



A)

15 SRNA
Tpr

B) COB

cox1

ATP8
ATP6

Glu

coB

ATPS
serl

VAR1

21 SRNA

Thr2 Asp Cys Ser2 His

Arg2 Leu Ala GIn lle C) COX1

Lys Tyr Asn Gly met

COX2 ail  ai2 ai3 ai4  aiSa  ai5P ai5y ATP8 ATP6

A3 Ad AS5a A5PB A5y A6
Phe Thr Val

L L0 [
cox3

9S RNA

Figura 2. A) Genoma mitocondrial de S. cerevisiae. En naranja se muestran los exones y en verde
los intrones. En amarillo se muestra los RNA ribosomales y en lineas azules los tRNAs (Thr2, Asp,
Cys, Ser2, His, Arg2, Leu, Ala, GIn, lle, Lys, Tyr, Asn, Gly, Met, Phe, Thr y Val). Diagrama del
transcrito de COB (B) y de COX1 (C). En letras negritas se indican los exones. En café se
muestran los intrones que codifican para madurasas, y en gris el resto de los intrones. Modificado
de Dieckmann, CL and Staples, R. (1994)
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La transcripcion del genoma mitocondrial es catalizada por la RNA polimerasa
mitocondrial (MtRNAP), conformada por la subunidad catalitica Rpo41p y el factor
de transcripcion Mtf1p (Costanzo MC and Fox TD, 1990). La mtRNAP produce
trece transcritos primarios en forma de policistrones que incluyen varias
combinaciones de rRNAs, tRNAs y mRNAs, y que generalmente contienen tRNAs
en sus extremos, y funcionan como las principales sefiales de procesamiento
(Schafer B, 2005). Un ejemplo de un policistron es el caso del transcrito de COX1
(Figura 2C), el cual se transcribe junto con ATP8 y ATP6. Este policistron es
procesado entre el cistron COX71 y ATP8, de esta manera liberando a COX1
maduro (Lipinski et al, 2010).

Complejo IV mitocondrial o citocromo ¢ oxidasa (CcO)

El complejo IV mitocondrial es el ultimo aceptor de electrones de la cadena
respiratoria y lleva a cabo la reduccion del oxigeno a agua (Figura 3). Esta
reaccion esta acoplada al transporte de 4 protones hacia el espacio
intermembranal por cada 4 electrones transferidos a la molécula de oxigeno. La
CcO consta de 12 subunidades en levadura y 13 en mamiferos (Fontanesi F et al,
2006). Tres de estas subunidades, Cox1, Cox2 y Cox3, son altamente hidrofébicas
y se codifican en el DNA mitocondrial, mientras que el resto de las subunidades se
importan a la mitocondria desde el citosol. En la estructura cristalina de bovino se
aprecia que las subunidades Cox1, Cox2 y Cox3 forman el centro del complejo, el
cual se encuentra rodeado por las diez subunidades adicionales (Tsukihara, T et al
1996).

El transporte de electrones en el complejo IV comienza con la oxidacion del
citocromo ¢ por un centro binuclear de iones de cobre llamado Cua que se
encuentra en el dominio intermembranal de Cox2. Posteriormente, el electrén es
transferido al hemo a en Cox1 y finalmente transportado al centro hemo as:Cus,
donde una molécula de oxigeno se reduce a 2 moléculas de agua (Khalimonchuk
O et al, 2010).

11



Matriz

Figura 3. Modelo cristalografico de un monémero de la CcO. Se muestran en verde las
subunidades provenientes del citosol. Las subunidades codificadas en el genoma mitocondrial son
Cox1 (en rojo), Cox2 (en azul), y Cox3 (en morado). En amarillo se muestra el centro hemo as:Cus.

(Tsukihara, T et al 1996). EIM, espacio intermembranal.

El ensamblaje de la CcO es un proceso muy complejo debido al origen tanto
nuclear como mitocondrial de sus subunidades (figura 4). Se han descrito al
menos 30 factores que ayudan al ensamblaje de este complejo en levadura
(Fontanesi F et al, 2008). Las subunidades no ensambladas son degradas
rapidamente, principalmente las subunidades que son codificadas en el mtDNA
(Nakai T et al, 1994). Se propone que el ensamblaje de la CcO se lleva a cabo
agregando modulos preensamblados cuyos nucleos se forman a partir de cada
subunidad mitocondrial. De este modo, Cox1 forma un médulo, que se propone es

al que se le agregan el resto de médulos y subunidades. Cox2 forma otro modulo
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y Cox3 forma un tercer modulo. (Su CH, et al, 2014; Mcstay GP et al, 2013). El
modulo de Cox1 se comienza a formar por la adicion de las chaperonas Coafl,
Cox14 y probablemente Coa3, que se asocian con Cox1 en un estadio conocido
como D1. Posteriormente se ha propuesto que se agrega la chaperona Mss51 y la
subunidad Cox5 para formar el subcomplejo D2. La adicion de la subunidad Cox6
forma el estadio D3. A continuacion se forma el subcomplejo D4 aunque no se
sabe a ciencia cierta cual es su composicion. El ultimo estadio es D5 que contiene
a la chaperona Shy1 ademas de los componentes anteriores (McStay G, et al
2013). El médulo de Cox3 inicia con el subcomplejo C1 que esta formado por
Cox3-Cox4-Cox7-Cox13, posteriormente se forma el subcomplejo C2, al que se le
adiciona Rfc1, y por ultimo se forma un subcomplejo C3-C4 con una composicion
aun por determinar (Figura 4). La composiciéon del médulo de Cox2 no se ha
podido establecer, pero se especula que puedan estar presentes las subunidades
Cox9y Cox12 (Su CH, et al, 2014; Mcstay GP et al, 2013).

Se ha sugerido que la insercion de los grupos hemo a Cox1 se lleva a cabo antes
de la adicion de las subunidades Cox5 y Cox6, ya que en las mutantes COX70 y
COX15, cuyos productos llevan a cabo la insercién de los grupos hemos a Cox1,
no se observa la acumulacién del intermediario Cox1-Cox5-Cox6 (Williams SL et
al , 2004). Esto indica que los grupos hemo le confieren a Cox1 cierta
conformacién que le ayuda a asociarse con Cox5 y Cox6. Las mutantes de las
chaperonas COX11, que produce las proteina encargada de la incorporacion del
Cus, pueden acumular el intermediario Cox1-Cox5-Cox6, lo que apunta a que el
Cus se agrega posteriormente a este intermediario (Williams SL et al, 2004). La
proteina Sco1 le confiere el Cu a Cox2 para formar el Cua. Mutantes Ascof
propician una fuerte inestabilidad de Cox2 por lo que el modulo de Cox2 no es
formado adecuadamente (Rigvy K et al, 2008).
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Figura 4. Modelo propuesto para el ensamblaje de la CcO. El ensamblaje de la CcO comienza con

tres modulos, el de Cox1, el de Cox2 y el de Cox3. Se muestran los pasos sucesivos del
ensamblaje de la CcO y la adicién de los grupos hemo a, hemo as. Basado en Su CH, 2014 y en

Mcstay GP 2013. Las subunidades se muestran en color y las chaperonas en cuadros blancos.

La subunidad Cox1 de la CcO

La subunidad | (Cox1) del complejo IV cuenta con doce cruces transmembranales,
contiene dos grupos hemo a y un atomo de cobre, Cus, que participan en la
reduccion del oxigeno a agua (Figura 5). En la levadura, el residuo His’ en la
segunda hélice y la His®”® en la hélice 10 coordinan al grupo hemo a, y la His®"®
sirve de ligando al grupo hemo as (Bestwick M et al 2010). El Cus esta unido a
Cox1 mediante la His'. Los extremos carboxilo y amino terminal de Cox1 estan
expuestos hacia la matriz mitocondrial (Tsukihara T et al, 1996). Cox1 contiene las
vias para translocar los protones hacia el espacio intermembranal (Tsukihara T et

al, 1996) y es el centro de nucleacion para el ensamblaje de la CcO (Mick DU et
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al, 2012). Cox1 tiene 514 aminoacidos y forma el centro catalitico junto con las
subunidades 2 y 3. En el modelo cristalografico de bovino se observa que ademas
de estas dos subunidades, en la CcO, Cox1 sélo entra en contacto con las
subunidades de origen nuclear Cox8 y Cox5a, mientras que el resto de las
subunidades rodean este subcomplejo Cox1-Cox5a-Cox8 (Tsukihara T et al,
1996).

Matriz

Figura 5. Modelo cristalografico de Cox1 de bovino. En rojo se observan sus doce cruces
transmembranales. En verde se muestran los grupos hemo a y hemo as. En azul se indica el atomo
de cobre. PDB 10CC (Tsukihara T et al, 1996).

El ensamblaje de la CcO requiere de una regulacion estricta para evitar la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) dafinas para las
células. La mayor fuente de produccion de ROS, principalmente como superoxido,
es la cadena respiratoria a través de los complejos I, Il y Ill. Los ROS son
producidos cuando los electrones escapan de los grupos prostéticos de la cadena
respiratoria y reaccionan directamente con el oxigeno (Drése S and Brandt U,

2012). Se ha propuesto que el hemo a de Cox1 mal ensamblado podria tener

15



actividad de peroxidasa, y por lo tanto producir especies pro-oxidantes
(Khalimonchuk O et al, 2007).

Cox1 es una de las subunidades cuya biogénesis es muy regulada. La cantidad y
estequiometria de Cox1 se controla por dos medios principalmente: su
degradacion proteolitica, mediada por las proteasas mitocondriales AAA ATP-
dependientes (Arnold | et al, 2002) y por metalopeptidasas como Oma1 (Kaser M
et al, 2003), y mediante el control de la sinteis de Cox1. Esta forma de regulacién

es la que nos interesa estudiar en este trabajo.

La sintesis de Cox1 se coordina con su insercion y su ensamblaje dentro de la
membrana interna mitocondrial mediante un proceso muy complejo. Nuestro grupo
y otros laboratorios han observado que la sintesis de Cox1 disminuye en mutantes
que no ensamblan a la CcO (Poutre CG et al 1987; Calder KM et al, 1991; Shingu-
Vazquez M et al, 2010). Algunos de los factores involucrados en esta regulacion

se describen a continuacion:

1.- Activacion traduccional: Mss51 y Pet309 llevan a cabo la activacion
traduccional del mMRNA de COX7 actuando en el extremo 5’UTR del mRNA para
promover la traduccion. Mutantes nulas de estas dos proteinas no respiran debido
a que Cox1 no se puede sintetizar (Manthey GM et al, 1995; Decoster E et al,
1990; Perez-Martinez X et al, 2009). Los mRNA mitocondriales no poseen una
secuencia Shine-Dalgarno ni dependen de un mecanismo de scanning para
posicionar al ribosoma mitocondrial en el AUG de inicio, como sucede en bacterias
y en el citosol, respectivamente. Por ello se propone que los activadores

traduccionales llevan a cabo esta funcién (Fox TD, 1996).

Pet309 es una proteina de origen nuclear que se asocia de manera periférica a la
membrana interna, mirando hacia la matriz mitocondrial (Tavares-Carreén F et al,
2008). Cuenta con 965 aminoacidos y contiene en su secuencia motivos
Pentatricopeptide Repeat (PPR por sus siglas en inglés). Sabemos que Pet309
actua en el extremo 5’UTR del mMRNA de COX7 (Manthey GM et al, 1995; Pérez-
Martinez X et al, 2009) e interacciona fisicamente con el extremo mRNA de COX1
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(Zamudio-Ochoa et al, 2014). Ademas, se ha observado que Pet309 interacciona
con el ribosoma mitocondrial a través del extremo amino terminal (Zamudio-Ochoa

et al, manuscrito en preparacion).

Mss51 es una proteina que se importa a la mitocondrial desde el citosol, consta de
436 aminoacidos y al igual que Pet309, se asocia periféricamente a la membrana
interna mirando hacia la matriz mitocondrial (Siep et al, 2000). A diferencia de
Pet309, Mss51 contiene al menos dos sitios de accidn, uno en el extremo SUTR
del mRNA de COX1 y otro en la regidén codificante. Ambos sitios de accion son
necesarios para la sintesis de Cox1, por lo que se ha sugerido que Mss51 tiene un
papel de activador traduccional y como factor de elongacién en la sintesis de Cox1
(Pérez-Martinez X et al, 2003; Pérez-Martinez X et al, 2009). Adicionalmente
Mss51 interacciona fisicamente con la proteina Cox1 recién sintetizada (Pérez-
Martinez X et al, 2003) y una pequefa porcidén interacciona con el ribosoma
(Zamudio-Ochoa et al, manuscrito en preparacion). Hasta el momento no se ha
demostrado la asociacion de Mss51 con el mMRNA de COX7 (Zamudio-Ochoa et al,
2014).

2.- Acoplamiento entre el ensamblaje de Cox1 recién sintetizada y su sintesis: La
proteina Cox1 recién sintetizada se asocia con varias chaperonas para formar
complejos de alto peso molecular, conocidos como complejos COA. Se propone
que estos complejos monitorean el estado de ensamblaje de la CcO dentro de la

membrana (Soto | et al, 2012).

Ademas de su funcién como activador traduccional, Mss51 se asocia a Cox1
recién sintetizada, sirviéndole como chaperona (Pérez-Martinez X et al, 2003).
Estas dos proteinas forman parte de los complejos COA que incluyen a Cox14,
Coa3, Coa1l y Shy1. El tamafio de estos complejos en geles nativos va de 250-
450 kDa (Mick DU et al, 2010) y en gradientes de sacarosa muestran una masa
molecular de 450 kDa (Fontanesi F et al, 2009).

Cox14, considerado un regulador negativo de la sintesis de Cox1, interacciona con
Mss51 y con Cox1 recién sintetizada y es indispensable para una unién estable de
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estas dos ultimas proteinas (Barrientos A et al, 2004; Pérez-Martinez X et al,
2009). Cox14 tiene un tamano de 7.9 kDa, se encuentra embebida en la
membrana interna mitocondrial (Glerum DM et al, 1995) y es indispensable para el
crecimiento de la levadura en medios respiratorios. Las mutantes nulas de este
gen sintetizan Cox1 normalmente, a pesar de que la CcO no se ensambla. Lo
mismo se observa si se combina una mutante cox74 con una interrupcion de
cualquier otro gen necesario para el ensamblaje de la CcO (Barrientos A et al,
2004). Se piensa que Cox14 es una chaperona que sigue el ensamblaje de la CcO
hasta sus ultimas etapas ya que se ha encontrado en supercomplejos (Mick DU et
al, 2010).

Coa3, también se considera un regulador negativo de la sintesis de Cox1. Se
encuentra embebida en la membrana interna mitocondrial. Se ha demostrado su
interacciéon con el complejo que contiene a Cox1, Mss51, Cox14 y Shy1, y
ademas con supercomplejos (Mick DU et al, 2010). Ademas, presenta el mismo
fenotipo que la mutante Acox74, es decir, restablece la sintesis de Cox1 en
mutantes de ensamblaje de la CcO (Mick DU et al, 2010; Fontanesi F et al, 2011).

El modelo actual para explicar la regulacion de la sintesis de Cox1 se describe a
continuacion (Figura 6) (revisado en Herrmann JM et al, 2012; Soto IC et al, 2012;
Mick DU et al, 2012): 1) Mss51 y Pet309 activan la traduccion del mRNA de
COX1. Estas proteinas asisten al ribosoma mitocondrial a localizar el codon de
inicio (Zambrano A et al, 2007; Zamudio-Ochoa A et al, 2014). 2) Mss51 ademas
interacciona con Cox1 para formar parte de los complejos COA. El extremo
carboxilo terminal de la proteina Cox1 es importante para mediar esta interaccion
(Shingu-Vazquez M et al, 2010). Dentro de estos complejos se encuentra también
Cox14 y Coa3. De esta manera se forman complejos COA de alto peso molecular
que involucran por lo menos a Mss51-Cox14-Coa3-Cox1. 3) Mss51 queda
atrapado en este complejo hasta que Cox1 adquiera sus grupos prostéticos y se
agregue el resto de subunidades de la CcO. Se propone que la asociaciéon de
Mss51 depende de la conformacion del extremo C-terminal de Cox1, la cual podria

ir cambiando conforme se ensambla la CcO (Shingu-Vazquez M et al, 2010;
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Garcia-Villegas et al, manuscrito en preparacion). Se ha sugerido que la sintesis
de Cox1 disminuye en mutantes que bloquean el ensamblaje de la CcO porque
Mss51 queda atrapado en los complejos COA, lo que evita que pueda llevar a
cabo su papel como activador traduccional. En este modelo Cox14 y Coa3 son los
encargados de estabilizar la union de Mss51 al complejo COA para “atraparlo” e
impedir su funcién como activador traduccional. Es por esto que mutantes nulas
Acox14 y Acoa3 no regulan la sintesis de Cox1, de tal forma que la sintesis es
normal aunque la CcO no se pueda ensamblar (Mick DU et al, 2010; Fontanesi F
et al, 2011; Barrientos A et al, 2004).
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Figura 6. Modelo para la regulacién de la sintesis de Cox1. El ciclo comienza con Mss51 y Pet309
activando la traduccion del mRNA de COX7 (1). Posteriormente, Mss51 se asocia con Cox1 recién
sintetizada y otras chaperonas de ensamblaje de la CcO para formar complejos COA (2). Conforme
se agregan las subunidades de la CcO, Mss51 queda libre de este complejo y puede llevar a cabo
un nuevo ciclo de traduccion (3). El extremo C-terminal de Cox1 (rojo) podria monitorear el estado
de ensamblaje de Cox1 y permitir la liberacion de Mss51 del complejo COA. EIM, espacio

intermembranal.

Otro factor importante para la regulaciéon de la sintesis de Cox1 es su propio
extremo carboxilo terminal. Es la parte mas soluble de la proteina y mira hacia la
matriz mitocondrial. Se ha observado que es importante para estabilizar la
interaccidén entre Mss51 y Cox14. En mutantes de ensamblaje en las que Cox1
carece de los ultimos 15 amino acidos del extremo carboxilo terminal (Cox1AC15),
la sintesis de Cox1 es muy similar a lo observado en una cepa silvestre (Shingu-

Vazquez et al, 2010), indicando que la regulacion se ha perdido. Este efecto es
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muy similar al observado para una mutante Acox14 o Acoa3. Por lo anterior, se
propuso que Mss51 interacciona con Cox14 a través del extremo carboxilo
terminal de Cox1. Conforme se agregan las subunidades de la CcO, este extremo
carboxilo terminal cambia de conformacién y Mss51 pierde su interaccién con el
complejo COA, pudiendo asi llevar a cabo un nuevo ciclo de traduccion del mRNA
de COX1.

La proteina Pet54

Pet54 es una proteina de origen nuclear, cuenta con 293 aminoacidos y es
importada a la mitocondria aunque no se ha identificado una presecuencia que la
dirja al organelo. Se asocia de forma periférica a la membrana interna
mitocondrial y se localiza hacia la matriz mitocondrial (McMullin TW and Fox TD,
1993). Contiene en su secuencia un dominio RRM (RNA recognition motif). Este
es el dominio mas abundante en proteinas que unen RNA y consta de
aproximadamente 90 aminoacidos. Se han descrito dos regiones conservadas en
este dominio necesarias para la unién de RNA: la region RNP1, en que participan
principalmente tres aminoacidos aromaticos, y la region RNAP2 (Maris C et al,
2005). Su estructura caracteristica es de tipo B1a1B2Bsazp4 (Figura 7). Donde las
cuatro laminas B sirven de superficie de union de dos a 8 nucledtidos de RNA
(Cléry A et al, 2008). Ademas de su funcidén en la interaccion con RNA se ha
observado que los dominios RRM sirven de union a proteinas y otros dominios.
Incluso se ha demostrado que algunos dominios RRM no unen RNA sino que su
unica funcion es unirse a otras proteinas (Fribourg S et al, 2003). La conformacion
de este motivo tiene una amplia diversidad para unir secuencias de RNA por lo
que no se ha encontrado una secuencia conservada de union de RNA (Cléry A et
al, 2008).

Pet54 interacciona fisicamente con Pet122 y Pet494 para llevar a cabo la
activacién traduccional del mRNA mitocondrial COX3 (Brown NG et al, 1994), que

codifica para la subunidad 3 de la CcO. En mutantes nulas de cualquiera de estos
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tres factores, Apet54, Apet122 o Apet494, no se sintetiza la subunidad Cox3 de la
CcO.

Figura 7. Modelo cristalografico del dominio RRM de la proteina hnRNP. Se indican las dos hélices
a y las cuatro estructuras lamina B-plegada. Se muestra la superficie de union a nucleétidos. En
verde se muestran los aminoacidos aromaticos necesarios para la union de nucleétidos (indicados
en amarillo). Tomado de (Cléry A et al, 2008).

Pet54 tiene ademas la funcion de escindir el intron ai5p del pre mMRNA de COX1.
Por medio de inserciones se han descubierto posibles sitios de Pet54 necesarios
para esta funcion. Entre estos sitios se encuentran: D%-P%7, | 146-T147 ¢ |285- 286
(Valencik M et al, 1989) (Figura 8).

Mediante experimentos in vitro de union a RNA se ha demostrado que Pet54 se
une al extremo 5’'UTR del mMRNA de COX3 en la regién de -590 a -512 nucleétidos

rio arriba del coddn de inicio (Kaspar B et al, 2008). De igual manera se une al
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intron ai5p mediante 66 nucledtidos que incluyen 3 nucledtidos del exdn en su
extremo 3’. La similitud entre estas dos secuencias es significativa ya que son

extremadamente ricas en los nucleétidos AU (Kaspar B et al, 2008).

N-terminal

C-terminal

Fig. 8. Modelo de Pet54 de acuerdo al software I-TASSER (Zhang Y et al, 2008). En azul se
muestra el dominio RRM, en rojo se muestran los aminoacidos en los que se realizaron

inserciones y que afectan la expresion de COX1.

En este trabajo descubrimos que Pet54 tiene una tercera funcion regulando la
sintesis de Cox1. Esta funcion es independiente de la presencia de intrones del
transcrito de COX71. Si bien Pet54 no es absolutamente indispensable para
sintetizar a Cox1, si es necesaria para obtener niveles 6ptimos de su sintesis. En
este trabajo describimos como se descubridé esta tercera funcion, qué
caracteristicas posee y discutimos su posible mecanismo de accién
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JUSTIFICACION

Como se menciond, el ensamblaje de la CcO es un proceso complejo dado el
origen tanto nuclear como mitocondrial de sus subunidades. Su ensamblaje
involucra varias etapas, asi como diversas chaperonas que participan en estas
etapas. Se ha observado que la sintesis de la subunidad Cox1 es altamente
regulada (Mick DU et al, 2010), de tal manera que cuando existe un defecto en el
ensamblaje de la CcO la sintesis de Cox1 disminuye, evitando que se formen
intermediarios mal ensamblados. Sin embargo, cuando a Cox1 se le elimina el
extremo carboxilo terminal o cuando los reguladores negativos de la sintesis de
Cox1, Cox14 y Coagd, son eliminados, los niveles de Cox1 se restablecen, incluso
cuando CcO no se puede ensamblar porque falta una subunidad o una chaperona
(Barrientos A et al, 2004; Mick DU et al 2010; Shingu-Vazquez et al, 2010).

En el laboratorio nos encontrabamos estudiando si el papel regulador del extremo
carboxilo terminal de Cox1 se conservaba en presencia de diferentes mutaciones
que afectaban el ensamblaje de la CcO. Para ello se generaron mutaciones en
que se eliminaban diversas subunidades de la enzima, asi como chaperonas de
ensamblaje que participan en diferentes etapas (Shingu-Vazquez et al, 2010). En
todos los casos se encontr6 que, como era de esperarse, si la CcO no se
ensamblaba entonces la sintesis de Cox1 disminuia. Cuando ademas se
eliminaba el extremo C-terminal de Cox1 (Cox1AC15), la sintesis de Cox1 se
recuperaba, aunque la CcO no se ensamblara (Shingu-Vazquez M et al., 2010). Lo
anterior indica que el extremo C-terminal de Cox1 regula su propia sintesis en
todas las mutantes del ensamblaje de la CcO. Sin embargo, llamé nuestra
atencion que la unica mutante que se comport6 diferente era la mutante Apet54.
En este caso la sintesis de Cox1AC15 no se recuperd. Este efecto es especifico
para Pet54, y no se debe a la ausencia de Cox3 ya que al estudiar la mutante
Apet122 (otro activador traduccional de COX3), la sintesis de Cox1AC15 se
recuperd a niveles normales como se observa para la mayor parte de las
mutantes. Este comportamiento es independiente de la presencia de los intrones

de COX1. Todo esto indica que aparte de la funcion de Pet54 como activador

24



traduccional del mRNA de COX3, como factor de splicing del intrén al53 de COX1,

esta proteina posee una tercera funcion, en este caso regulando la sintesis de
Cox1 (Shingu-Vazquez M et al., 2010).

El objetivo de este trabajo es estudiar cual es el mecanismo por el cual Pet54

llevaria a cabo esta nueva funcién reguladora.

HIPOTESIS

Dado que en la mutante Apet54 los niveles de sintesis de Cox1 disminuyen y no
se restablecen en las cepas con Cox1AC15, entonces Pet54 debe tener una

nueva funcién en la sintesis de Cox1, posiblemente como un regulador positivo.

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el mecanismo por el cual Pet54 regula la sintesis de Cox1.

Objetivos particulares

1. Llevar a cabo una caracterizacion del efecto de Pet54 sobre la sintesis de Cox1:

- Estudiar si la disminucion de la sintesis de Cox1 se debe especificamente

a la ausencia de Pet54 o este efecto es debido a una ausencia de Cox3.

-Demostrar si la disminucion en la cantidad de Cox1 observada en las
mutantes Apet54 se debe a una disminucion en su sintesis o a un aumento

en su degradacion.
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- Analizar si la regulacién de Pet54 depende de las chaperonas Cox14 y
Coas.

2. Estudiar si el papel de Pet54 es a nivel de la activacion traduccional de Cox1:

- Estudiar si el efecto de la mutante Apet54 se localiza en los extremos
UTR’s del mMRNA de COX1.

- Explorar si la estabilidad de los activadores traduccionales del mRNA de
COX1, Pet309 y Mss51 se ve afectada en la mutante Apet54.

3. Estudiar si Pet54 actua sobre el complejo COA de alto peso molecular.

- Estudiar si Pet54 interacciona con Mss51 o con Cox1.

- Estudiar si Pet54 comigra con los complejos COA de alto peso molecular
de Mss51.

- Estudiar si la migracion de Mss51 en los complejos de alto peso

molecular cambia en la mutante Apet54.
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MATERIALES Y METODOS.
Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas.

Estas se encuentran descritas en el apéndice |.

Medios de cultivo.

YPD (1 litro):
Extracto de levadura 10 g
Peptona 209
Dextrosa 20g
Adenina 0.03 g

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

YPGal (1 litro):

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

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

YPEG (1 litro):

Extracto de levadura 109



Peptona 209

Glicerol 30 ml

Etanol 30 ml

(Adicionar después de esterilizar y cuando el medio este a 50 °C)
Adenina 0.03 g

Agar 209

Esterilizar en autoclave.

Medio minimo Gal/-Met (1 litro):
Base nitrogenada sin aminoacidos 6.79
Dextrosa o galactosa 20g
Mezcla de suplementos
Medio -Met 0.75¢

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

Generacion de mutantes nucleares (Amberg D et al, 2005).

Las mutantes nucleares en las que se elimind un gen que codifica para una
proteinade se obtuvieron reemplazando el gen en el locus original con casetes de
resistencia a kanamicina (KANMX4) o de marcadores de auxotrofia (LEU2 o
URA3). El gen de eliminacién (KanMX4, LEU2 o URA3) se amplificé por PCR a
partir de DNA total de levadura, en el cual el gen ya se encontraba sutituido,
utilizando un juego de oligonucledtidos especificos para cada gen ubicados
aproximadamente 300 nucleétidos rio arriba del coddén de inicio o 300 nucledtidos
rio abajo del codén de paro. Los productos de PCR se separaron en un gel de
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agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y se purificaron siguiendo las
instrucciones del sistema comercial de QIAGEN. Las células se transformaron con
estos productos de PCR y las deleciones se integraron al cromosoma mediante

recombinacion homaéloga.

Transformacion de las levaduras (Burke Dan, 2000).

» Se cultivaron dos o tres colonias de levadura en 2 ml de medio YPD toda la

noche a 30°C en agitacion.

* A la mafana siguiente se adicionaron 2 ml mas de medio YPD e incubaron 2

horas mas a 30°C en agitacion.

» Se centrifugaron 600 pl de los cultivos a transformar por 1 min a 13200 g a

temperatura ambiente. Se eliminé completamente el sobrenadante.
*» Se resuspendid el botén celular en 52.5 uyl de amortiguador de transformacion.
» Se adiciond el DNA (desde 100 ng a varios ug).

- Estrategia para las transformaciones en donde el DNA debe integrarse al

genoma (productos de PCR):

» Cada muestra de botén celular con amortiguador de transformacion se incubé 30

min a 30°C, posteriormente se calentdé 15 min a 42°C.
* Se agito ligeramente cada 10 min.
» Se adiciond 1 ml de medio YPD y se incub6 2 horas a 30°C.

» Se centrifugd 1 min a 13200 g, a temperatura ambiente. Se eliminaron 900 ul del
medio YPD.

- Estrategia para las transformaciones por medio de plasmidos:
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» Cada muestra de botdn celular con amortiguador de transformacion se incubé 30

min a 42°C agitando ligeramente en vértex cada 10 min.
» Se plaqued la mezcla en el medio sélido de seleccidn necesario.

Amortiguador de transformacion (para una transformacion):

PEG 3350 50% 40 pl
DTT 1M 5 pl
Acetato de litio 2M 5 ul

DNA de esperma de salmén 10 mg/ml 2.5 ul

(Antes de usar hervir 10 minutos y mantener en hielo)

Purificacion de DNA total de las levaduras (Burke Dan, 2000).

» Se cultivaron dos o tres colonias de levadura en 2 ml de medio YPD toda la
noche a 30 °C.

* Los cultivos se centrifugaron 1 min a 13200 g a temperatura ambiente.

* Las células se lavaron con 500 uyl de agua y se recuperaron por medio de

centrifugacion, como en el paso anterior.
* El botdn celular se resuspendio en 200 ul de amortiguador de lisis.

» Se adicionaron 200 pl de una mexcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1).

» Se agitd en el vortex por 3 min a velocidad maxima a temperatura ambiente.

» La mezcla se centrifugd 5 min a 13200 g, a temperatura ambiente.
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» Se separod la fase acuosa (fase superior) y se colocd en un tubo nuevo. Se
precipito adicionando 1/10 volumenes de acetato de sodio 3M pH 53 y 3

volumenes de etanol al 100%. Se incubo 10 minutos a -20°C.
* La mezcla anterior se centrifugé 10 min a 13200 ga 4 °C.

* El botén de DNA se lavo con 1 ml de etanol al 70% previamente enfriado a -
20°C.

» Se centrifugd 1 min a 13200 ga 4°C. Se dejo secar la muestra al aire.

» Se resuspendié en 50 ul de agua estéril.

Amortiguador de lisis (20 ml):

Triton X-100 400 pl
SDS 20% 1 mi
NaCl5M 400 pl
Tris-HCL 2 M pH 8.0 100 pl

EDTA-Na 0.5 M pH 8.0 40 pl

Agua 18.06 ml

Purificaciéon de mitocondrias, modificado de (Glick BS and Pon LA, 1995).

*Se cultivaron dos o tres colonias de levadura en 2 ml de medio YPGal toda la
noche a 30°C.

» Se resembraron en 25 ml de medio YPGal e incubaron a 30°C toda la noche

(dos noches para cepas que no respiran).
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* Del cultivo anterior se resembraron 15 ml en 500 ml de medio YPGal, y se incubd

toda la noche a 30°C hasta una absorbancia a 600nm entre 1.4y 1.6.
» Se centrifugd a 2831 g por 10 min a temperatura ambiente.

* El botdn de cada tubo se lavé una vez con agua fria y se juntaron todos en un

tubo de centrifuga previamente pesado.

. Se centrifugaron a 2831 g por 10 min a temperatura ambiente. Se elimin6 el

sobrenadante y se peso.
» Se resuspendi6 el boton en amortiguador TD (2 ml/g de peso humedo).
» Se agité 10 min a 30°C.
» Se centrifugd 5 min a 1927 g a temperatura ambiente.
» Se lavo el boton con amortiguador MP2 (7 ml/g de peso humedo).
» Se centrifugd 5 min a 1927 g.

» Se resuspendio el botén en amortiguador MP2 (7 ml/g de peso), y se adiciond

zimoliasa (3 mg/g de peso humedo).

» Se agité de 30 a 60 min a 30 °C, hasta que los esferoplastos se formaron (revisar

la formacion de esferoplastos a los 30, 45 y 60 min).
Para revisar la formacion de esferoplastos:

En tubos de vidrio se compararon 2 ml de agua contra 2 ml de sorbitol 1.2 M en
donde se agregaron 50 ul de células, posteriormente se agitaron en vortex.
Cuando se formaron los esferoplastos el tubo con agua se observd claro
comparado con el tubo con sorbitol que se observo turbio.

A partir de este punto todo se hizo a 4°C y sin usar vortex.

» Se centrifugd a 1106 g por 5 min a 4°C.
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*Se resuspendi® en 1/4 del volumen requerido de amortiguador de

homogenizacion (70 ml por cada cepa).
* Se homogeniz6 10 veces usando un homogenizador y pistilo de vidrio.

» Se centrifugd 5 min a 1106 g a 4°C. Se recupero el sobrenadante y se repitio la

centrifugacion.

* El sobrenadante se centrifugd 12 min a 17418 g a 4°C (en el botdén se

encuentran las mitocondrias crudas).

» Se resuspendio el botén en 10 ml de amortiguador SEH (primero se resuspendio

en 2 ml, con la punta de la micropipeta cortada).
» Se centrifugdé 5 min a 1106 g a 4°C. Se recupero el sobrenadante.
» Se centrifugo el sobrenadante a 12 min a 17418 g a 4°C.

» Se resuspendid el boton en 300-500 pl de amortiguador SEH (con la punta de la

micropipeta cortada).

» Se hicieron alicuotas de 25 o 30 pl de solucién de mitocondrias, se congelaron

en nitrégeno liquido y guardaron a -70°C hasta su uso.

Amortiguador TD (Tris-DTT):

Tris-SO4 pH 9.4 01 M

DTT 10 mM
Amortiguador MP2:

Sorbitol 1.2 M

Amortiguador de fosfatos (pH 7.4) 20 mM
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Zimoliasa-20T 3 mg/g

(Seikagaku Biobusiness Cat. No. 120491)

Amortiguador de homogeneizacién:

Sorbitol 0.6 M
TrispH 7.4 10 mM
EDTA 1 mM
Albumina sérica bovina (libre de acidos grasos) 0.2%
PMSF (preparar al momento en etanol) 1 mM
TLCK 50 pg/ml
Amortiguador SEH

HEPES pH 7.4 20 mM
Sorbitol 0.6 M
EDTA 1 mM

Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry modificado (Markwell MA
et al, 1978).

Elaboracion de la curva de calibracion:
Se us6 una solucién de albumina de 1 mg/ml.

Se prepararon soluciones de albumina con 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y
100 pg. Se llevé a 1 ml con agua.
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« Se adicionaron 3 ml de solucién C y se mezclaron en vortex. Se incubaron 10
min a temperatura ambiente.

- Se adicionaron 300 pyl de la solucion D, se mezclaron en vortex y se incubaron
por 30 min a temperatura ambiente.

« Se determind la absorbancia a 740 nm.

Solucién A:
Na2COs 3% (p/v)
NaOH 0.4% (p/v)
Naz-tartrato 0.16% (p/v)
SDS 1% (p/v)
Solucién B:
Cu2S04-5H20 4% (p/v)
Solucién C:

Se mezclaron 100 volimenes de solucion A con 1 volumen de solucion B

(preparar al momento).
Solucién D

Se mezclé 1 volumen de reactivo de Folin con 1 volumen de agua (preparar al

momento)

Traduccion in organello (ioTL) y co-inmunoprecipitacion (ColP) a partir de

mitocondrias puras (Herrmann et al, 2001; Westermann et al, 2001).

» Se prepard 1 ml de amortiguador 1.5X ioTL con 0.2% (v/v) de piruvato cinasa.
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» Se descongelaron en hielo 250 ug de proteina mitocondrial y se ajusté a un

volumen de 25 yl con amortiguador SH en un tubo Eppendorf de 1.5ml.

* Se mezclaron 55 pl de amortiguador 1.5X ioTL con 25 pl de mitocondrias
(10pg/ul).

* Se incubd 5 min a 30°C.
« Se adicionaron 25 uCi de [3®*S]-Met (Perkin Elmer)
* Se incubd 20 min a 30°C.

» Se tomaron 4 ul de cada reaccion y se pasaron a otro tubo (esta fue la fraccion
total, que representaba el 5% de la reaccidn de inmunoprecipitacion). Se agrego 1
ml de amortiguador SH y se centrifugd 10 min a 13200 g a 4°C. Se resuspendié en

20 pl de amortiguador de Laemmli 1X'y se guardd en hielo.

* Al resto de la reaccion de traduccion se le agregé 1 ml de SH y se centrifugé 10

min a 4°C, se elimind el sobrenadante.

* Las mitocondrias se resuspendieron en 1 ml de amortiguador de lisis con la
punta de la micropipeta cortada. Se incubaron 10 min en hielo (NO agitar en

vortex).

» Se centrifugd a 13200 g por 10 min a 4 °C. Se paso el sobrenadante a un tubo

nuevo etiquetado.

* A cada sobrenadante se adicionaron 40 pl de anticuerpo acoplado a proteina A

sefarosa.

» Se agité en un agitador circular (Barnstead Internacional, Model 400110) durante
2 horas a 4°C.

*Se lavo dos veces con 500 ul de amortiguador de lisis.

* Se lavo 1 vez con 1 ml de Tris 20 mM, pH 7.4.
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NOTA: Entre cada lavado se agitdé 5 min en agitador circular a 4°C y se centrifugd
1 min a 600 g a 4°C.

* Después del ultimo lavado se centrifugd 1 min a 13200 g a 4 °C, se elimind

completamente el sobrenadante.

» Se agregaron 20 pl de amortiguador de Laemmli 1X, y se agité en vértex por 15

min a temperatura ambiente.

» Se centrifugé por 15 s a 13200 g. El sobrenadante se cargd con microjeringa en
un gel de SDS-acrilamida/Bis-acrilamida al 16%/0.15%. Se corrié el gel a 27 mA

hasta que el frente alcanzé 7 cm de la interfase formada por los geles.

» Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF durante 1.5 h a 1.5
mA/cm2. Se dejé secar la membrana y se expuso para obtener una

autoradiografia. Posteriormente se realizé western blot.

Amortiguador 1.5X para traduccion (1.5X ioTL) con 0.2% (v/v) de

piruvato cinasa &.

Amortiguador Solucién concentrada Adicionar para 1ml
Sorbitol 24 M 375yl
KCI 1M 225 pl
Amortiguador de fosfatos, | 1 M 22.5 ul
pH 7.2

Tris-HCI, pH 7.4 1M 30 pl
MgSOa4 1M 19 ul
Albumina 100 mg/ml 45 ul
ATP 200 mME 30
GTP 50 mM= 15 pl
Aminoacidos (sin Met, Tyr | 2 mg/ml 9.1 ul
y Cys)

Cisteina 10 mM 10 ul
Tirosina 1 mg/ml 18.2 pl
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Acido a-ceto glutarico*

1.7 mg

Fosfoenol piruvato®

3.5mg

Notas:

& Preparar en hielo. Adicionar 2 pl justo antes de mezclar con las mitocondrias.

£ Adicionar al final.

* Pesar el acido a-ceto glutarico y disolver en 200 ul de H20, adicionar al fosfoenol

piruvato y disolver. Adicionar a la mezcla para tener un volumen final de 1 ml.

Amortiguador SH:
Sorbitol 0.6 M
HEPES, pH 7.4 20 mM

Amortiguador de lisis:

Digitonina 1%
NaCl 100 mM
Tris-HCI, pH 7.4 20 mM

Amortiguador de Laemmli 2X:

Tris-HCI, pH 6.8 0.06 M
Glicerol 5%
SDS 2%
B-Mercaptoetanol 4%
Azul de bromofenol 0.0025%

38




Traduccion in vivo (ivTL) a partir de células completas (Bonnefoy et al., 2001).
* Se cultivé una colonia en 2 ml de YPGal a 30°C toda la noche.

» Se inoculd 0.1 ml del cultivo anterior en 10 ml de YPGal, se incubé a 30°C toda

la noche.

* A la mafiana siguiente se adicionaron 10 ml de YPGal y se incubaron por 3 horas
a 30°C.

» Se centrifugd en tubos con tapa de rosca previamente pesados a 3000 g por 5

min a temperatura ambiente.

» Se lavo dos veces con 1 ml de agua estéril. En el ultimo lavado se pesaron los
tubos y se elimind la cantidad de agua/células necesaria para tener 0.12 g de

células en todos los tubos.

» Se resuspendié en 500 pl con medio Gal/-Met. Se incubé 30 min a 30°C con

agitacion.

» Se adicionaron 5 pl de cicloheximida (10 mg/ml, disuelta en etanol). Se incubd6 5

min a 30°C con agitacion.
« Se adicionaron 5 uCi de [S%5]-Met. Se incubd 10 min a 30°C con agitacion.
* Inmediatamente se enfriaron las muestras en hielo/agua por 5 min.

» Se centrifugd a velocidad maxima a 4°C por 1 min en una centrifuga Eppendorf
5415D.

« Se eliminé el sobrenadante.
* Se lavo una vez con 500 ul de Gal/-Met con 2.5 mM de metionina no radioactiva.
» Se centrifugd a velocidad maxima a 4°C por 1 min en una centrifuga Eppendorf

5415D. Se elimind el sobrenadante.
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» Se lavo el boton con 200 ul de SHP frio, con inhibidor de proteasas de SIGMA
(3.3 pl/10ml).

» Se resuspendio el botén en 200 ul de SHP frio, con inhibidor de proteasas de
SIGMA (3.3 ul/10ml).

» Se adiciond un volumen de perlas de vidrio, previamente enfriadas a -20 °C.

» Se agitd en voértex 30 s a velocidad maxima e incubo 30 s en hielo.

* Se repitio el paso anterior.

» Se centrifugd a 600 g por 5 min a 4 °C.

» Se tom6 el sobrenadante y se colocé en hielo en un tubo Eppendorf etiquetado.
» Se adicionaron 200 ul de SHP frio. Se repiti6 el ciclo vértex/hielo dos veces.

» Se combinaron los sobrenadantes y se centrifugaron a velocidad maxima por 10

min a 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5415D.

» Se elimind el sobrenadante y se adicionaron 40 ul del amortiguador de Laemmli

1X. Se calentaron a 65°C por 5 min.

» Se cargaron 10 ul en un gel de acrilamida/bisacrilamida al 16%/0.15%, mientras
que el resto se guardd a -70°C. Se corrieron las muestras a 27 mA hasta que el

frente recorrié 7 cm de la interfase formada por los geles.

» Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF durante 1.5 h a 1.5
mA/cm? empleabdo un sistema semiseco en camara FisherBiotech. La membrana

se dejo secar y se expuso para una autorradiografia.

Amortiguador SHP:
Sorbitol 0.6 M
HEPES, pH 7.4 20 mM
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Inhibidor de proteasas de SIGMA 3.3 ul por cada 10 ml

Gel de poliacrilamida para electroforesis en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)

A continuacion se indica la composicion del gel separador y concentrador.

Gel separador Gel apilador
16 % 4%
Acrilamida 30% 9.0 ml 0.83 ml

Bisacrilamida 0.8%

Tris-HCI 2 M, pH 8.8 | 3.28 ml -

Tris-HCI2 M, pH 6.8 | - 150
SDS 20 % 85 ul 50 pl
Agua 4.5 ml 4 ml
APS 10% 100 25 pl
TEMED 20 pl 10 pl

Amortiguador de corrida 5X:

Tris-HCI, pH 8.2 0.125 M
Glicina 0.96 M
SDS 0.5%

Correr a 7 cm de la interfase formada por los geles a 27 mA constantes con

amortiguador de corrida 1X.

Solucién para la transferencia de proteinas
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80 ml de solucion de corrida para electroforesis en condiciones desnaturalizantes

20 ml de metanol

Replica en Western Blot.

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

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

3 hojas de papel filtro humedecidas en amortiguador de transferencia.

Gel humedecido en amortiguador de transferencia.

Membrana de PVDF humedecida en metanol y amortiguador de transferencia.

3 hojas de papel filtro humedecidas en amortiguador de transferencia.

Transferir de 1 a 2 horas a 1.5 mA/cm?, cuidando que no pase de 10 V.

. La membrana con las proteinas se bloque6 toda la nochea4°Co2ha

temperatura ambiente con solucién de bloqueo.

« Se incubd la membrana con soluciéon de réplica, la cual contiene el anticuerpo
adecuado, durante 1 h a temperatura ambiente.
« Se lavd la membrana con soluciéon de lavado por 10 min, se repitio el lavado 2

veces mas.
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. Se reveld la presencia del anticuerpo unido a la proteina siguiendo las
indicaciones del kit ECL plus (Amersham) o Millipore.

. La sefial de quimioluminiscencia se detectd6 exponiendo la membrana a una
pelicula BioMAx XAR Film (Kodak).

« Se elimind el anticuerpo unido a las proteinas de la membrana al incubarla con la
solucién de eliminacién de anticuerpo por 30 min a 50°C.

« Se repitié desde el paso numero dos con los anticuerpos necesarios.

Solucién de bloqueo (50 ml):

Leche en polvo libre de grasas (Svelty) 59
Tris-HCI 1 M, pH 7.6 2.5ml
NaCl 5 M 1.5 ml

Solucién de réplica (10 ml):

Leche en polvo 01g

Tris-HCI 1 M, pH 7.6 100 pl
NaCl 5 M 200 pl
EDTA 500 mM 20
Tween-20 al 5% 200 pl

+ Adicionar el anticuerpo indicado a la dilucion apropiada.

Solucién de lavado (1000 ml):
Tris-HCI1 M, pH 7.6 10 ml

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

Solucién de eliminacion del anticuerpo (100 ml):

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

Ensayo de doble hibrido (James P et al, 1996)

. Se cultivaron las células de PJ69-4a en medio YPD toda la noche.

« Se centrifugaron a 13200 g por 5 min.

. Se transformaron las células de acuerdo con el método de transformacion de
plasmidos.

. Se plaquearon en medios selectivos, -LEU/-URA, -LEU/-TRP

« Se dejaron crecer por 3 dias.

« Se purificaron 3 colonias de cada transformacion estriando en los mismos
medios selectivos.

. Se seleccionaron las células a comparar y se realizaron diluciones seriadas en
medios selectivos —leucina/-uracilo (3 mM de amino triazol) y —leucina/-triptofano.

« Se dejaron crecer por 7 dias a 30°C.

Electroforesis azul en condicones nativas (BN-PAGE) (Wittig | et al, 2006).

. Se descongelaron las mitocondrias en hielo por 5 min. Se tomaron 250 ug de
proteina mitocondrial con micropipeta de 200 pl.

. Se resuspendieron en 250 pl de amortiguador de lavado.
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. Las mitocondrias se centrifugaron a 13200 g por 2min y se eliminé el
sobrenadante.

- Se centrifugd nuevamente para eliminar completamente el sobrenadante.

« Se homogenizaron completamente las mitocondrias en 45 ul del amortiguador de
muestra pipeteando suavemente 10 veces con punta de 2 ul-200 pl.

- Se agregaron 5 pl de digitonina al 10%, la cual se tenia preparada previamente y
guardada a -20°C. Se incubd en hielo por 30 min.

« Se centrifugd por 12 min a 13200 rpm a 4°C en centrifuga de mesa.

. Se colectd el sobrenadante y se agregaron 2.5 ul de solucion de Coomassie
Serva G al 5%.

. Se corrio el gel 25 min a 17 mA con el amortiguador del catodo al 0.02% de
Coomassie Serva G (aproximadamente un tercio del gel).

« Se cambi6 el amortiguador del catodo al 0.02% por el de 0.002% de azul de
coomassie Serva G y se corrio a 7 mA por 2 h.

« Se usé metanol al 20% en amortiguador de electroforesis 1X para transferir las
proteinas a una membrana PVDF por 2 h a 1.5 mA por cm? de membrana.

. Las membranas se lavaron con metanol al 100% por 3 min para eliminar el
colorante. Se dejan secar por 15 min.

. Se bloguea la membrana toda la noche con solucion de bloqueo (ver seccion de
Western blot).

« Se utilizan 20 yl de marcador de peso molecular de Amersham.

Amortiguador de lavado (50 ml):
Sorbitol 250 mM
Bis-Tris 50 mM
Ajustar el pH a 7.0 con HCI

Amortiguador de muestra:

Acido amino-caproéico 750 mM
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Bis-tris 50 mM

Ajustar el pH a 7.0 con HCI

Preparacion del gel azul nativo:

Acrilamida Acrilamida al Acrilamida al
4% 5% 13%
Acrilamida 125 pl 0.51 ml 1.34 mi
48.5%-
Bisacrilamida 3%
Amortiguador de | 0.5 ml 1.69 ml 1.69 ml
gel 3X
Glicerol (80%) - 0.32 ml 1.28 ml
Agua 0.86 mi 2.5 mi 0.72 mi
APS 10% 8 ul 13.5 ul 13.5 ul
TEMED 2.25 yl 4.9 ul 4.9 ul
Volumen total 225 ml 9 ml 9 ml

Solucion de Coomassie Serva Blue G:
Azul de Coomassie Serva G 5%

Disolver en 100 ul de amortiguador de muestra

Amortiguador del gel 3X:
Bis-Tris 150 mM
Acido aminocaproéico 1.5 M

Ajustar el pH a 7.0 con HCI

46




Amortiguador del catodo (superior):

Tricina 50 mM
Bis-Tris 15 mM
Azul de Coomassie Serva G 0.02%

Amortiguador del catodo (superior):

Tricina 50 mM
Bis-Tris 15 mM
Azul de coomassie Serva G 0.002%

Amortiguador de anodo:
Bis-tris 50 mM

Ajustar el pH a 7.0 con HCI

Diluciones usadas para los anticuerpos:

Anti citrato sintasa 1:1000 (Donado por el Dr. Thomas D. Fox,

Universidad de Cornell, EUA)

Anti HA (Hemaglutinina)  1:10000 (Roche)
Anti cMYC 1:400 (Roche)
Anti conejo/peroxidasa 1:5000 (Invitrogen)
Anti raton/peroxidasa 1:3000 (BioRad)
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Anti Tom40

Anti Coa3

Anti Cox1

1:20000 (Donado por el Dr. Walter Neupert,

Instituto de Bioquimica Max Planck,

Alemania)
1:1000 (Donado por el Dr. Anthony
Barrientos, Universidad de Miami,
EUA)
1:30000 (Hecho en nuestro laboratorio)
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RESULTADOS

1. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE Pet54 SOBRE LA SINTESIS DE
Cox1.

1.1 La mutante Apet54 no recupera los niveles de la sintesis de Cox1AC15.

En un estudio previo de nuestro laboratorio se observé que en las mutantes de
ensamblaje de la CcO, la sintesis de Cox1 disminuia, sin embargo se recuperaba
si la mutacion se combinaba con una eliminacion de los ultimos 15 aminoacidos
del extremo carboxilo terminal de Cox1 (Cox1AC15) (Shingu-Vazquez M et al,
2010). De entre todas las mutantes que bloquean el ensamblaje de la CcO que se
analizaron, se encontr6 que unicamente la mutante Apetb4 fue incapaz de
reestablecer la sintesis de Cox1AC15 (Shingu-Vazquez M et al, 2010). Pet54 es
uno de los tres activadores traduccionales del mMRNA de COX3. Para averiguar si
este comportamiento era debido a la falta de Cox3 o si era debido a un efecto
especifico de la mutante Apet54, comparamos la sintesis de Cox1y Cox1AC15 en
las mutantes de los otros dos activadores traduccionales del mRNA de COX3,
Apet122, Apetd94.

Se llevd a cabo un ensayo de traduccién de proteinas mitocondriales recién
sintetizadas, en el que estas se marcaron con [S3%]-Met en presencia de
cicloheximida como inhibidor de los ribosomas citoplasmicos. En este ensayo se
incluyeron las tres mutantes Apet54, Apet122 y Apet494 en presencia de Cox1
silvestre (WT) o carente de su extremo carboxilo terminal (Cox1AC15) (Figura 9).
En las mutantes se observd que Cox3 no se sintetizaba. Adicionalmente, Cox1
silvestre disminuyd su sintesis, de acuerdo a lo reportado, ya que la CcO no se
estaba ensamblando. Cuando se elimind el extremo carboxilo terminal de Cox1, la
sintesis de Cox1 se recuperd a niveles silvestres en las mutantes Apet122 y
Apet494, justo como ocurre para otras mutantes descritas (Shingu-Vazquez M et
al, 2010). Sin embargo, en el caso de la mutante Apet54, la sintesis de Cox1 no

se recuperd, aun cuando se encuentra en combinacién con Cox1AC15. Para
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visualizar mejor este fendmeno se realizé una cuantificacion de la intensidad de
las bandas por densitometria (Figura 9B y C). El comportamiento de la mutante
Apetb4 representa un caso muy particular, ya que hemos observado que en la
mayoria de las mutaciones que afectan el ensamblaje de la CcO, la sintesis de
Cox1AC15 se restablece. Esto sugiere que Pet54 podria tener un papel como

regulador positivo de la sintesis de Cox1 que no se ha descrito.
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Figura 9. El efecto de la mutante Apet54 es independiente del extremo carboxilo terminal de Cox1.
A) Traduccion de proteinas mitocondrial marcadas radioactivamente con [S3%]-Met en presencia de
cicloheximida en células completas. Después de que se realizé6 el ensayo de traducciéon se
obtuvieron mitocondrias por el método de extraccidon con perlas de vidrio. Las proteinas se
separaron en un gel de SDS-PAGE vy las proteinas recién sintetizadas se detectaron por
autoradiografia. Cada banda representa una de las proteinas codificadas en el DNA mitocondrial:
Var1, subunidad del ribosoma mitocondrial; Cox1, subunidad 1 de la CcO; Cox2, subunidad 2 de la
CcO; Cox3, subunidad 3 de la CcO; Cytb, subunidad de la Citocromo c¢ oxido-reductasa; Atp6,
subunidad de la ATP sintasa. B) Cuantificacién por densitometria usando Image J de la sefial de
Cox1 respecto a la sefial de Cytb. Se realizd una t de student con una p>0.01 como
estadisticamente significativa con una n=3. C) Como control de un efecto especifico para Cox1 se

realizé la cuantificacion de Cox2 con respecto a Cytb.
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1.2 El efecto de la mutante Apet54 es independiente de Cox14 y Coa3.

Todas las mutantes de ensamblaje de CcO reportadas hasta el momento
recuperan la sintesis de Cox1 cuando se combinan con una mutante Acox74 o
una mutante Acoa3. Se propone que esto se debe a que en ausencia de Cox14 o
Coa3, Mss51 se libera del complejo COA y queda disponible para activar la
traducciéon del mRNA de COX7, por lo que se considera que ambos son
reguladores negativos de la sintesis de Cox1 (Barrientos A et al, 2004; Mick DU et
al, 2010).

Resultados de Shingu-Vazquez (2012) en el laboratorio indicaban que la doble
mutante Apet54/Cox1AC15 no recuperaba la sintesis de Cox1. Quisimos saber si
las dobles mutantes Apet54/Acox14 o Apet54/Acoa3 recuperaban la sintesis de
Cox1. Para contestar esta pregunta se llevd a cabo un ensayo de traduccion de
proteinas mitocondriales en presencia de [S3°]-Met en mutantes sencillas o en
dobles mutantes Apet54/Acox14 o Apetb4/Acoa3 (Figura 10A, B). En las
mutantes sencillas Apet54 se observd que la sintesis de Cox1 disminuyd, como
era de esperarse (Figura 10A, carril 3y 7) . Sin embargo, en el caso de las dobles
mutantes con Acox74 o Acoa3 no hubo recuperacion de la sintesis de Cox1 o de
Cox1AC15 (Figura 10A, carriles 4 y 8). Esto sugiere que el efecto de la mutante

Apetb4 es independiente de Cox14 o de Coa3.

El marcaje radioactivo de Cox1 observado en las mutantes de la Figura 9 se
podria deber a dos posibilidades: una rapida degradacidén de la proteina recién

sintetizada o a una disminucién en su sintesis.

Para distinguir entre ambas posibilidades se utilizO el gen reportero de la
traduccion ARG8™, el cual se integré en el genoma mitocondrial. ARG8 es un gen
que originariamente se encuentra en el genoma nuclear y que codifica para una
proteina que se importa a la mitocondria e interviene en la sintesis de arginina.
Este gen se ha recodificado utilizando el uso de codones de la mitocondria, y se
ha utilizado ampliamente como gen reportero de la traduccién mitocondrial gracias

a que no tiene una funcion en el ensamblaje de la CcO y por lo tanto permite
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estudiar la cantidad de proteina traducida (Steele et al, 1996). En este caso se
utilizé la construccion COX1(1-512)::ARG8™ en la cual el extremo carboxilo
terminal de Cox1 se fusiondé a la proteina Arg8™. EIl reportero contiene una
presecuencia mitocondrial, por lo que la proteina de fusion Cox1-Arg8™ contiene
un sitio de corte entre los dos genes que al ser traducido separa a las dos
proteinas. Si Cox1 fusionado a Arg8™ se sintetizd, entonces la cepa crecera en el
medio minimo sin arginina (—ARG). Esto nos hablara indirectamente de la cantidad
de Cox1 sintetizada (Pérez-Martinez et al, 2003).

Analizamos cual era el fenotipo de crecimiento en un medio sin arginina de las
mutantes sencillas Apetb4 o dobles Apet54/Acox14. Mediante un experimento de
dilucién seriada se observo que en la mutante Apetb4 no habia crecimiento en
medio -ARG (Figura 10C). Esto sugiere que en esta mutante, la sintesis de Cox1
disminuye. Una vez que Cox14, regulador negativo de la sintesis de Cox1, es
eliminado, la doble mutante Apet54/Acox14 no recuperd el crecimiento en medio —
ARG, el cual es un comportamiento diferente al que comunmente se observa para
otras mutaciones de ensamblaje de la CcO. Para ilustrar estas diferencias
comparamos nuestros resultados con los de la mutante Acox6, cuyo producto
codifica para la subunidad 6 (Cox6) de la CcO. Como se ha reportado, la doble
mutante Acox6/Acox14 recuperd la traduccion del mRNA reportero ARG™
fusionado a COX1 (Shingu-Vazquez et al, 2010).

Por lo anterior se concluye que a diferencia de la mayoria de las mutantes que
afectan el ensamblaje de la CcO, el efecto de la mutante Apet54 es independiente
de Cox14 y Coa3d. Esto apoya nuestra idea de que Pet54 tiene un papel como
regulador positivo en la sintesis de Cox1.
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Figura 10. El efecto de regulacidon de Pet54 sobre la sintesis de Cox1 es independiente de Cox14 y
Coa3. A) Traduccion de proteinas mitocondriales in vivo con [S%5]-Met en cepas Acox74. Se indica
el nombre de las mutantes, experimento realizado por Shingu-Vazquez, 2012, M. B) Traduccién de
proteinas mitocondriales in vivo con [S35]-Met en cepas Acoa3. Las mutantes se indican en la parte
superior. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 16% y se revelaron por autoradiografia C)
Diluciones seriadas (1/10) de las cepas de levadura que portan a Cox1 fusionado en su extremo
carboxilo terminal al gen reportero de la traduccién ARG8™ (diagrama superior). Las diluciones
seriadas se incubaron a 30°C en medio minimo sin arginina (-ARG) o en medio sintético completo
(+ARG) por dos dias.

2. POSIBLES SITIOS DE ACCION DE Pet54 EN LA SINTESIS DE Cox1

Existen tres posibles sitios de accidn de Pet54 que podrian explicar la regulacion
positiva de la sintesis de Cox1, la cual es independiente del extremo C-terminal de
Cox1, de Coa3 y de Cox14:

1.- Petb54 podria actuar directamente sobre el extremo 5UTR como activador
traduccional, o indirectamente, estabilizando/estimulando a los activadores
traduccionales del mRNA de COX7: Pet309 y Mss51. De esta manera se
explicaria que en ausencia de Pet54 los niveles de Pet309 y Mss51 activos
disminuirian y seria imposible recobrar la sintesis de Cox1 independiente de su

extremo carboxilo terminal o de Cox14/Coa3 (Figura 11A).

2.- Petb4 podria actuar a nivel postraduccional, desestabilizando la unién de
Mss51 al complejo COA. ElI modelo actual propone que Mss51 necesita liberarse
del complejo COA para poder llevar a cabo un nuevo ciclo de traduccion del
MRNA de COX1. Si Pet54 tuviera una funcién ayudando a liberar a Mss51 de este
complejo, en la mutante Apet54 la cantidad de Mss51 libre disminuiria y de esta

manera seria imposible que recuperara la sintesis de Cox1AC15 (Figura 11B).

Adicionalmente, Pet54 podria estabilizar al mMRNA de COX7 ya que contiene un
dominio RRM que une RNA. En este caso, en la mutante Apet54 el mRNA de
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COX1 disminuiria sus niveles evitando que se traduzca con eficiencia. Sin
embargo experimentos de northern blot realizados por Angélica Zamudio en el

laboratorio indicaron que los niveles del mMRNA de COX7 no se afectan en la

mutante Apet54.

A)

Cox1

\
\ @@

5UTR del mRNA de COX1

B) Complejo COA

'Cox‘l ' \
\ > CcO
Matriz .

Activacién traduccional del
mRNA de COX1

Cox14
Coa3

Figura 11. Modelos sobre los posibles sitios de accion de Pet54 en la regulacion de la sintesis de
Cox1. A) Pet54 podria actuar en el extremo 5’-UTR del mMRNA de COX7 activando/estabilizando a
Mss51 y/o Pet309. Alternativamente, podria actuar directamente sobre el mMRNA como un activador
traduccional. B) Pet54 podria hacer que la liberacién de Mss51 del complejo COA fuera mas
eficiente para poderla reciclar una vez que la CcO prosigue su ensamblaje. Sin embargo, este

papel seria independiente del extremo C-terminal de Cox1 o de Cox14 y Coa3.
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3. Pet54 ACTUA EN LOS EXTREMOS UTR’s DEL mRNA DE COX1.
3.1 El efecto de la mutante Apet54 depende de la presencia de Cox1

La funcion de Pet54 podria localizarse en las regiones UTR del mRNA de COX7,
ya que estas regiones de los mMRNAs mitocondriales, en especial el extremo 5'-
UTR, es blanco de muchas proteinas que regulan la traduccion, tal es el caso de
Mss51 y Pet309. Adicionalmente, Mss51 también tiene sitios de accion en la
region codificante de COX71. Para identificar el sitio de accién de Pet54 en el DNA
mitocondrial, se empledé la misma construccion mitocondrial utilizada para
identificar los sitios de accion de Pet309 y Mss51. Por un lado, en este mtDNA se
elimind completamente al gen COX17 y se reemplazé con los codones de ARG8™.
La expresion de este gen reportero nos indicaria si Pet54 actua en los extremos
UTR del mRNA de COX1, ya que en esta construccion no hay region codificante
de COX1. Por otro lado, los codones de COX1 se insertaron a 295 nucleétidos rio
arriba al gen COX2 y se flanque6 por los extremos 5UTR y 3UTR de COX2. Este
mtDNA se conoce como "ectdpico quimérico". En este caso COX7 se encuentra
bajo el control del activador traduccional Pet111, especifico para el 5-UTR del
MRNA de COX2 (Figura 12A) (Pérez-Martinez X et al, 2003). Un western blot para
detectar a la proteina Cox1 indicé que en esta construccion se produce una menor
cantidad de Cox1 comparado con mitocondrias que tienen mtDNA silvestre. Como
era de esperarse, Cox1 no se sintetizd6 en una mutante Apet7111, ya que el mMRNA
de COXT1 no se tradujo (Figura 12A). A continuacion se eliminé a Pet54 en una
cepa que contenia mitocondrias con el mtDNA ectdpico quimérico. Al seguir el
crecimiento en medio -ARG de células con este mtDNA se observé que la mutante
Apetb4 disminuye su crecimiento en comparacion con la cepa silvestre y las
mutantes Apet122 y Apet494, activadores traduccionales de COX3, y Apet111.
Este dato sugiere que Pet54 actua en los extremos UTR del mMRNA de COX1.

Sorprendentemente, encontramos que el defecto en el crecimiento en medio -ARG
de mutantes Apet54 se perdid al combinar con la mutacion Apet111 (Figura 12B).
Como se menciond con anterioridad, en este mtDNA la sintesis de Cox1 depende

del extremo 5'-UTR de COX2, y por lo tanto de Pet111. Este dato sugiere que el

57



efecto de la mutante Apetb4 sobre la sintesis de Arg8 depende de que esté
presente la proteina Cox1. Esta idea se reforzé al sobre-expresar a PET111. Una
mayor cantidad de Pet111 conlleva a una mayor cantidad de Cox1. Como era de
esperarse, en este caso el defecto en el crecimiento en medio -ARG en mutantes

Apetb4 volvio a aparecer, ya que aumento la cantidad de Cox1 (Figura 12C).

Para corroborar que el efecto de Apet54 sobre los extremos UTR del mRNA de
COX1 depende de la presencia de la proteina Cox1, se analizaron cepas con un
nuevo mtDNA. En este caso sélo se eliminé por completo la regién codificante de
COX1 y se sustituyé por ARG8™, pero en este caso no se reintrodujo el gen COX1
ectopico, de tal manera que no hay codones de COX17 presentes en este mtDNA.
Observamos que en esta construccion mitocondrial, una mutante Apet54 crecié en
medio -ARG de manera similar a la cepa silvestre y las mutantes Apet122 y
Apet494 (Figura 12D). Todo lo anterior sugiere que Pet54 tiene una funcion en los
extremos UTR del mRNA de COX7 y que el efecto de la mutante Apet54 depende

de la presencia de la proteina Cox1.
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Figura 12. El efecto de la mutante Apet54 depende de la presencia de Cox1. A) Fondo mitocondrial
ectépico quimérico y western blot de Cox1. La citrato sintasa (CS) se utilizé como control de carga.
B) Diluciones seriadas (1/10) de cepas con DNA mitocondrial ectopico quimérico. COX1 se
encuentra sustituido por el gen reportero de la traduccién ARG8™ y el ORF de COX1 se encuentra
flanqueado por los UTR’s de COX2. C) Diluciones seriadas (1/10) de cepas con fondo mitocondrial
ectépico en donde se sobre-expresé a PET111. D) Diluciones seriadas (1/10) de las cepas de
levadura que portan al gen reportero de la traduccion ARG8™ reemplazando completamente a
COX1.

3.2 Pet54 actua a través del 5’UTR del mRNA de COX1

Hasta la fecha se ha descirto que los activadores traduccionales actuan a través
del 5’UTR del mRNA de COX1. Para determinar si Pet54 actuaba sobre el 5UTR
o sobre el 3UTR del mRNA de COX71 Rodolfo Garcia-Villegas en nuestro
laboratorio, creo cepas en que se intercambié el extremo 5-UTR y el 3'UTR de
COX1 por el ’UTR y 3'UTR de COX2, respectivamente (Figura 13). Solo cuando
se conserva el 5UTR de COX7 se pudo observar una disminucion en el
crecimiento de la mutante Apet54 en medio —ARG. En el caso en el cual se
intercabio el 5UTR de COXT1 por el 5’UTR de COX2 no se observo ninguna
diferencia de crecimiento en medio —ARG entre la silvestre y la mutante Apet54.
Esto sugiere que el sitio de accion de Pet54 es el 5UTR del mRNA de COX1. Este
dato no sorprende, ya que sabemos que los activadores traduccionales del mRNA
de COX1, Pet309 y Mss51, actuan en el extremo 5'UTR de este mMRNA (Manthey
GM et al, 1995; Pérez-Martinez X et al, 2009).
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monitorear la sintesis de Cox1 dependiente del extremo 5'-UTR o 3'-UTR. Las cepas contienen un
fondo mitocondrial similar al de la Fig. 12, excepto que el gen cox1A::ARG8™ se flanque6 por
ambos UTR’s de COX7 (construccion superior), por el 5UTR de COX7 el 3UTR de COX2
(construccién media), o por el 5UTR de COX2 y el 3UTR de COX1 (construccion inferior). Las
cepas PET54 y Apet54 se crecieron en diluciones seriadas en medio —ARG y +ARG y se
incubaron de 2 a 4 dias a 30°C. Las barras negras indican las regiones UTR de COXT7; las barras
grises indican los UTR de COX2. Para reemplazar el extremo 3’'UTR de COX1, 525 pb de la
secuencia rio a bajo de COX1 se sustituyeron por 118 pb de la secuencia rio a bajo de COX2. Para
la sustitucion del extremo 5’UTR de COX1, 505 pb de la secuencia rio arriba se reemplazaron por
73 pb de la secuencia rio arriba del 5’UTR de COX2 (Pérez-Martinez X et al, 2009).

3.3 Pet54 no afecta los niveles de las proteinas Mss51 y Pet309.

Mss51 y Pet309 son proteinas indispensables para la activacion traduccional del
MRNA de COX7. Actuan en el extremo 5-UTR de este mensajero y en su
ausencia no hay traduccion, por lo que las cepas no pueden respirar (Manthey GM
et al, 1995; Decoster E et al, 1990; Pérez- Martinez et al, 2009). Se ha observado
que Pet309 y Mss51 existen en cantidades limitantes en la célula, regulando de
esta manera la traduccién del mRNA de COX17 (Pérez-Martinez X et al, 2009). Una
disminucién en los niveles de Mss51 o Pet309, podria explicar la disminucion en la
sintesis de Cox1 observada en una mutante Apet54. Para explorar esta
posibilidad, generamos mutantes Apet54 y analizamos los niveles de Mss51 y de

Pet309 mediante inmunoréplicas tipo western blot (Figura 14). Para poder
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visualizar a las proteinas utilizamos cepas en que se les fusiond un triple epitope
de hemaglutinina en el extremo carboxilo terminal (Mss51-3xHA o Pet309-3xHA).
Estos epitopes no afectaron la capacidad respiratoria de las células (Tavares-
Carredn F et al, 2009; Pérez-Martinez X et al, 2003). Al realizar el ensayo de
western blot se encontré6 que no hubo cambios en la abundancia de Pet309 o de
Mss51 en ausencia de Pet54. Esto indica que Pet54 no tiene un papel en la

estabilidad ni en la expresion de estos activadores traduccionales (Figura 14).

A) Mss51 Mss51-3XHA B) Pet309  Pet309-3XHA
WT__ _Apet54 WT __Apet54
Mss51 -—amwes @  Pot309 |
CS = mm w——-— Cs g TT———

10yg 50ug 10pg 50hg 10ug  50pg 10ng  50pg 10ug S0ug 10K SOHg

Figura 14. La mutante Apet54 no afecta la estabilidad de los activadores traduccionales del mRNA
de COXT1: Mss51 y Pet309. 10ug y 50ug de proteinas mitocondriales se separaron por SDS-PAGE
al 16% vy se transfirieron a una membrana de PVDF. Western blot de proteinas mitocondriales. A)
Se observan los niveles de Mss51-3xHA en la mutante Apet54. B) Se muestran los niveles de

Pet309-3xHA en la mutante Apet54. Como control de carga se utilizo citrato sintasa (CS).

3.4 Pet54 interacciona genéticamente con Mss51

Se ha observado que muchas mutantes que disminuyen la sintesis de Cox1
recuperan esa sintesis si Mss51 es sobrexpresado (Barrientos A et al, 2004). El
modelo actual indica que esto se debe a que en una mutante que no ensambla la
CcO, Mss51 no esta disponible como activador traduccional ya que se encuentra
atrapado en el complejo COA. Al aumentar la cantidad de Mss51 existe mayor

disponibilidad de esta proteina y por lo tanto se puede recuperar la sintesis de
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Cox1. Para probar esta idea se utilizaron cepas con un mtDNA en que los codones
de COX1 se fusionaron a los de ARG8™ (COX1(1-512)::ARG8™), y se monitoreo el
crecimiento de las células en medio sin arginina. Estas células se transformaron
con un vector vacio o con un vector de 2u que sobre-expresa a MSS571 (Figura
15). Dado que Pet309 es el otro activador traduccional de COX7, igualmente
decidimos sobre-expresar esta proteina. Se encontré que la sobreexpresion de
Pet309 no pudo recuperar el crecimiento en medio —ARG. En contraste, la sobre-
expresion de Mss51 recuperd parcialmente el crecimiento en este medio, lo que
indica que existe una interaccion genética entre Pet54 y Mss51, no asi con
Pet309. Para fines de comparacion se incluyé a la mutante Acox6, la cual presenta
el comportamiento tipico de la mayoria de las mutantes del ensamblaje de la CcO:
la sobre-expresion de Mss51 recupera parcialmente la sintesis de Cox1
(Barrientos A et al, 2002). Como era de esperarse, se encontré6 que la sobre-
expresion de Mss51 hace que la mutante Acox6 recupere parcialmente su

crecimiento en medio -ARG.

5’UTR  cox7(71-5712)::ARG8™
Coxt

# coxl ARGS™ _
SUTTR
COX1
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wT

Apet54 + vector
Apet54 + PET309
Apetb4 + MSS51

Acox6 + vector

Acox6 + MSS51

Apet309 + PET309

O
O
O
©)

Amss51 + MSS51

Figura 15. Pet54 y Mss51 presentan una interaccion genética moderada. Diluciones seriadas (1/10)
de las cepas de levadura que portan a Cox1 fusionado en su extremo carboxilo terminal al

reportero de la traduccion Arg8. Las células se transformaron con plasmidos que sobre-expresan a
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los activadores traduccionales del mMRNA de COX1 (PET309 y MSS51) y con un plasmido vacio
(vector). Las diluciones se incubaron a 30°C en medio minimo (-ARG) o en medio sintético
completo (+ARG) por dos dias. Las cepas Apet309 y Amss51 se transformaron con plasmidos
conteniendo PET309 o MSS51, respectivamente, para comprobar que los plasmidos codifican

proteinas funcionales (las cepas 4pet309 y Amss51 son -ARG (Pérez-Martinez X et al, 2003)).

4. Pet54 ES NECESARIA PARA ACTIVAR EFICIENTEMENTE LA
TRADUCCION DEL mRNA DE COX1.

4.1 Pet54 migra en un complejo de alto peso molecular diferente a los de
Mss51.

Debido a que se habia detectado una moderada interaccidén genética entre Mss51
y Pet54, nos interesé analizar si también existia una interaccion fisica entre estas
proteinas, para ello se analizd6 su migraciéon mediante BN-PAGE. Estos geles
tienen la ventaja de que no contienen un agente desnaturalizante y por lo tanto
podemos observar a las proteinas formando complejos (Wittig et al, 2006). Para
detectar a Pet54 se fusioné en su extremo C-terminal un triple epitope C-MYC
(Pet54-3xMYC), el cual no afectd el crecimiento respiratorio de la cepa (datos no
mostrados). Se aislaron mitocondrias que contenian a Pet54-3xMYC y/o Mss51-
3xHA, se solubilizaron con digitonina al 1% y se corrieron en BN-PAGE. Este gel
se transfiri6 a membrana de PVDF y se incubd con un anticuerpo anti-MYC para
detectar a Pet54-3xMYC. Luego se eliminé el anticuerpo con una soluciéon con -
mercaptoetanol y se incub6é con un anticuerpo anti-HA para identificar a Mss51-
3xHA. Posteriormente se repitid el proceso y se incubd con un anticuerpo anti-
Tom40, como control de carga. Por ultimo se realiz6 una incubacién con un
anticuerpo contra Cox1. Se observd que Pet54 migraba en un complejo de
aproximadamente de 190 kDa (Figura 16A, carril 2, 3, 4 y 5). Adicionalmente se
utilizé una cepa sin epitope MYC en Pet54 como control negativo para detectar
senales inespecificas del anticuerpo (Figura 16A, carril 1). Cuando se incubd esta
membrana con un anticuerpo contra el epitope HA se encontrdé, como se ha

reportado, que Mss51 migra formando al menos tres complejos de alto peso
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molecular de 180 kDa y de 250-450 kDa (Mick DU et al, 2010) (Figura6, carriles 6
y 7). Sin embargo, ninguno de estos complejos comigra con Pet54. Cuando la
membrana se incubd con un anticuerpo contra Cox1, se observo la presencia de
esta proteina en supercomplejos, asi como una pequefa porcidon en comigracion
con la banda de 250-450 kDa de los complejos COA donde aparece Mss51
(Figura 16A, carriles 11 y 12); sin embargo tampoco se observé comigracion de

Pet54 con ninguna de las bandas de Cox1.

Adicionalmente, se determind si Mss51 podria afectar al complejo detectado de
Pet54. Para ello analizamos mitocondrias de una mutante Amss51 (Figura 16A,
carril 3). Se observé que la banda de Pet54 de 190 kDa disminuye su intensidad,
mas no su migracién, con respecto a una cepa silvestre. Este resultado sugiere
que aunque no se detecta interaccién entre Pet54 y Mss51 por este método, la

cantidad de complejo Pet54 si se ve afectado por ausencia de Mss51.

Se ha descrito que Pet54 interacciona con Pet309 (Towpik J. 2005). Para saber si
la mutante nula Apet309 modificaba la migracion de Pet54, se solubilizaron
mitocondrias de la mutante Apet309 y se corrieron en un gel azul nativo.
Posteriormente se llevo acabo un western blot contra Pet54-3xMYC. No se mostré
ningun cambid en el patrén de migracion o en la intensidad de la banda de Pet54
(figura 16A, carril 4). Este dato corrobora lo antes observado. A continuacién se
incubd la membrana contra Mss51-3xHA y se observd que se encontraba
exclusivamente en la poblacién de activador traduccional, como se ha reportado
(Pierrel F, et al. 2007) (Figura 16A, carril 9). Posteriormente se incubd a la
membrana con un anticuerpo contra Cox1 y como se esperaba, no se observd

ninguna reaccion (figura 16A, carril 14).

Adicionalmente se ha reportado que Pet54 interacciona con Pet122 y Pet494
(Brown NG et al, 1994). Para observar si el complejo de Pet54 de 190 kDa esta
formado por estas proteinas se corrid en un gel azul nativo la mutante Apet494
(figura 16A, carril 5). El complejo observado mediante Western blot no cambid su
patrén de migracién, sugiriendo que dicho complejo no depende de Pet494 y que
por lo tanto no es el complejo encargado de activar la traduccion del mRNA de
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COX3. Se observdo que Mss51 en la mutante Apet494 se enriquecia en los
complejos COA y la fraccidbn que corresponde a su funcion de activador
traduccional disminuia (Figura 16A, carril 10). Esto esta de acuerdo con el modelo
que propone que cuando existe un defecto en el ensamblaje de la CcO, Mss51 se
encuentra atrapado en el complejo COA. La misma membrana decorada con
anticuerpos anti-Cox1 demuestra que no se forman supercomplejos, sino sélo

intermediarios del ensamblaje de la CcO (Figura 16A, carril 15).
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Figura 16. Pet54 no comigra con Cox1 ni con Mss51. A) 100 ug de proteinas mitocondriales se
solubilizaron con 1% de digitonina y se separaron en un gel azul nativo con gradiente 5%-13% de
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acrilamida. Posteriormente se llevd a cabo la transferencia de proteinas del gel a una membrana
de PVDF vy se realizé Western blot con los anticuerpos indicados. Tom40 se uso como control de
carga. La flecha negra indica el complejo de alto peso molecular que contiene a Pet54. B)
Proteinas mitocondriales se separaron por medio de SDS-PAGE y posteriormente se transfirieron a
una membrana de PVDF vy se realizé Western blot con los anticuerpos indicados. La citrato sintasa

(CS) fue utilizado como control de carga.

Para discernir si la disminucion de intensidad observada en el complejo de Pet54
de 190 kDa en la mutante Amss571 se debia a la inestabilidad de la Pet54 se
analizaron los niveles en estado estacionario de Pet54 mediante geles de
acrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE). No se observé cambio alguno en los
niveles de Pet54 en ninguno de los casos (Figura 16B). Esto sugiere que la
disminucién del complejo de Pet54 observado en la mutante Amss57 no se debe a
la inestabilidad de Pet54 sino a una disminucién en la formacion del complejo de

alto peso molecular.

En conclusién, Pet54 no comigra con Mss51 sino que forma un complejo de alto
peso molecular diferente a los formados por Mss51. El complejo de Pet54 no se
altera en mutantes de genes cuyos productos se han descrito que interaccionan
con Pet54, como Pet309 o Pet494. Esto puede indicar que el complejo observado
de Pet54 realiza otra funcién que la de activador traduccional o la de su asociacion
con Pet309. Se observd que Mss51 es necesario para otorgar estabilidad al

complejo de Pet54.

4.2 Pet54 interacciona fisicamente con Mss51.

Si bien los resultados anteriores nos indican que existe una interaccion genética
entre Pet54 y Mss51, no contamos con evidencia de que estas proteinas
interaccionen fisicamente. Para observar una posible interaccion fisica entre estas
dos proteinas se llevé a cabo un ensayo de doble hibrido (James P et al, 1996)

Para ello se clonaron los marcos de lectura de PET54 y MSS51 fusionados con el
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dominio de activacion de GAL4 (Pet54-AD y Mss51-AD); adicionalmente se
clonaron ambos genes fusionados al dominio de unién de GAL4 (Pet54-BD y
Mss51-BD). Con estos plasmidos se transformaron las cepas de levadura en sus
diferentes combinaciones (Pet54-AD con Mss51-BD y Pet54 BD con Mss51-AD), y
se examino el crecimiento en un medio sin histidina con 3 mM de aminotriazol (-
HIS 3mM AT) y medio sin adenina (-ADE). Como control positivo utilizamos cepas
que expresan a Pet122-BD y a Pet54-AD, ya que sabemos que estos activadores
traduccionales interaccionan fisicamente (Naithani S et al 2003). Como controles
negativos utilizamos cepas transformadas con los plasmidos vacios. Sélo en la
combinacion de Pet54-AD con Mss51-BD se pudo observar un crecimiento
moderado en medio —HIS, no asi en medio —ADE (figura 17). Se ha reportado que
el medio —HIS es mas sensible y menos astringente que el medio -ADE (Leung GP
et al, 2011). De hecho, se observo que el control positivo (Pet122-AD/Pet54-BD)
presentd un menor crecimiento en medio -ADE. De igual manera, llama la atencion
que solo se presentara crecimiento en la combinacion Pet54-AD/Mss51-BD, y no
en la combinacién inversa. Sin embargo, esto se puede deber a que una
interaccion débil o transitoria podria perderse al alterar la secuencia de las
proteinas a probar al cambiar su fusién de AD a BD (o viceversa). Ejemplos de
este comportamiento se han detectado con anterioridad (Leung GP et al, 2011,
Zhao X et al, 1998).

AD  BD -HIS 3mM AT _ADE
Petsa Mss51 [ 4k A
Pet54 O O O D
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Mss51  Pet54 [k JC I B
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Figura 17. Pet54 interacciona débilmente con Mss51. Plasmidos para ensayos de doble hibrido
conteniendo las regiones codificantes de Pet54, Mss51 y Pet122 fueron clonadas en el domino de
activacion (AD) y de unién (BD) de GAL4, y co-transformados en la cepa Pj69-4A (James P et al,
1996). Las co-transformaciones fueron seleccionadas en medio —leucina y —uracilo o —leucina y —
triptofano. El crecimiento fue examinado mediante crecimiento de diluciones seriadas en medio —
histidina 3 mM de aminotriazol (AT) y en medio —adenina. Las diluciones seriadas se incubaron por
7 dias a 30°C. El crecimiento de las células que contenian a Pet122-AD y Pet54-BD se usé como
control positivo de dos proteinas que se ha descrito que interaccionan entre si (Naithani S et a/
2003).

Para confirmar la interaccion fisica entre Mss51 y Pet54 observada por doble
hibrido se llevaron a cabo co-inmunoprecipitaciones de ambas proteinas. Para ello
se purificaron mitocondrias con Mss51-3xHA y Pet54-3xMYC. Para adicionalmente
intentar detectar una interaccion de Pet54 con el péptido Cox1 naciente, se realiz6
un ensayo de traduccion de proteinas mitocondriales en presencia de S3°-[Met]
antes de solubilizar a las mitocondrias con digitonina al 1%. El solubilizado se
incubé con anticuerpo anti-MYC (Figura 18A) o con anti-HA (Figura 18B)
acoplados con proteina A sefarosa para precipitar a Pet54-3xMYC o a Mss51-
3xHA. Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE, se transfirieron a una
membrana de PVDF y se analizaron mediante autoradiografia para ver a Cox1
recién sintetizada. Posteriormente se hicieron inmunorréplicas tipo Western blot
para detectar a Pet54-3xMYC y a Mss51-3xHA.

Primero se llevé a cabo la inmunoprecipitaciéon de Pet54-3xMYC. Como control
negativo se usOd una cepa sin epitope en Pet54. Se observdé mediante
autorradiografia que a pesar de tener una buena inmunoprecipitacion de Pet54-
MYC no obtuvimos una co-inmunoprecipitacién de Cox1. Mediante Western blot
no se pudo demostrar una interaccion entre Pet54 y Mss51. Para confirmar que la
co-inmunoprecipitacion se realizé correctamente se utilizé como control positivo la
inmunoprecipitacion de la proteina Cox14-3xMYC, ya que se ha descrito que

interacciona con Cox1 y con Mss51 (Barrientos A et al, 2004).
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En segundo lugar se realizé la inmunoprecipitacion de Mss51-HA. Se observé

mediante Western blot que Mss51 inmunoprecipitd correctamente, sin embargo

mediante este método no pudimos demostrar una interaccion de Pet54 con

Mss51 o Cox1. En este caso, el control positivo fue la inmunoprecipitacion entre
Mss51-3xHA y Cox1 (Pérez-Martinez et al, 2003).
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Figura 18. No se detecté inmunoprecipitacion de Pet54 con Cox1 o con Mss51. Se realizd una
traduccion in organello con mitocondrias aisladas. Posteriormente se solubilizaron y se
inmunoprecipitd a Pet54-3xMYC (A) o a Mss51-3xHA (B). Las proteinas mitocondriales se
separaron por SDS-PAGE y se detectaron por autoradiografia. Posteriormente se realizé Western
blot con los anticuerpos indicados. A) Se inmunoprecipité a Pet54-3xMYC para buscar a Cox1 o a
Mss51. Como control positivo se utilizé la interaccion entre Cox14-3xMYC y Mss51-3xHA. B) Se
inmunoprecipit6 a Mss51 para buscar a Pet54-3xMYC. Como control positivo se utilizd la
interaccion entre Mss51-3xHA y Cox1. La fraccién total representa el 5% del volumen

inmunoprecipitado.

En conclusion, Pet54 y Mss51 interaccionan fisicamente entre ellas, sin embargo,
nuestros datos sugieren que esta interaccién es muy débil y/o transitoria, por lo
que solo se detecta por doble hibrido, mas no mediante BN-PAGE o

inmunoprecipitacion.

4.3 La mutante Apet54 altera la migracion de Mss51

A pesar de que hasta el momento no hemos podido detectar una interaccion fisica
entre Mss51 y Pet54, nuestros datos indican que existe una interaccién genética
de estas proteinas. Por ello decidimos analizar si la mutante Apet54 alteraba la
migracion de los complejos de Mss51 en geles azules nativos. El modelo
establecido dice que en una mutante del ensamblaje de la CcO se disminuyen los
niveles de Cox1 porque Mss51 queda atrapado con Cox1 formando complejos
COA (con un peso entre 250 y 400 kDa), evitando asi que pueda llevar a cabo su
papel como activador traduccional. Se ha propuesto que la poblacion de Mss51
que esta activa traduccionalmente migra con un peso menor al de los complejos
COA, de aproximadamente 180 kDa (Mick D, et al, 2010). Para observar los
complejos de Mss51 se purificaron mitocondrias con Mss51-3xHA (o sin epitope
como control negativo) y se solubilizaron con digitonina. Las proteinas se
separaron por BN-PAGE (Figura 19). De acuerdo a lo reportado en la literatura,
Mss51 migré en complejos de 250-400 kDa (representando complejos COA) y de
180 kDa (representando el complejo traduccionalmente activo) (Figura 19, carril 3).
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Se observé que en la mutante Apet54 (Figura 19, carril 4) la fraccion libre de
Mss51 se encuentra en cantidad muy parecida a la silvestre (Figura 19, carril 3).
Como referencia se analizaron dos mutantes que bloquean el ensamblaje de la
CcO: Pet122, activador traduccional del mRNA de COX3 (Kloeckener-Gruissem B
et al, 1988), y Cox1, una chaperona esencial para proporcionar el Cu a Cox1 (Car
HS, et al 2002). De acuerdo a lo esperado, tanto en la mutante Apet122 como en
la Acox11 (Figura19, carriles 5 y 6) se observé un enriquecimiento de los
complejos de Mss51 de 250-450 kDa, mientras que el complejo traduccionalmente
activo disminuye en ambas mutantes (180 kDa) (Figura 19, carriles 3 y 4). Esto
sugiere que la causa por la que la sintesis de Cox1 disminuye en mutantes Apet54
es diferente a lo sugerido para otras mutantes de ensamblaje "tradicionales”. Esto
también sugiere que la fraccion libre de Mss51 en mutantes Apet54 es incapaz de
promover la traduccion del mMRNA de COX1 con eficiencia, y que no basta con que

Mss51 esté enriquecido en complejos de 180 kDa.
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Figura 19. La mutante Apet54 no cambia el patrén de migracion de los complejos de Mss51. Se
purificaron mitocondrias de las cepas indicadas y 100 ug de proteinas mitocondriales se
solubilizaron con 1% de digitonina. Se separaron en un gel azul nativo con gradiente 5% al 13% de
acrilamida. Posteriormente se llevo a cabo a transferencia de proteinas del gel a una membrana
de PVDF y se realizé Western blot con anticuerpos anti-HA (a-HA), anti-Coa3 (a-Coa3) o anti-Cox1
(a-Cox1). Como control negativo de sefnales inespecificas se utilizaron mitocondrias en que Mss51

no poseia epitope. El anticuerpo anti-Tom40 se usé como control de carga.

Por otro lado, quisimos evaluar la integridad de los complejos COA. Esto se realizé
detectando mediante Western blot a Coa3. Esta proteina se ha descrito como
parte de los complejos COA vy junto con Cox14 son reguladores negativos de la
sintesis de Cox1. Ademas se ha descrito que interacciona con los supercomplejos
respiratorios (Mick DU, et al. 2010). Se utilizé6 como control negativo de las sefales
inespecificas una cepa mutante Acoa3 (Figura 19, carril 7). Se observé que Coa3
migraba en complejos de entre 250-450 kDa en todos los casos analizados. Este
tamano corresponde al de los complejos COA (Figura 19, carriles 8-12).
Adicionalmente, en el caso de las cepas silvestres se observd una banda de
alrededor de 900 kDa que comigra con supercomplejos respiratorios (Figura 19,

carriles 8 y 9).

Debido a que el efecto de la mutante Apet54 depende de la presencia de Cox1,
quisimos analizar la migracion de esta proteina en la mutante Apet54. Se observé
que la mutante Acoa3 (Figura 19, carrii 13) mostraba un barrido que
probablemente corresponde a agregados de Cox1 con otras proteinas, como se
ha descrito (McStay GP, et al 2012). En las cepas silvestres se observan
complejos de alto peso molecular de alrededor de 250-450 kDa que corresponden
a intermediarios de ensamblaje de la CcO (complejos COA) y una banda de
alrededor de 900 KDa que corresponde a la formacion de supercomplejos (Figura
19, carriles 14 y 15). En las cepas mutantes Apet54, Apet122 y Acox11 solo se

observan intermediarios (Figura 19, carriles 16-18).
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En conclusién, la mutante Apet54 cambia el patron de migracién de Mss51 de
manera diferente a otras mutantes que afectan el ensamblaje de la CcO. En la
mutante Apet54, Mss51 se encuentra en su forma de activador traduccional de
manera muy similar a una cepa silvestre y en mayor cantidad a otras mutantes del
ensamblaje estudiadas (Apet122 y Acox11). Sin embargo no existe mayor sintesis
de Cox1 (Figura 12D).

Ademas, se encontré que la mutante Apet54 no incremento la interaccion de
Mss51 a los complejos COA. Este comportamiento es diferente al reportado en la
Figura 19 para otras mutantes, en que los complejos COA (250-450 kDa) se
enriquecen. En la mutante Apet54 el complejo de Mss51, representando su
funcién de activador traduccional, se encuentra en niveles iguales a lo observado
en condiciones silvestres. Esto sugiere que Pet54 se requiere para "activar" a

Mss51 en su funcion traduccional.

Dado que la ausencia de Pet54 no afectd la migracion de Coa3 en complejos
COA, nuestros datos corroboran que Pet54 no afecta a estos complejos. Su

funcién apunta hacia la activacion de Mss51 presente en el complejo de 180 KDa.

4.4 Mss51 se encuentra mayoritariamente libre de los complejos COA en las
mutantes Apet54/Acox14 y Apet54/Cox1AC15

Nuestros datos apoyaban la hipdtesis de que en la mutante Apet54, Mss51 se
distribuye entre los complejos COA (250-400 kDa) y traduccional (180 kDa) igual
que en la cepa WT (Figura 19). Sin embargo, Mss51 en el complejo traduccional
no esta activa. Es decir, nuestros datos apoyan que Pet54 se requiere para hacer
que Mss51 sea competente en la traduccion. Para comprobar esta hipotesis
usamos cepas en que todo Mss51 se encuentra en el complejo traduccional de
180 kDa. Para ello utilizamos la mutante Acox74. En este caso sabemos que toda
Mss51 se encuentra en su forma traduccionalmente activa, pues los complejos
COA pierden estabilidad (Barrientos et al, 2004). Posteriormente combinamos la

mutacion Acox714 con la mutacion Apet54 y analizamos cdémo migraban los
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complejos de Mss51. También se comparé la migracion de Mss51 en BN-PAGE
de las dobles mutantes Acox14/Apet122, ya que Apet122 representa al
comportamiento de la mayoria de mutantes de ensamblaje de la CcO (Figura 20).
De acuerdo a la literatura, en un experimento de traduccion in vivo se observo que
las mutantes Apetb4 y Apet122 disminuyen la sintesis de Cox1 (Figura 20A,
carriles 2 y 3). Sin embargo, la doble mutante Apet54/Acox14 no recuperd la
sintesis de Cox1 (Figura 20A, carril 5), a diferencia de la doble mutante
Apet122/Acox14 (Figura 20A, carril 6), en donde si se recuperd la sintesis de
Cox1. La distribucién de Mss51-3xHA en las dobles mutantes Apetb4/Acox14 'y
Apet122/Acox14, se analiz6 mediante BN-PAGE. Se encontré que en las mutantes
Acox14, Apetb54/Acox14 y Apet122/Acox14, Mss51 se encuentra libre formando el
complejo de 180 kDa (Fiugra 20B, carriles 4, 5y 6). En el caso de las mutantes
Acox14 y Apet122/Acox14, esta condicion parece ser suficiente para que la
sintesis de Cox1 se reactive a niveles silvestres, aunque la CcO no se ensamble.
En contraste, la mutante Apet54/Acox14 sigue presentando una baja eficiencia en

la sintesis de Cox1.

Esta membrana se incubd con el anticuerpo anti-Cox1. Las mutantes Acox714 y
Apet122/Acox14 mostraron la presencia de agregados de Cox1 (carril 10 y 12) con
Var1, Cox2 y Cytb, que previamente se reportaron como consecuencia de eliminar
a Cox14 (McStay GP, et al 2013). Llama la atencion que en el caso de la mutante
Apet54/Acox14 no se detectd senal de Cox1, sugiriendo una gran inestabilidad de

Cox1 en dicha mutante (Figura 20A, carril 5y Figura 20B carril 11).

La ausencia de sefial de Cox1 en BN-PAGE podia deberse a una gran
inestabilidad de Cox1 en la doble mutante Apet54/Acox14, o podria deberse a que
los epitopes que reconoce el anticuerpo anti-Cox1 se encuentran ocultos en el gel
nativo, tal vez debido a que Cox1 cambia de conformacién en ausencia de Cox14
y Petb4. Por ello se analizaron las mismas muestras de la Figura 20A y B en un
gel desnaturalizante SDS-PAGE y Western blot (Figura 20C). Como era de
esperarse, la cantidad de Cox1 bajé en todas las mutantes respecto a la cepa

silvestre. Sin embargo, la mutante doble Apet54/Acox14 no mostré sefial alguna
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de Cox1 (carril 5). Este dato corrobora nuestra observaciéon de que en geles
nativos no se detecta Cox1 en esta mutante doble, e indica que esto se debe a
una mayor inestabilidad de Cox1. Esto podria deberse a que la poca Cox1 que se
sintetiza en la mutante Apet54 es degradada rapidamente en la ausencia de la
chaperona Cox14, ya que la doble mutante Apetb4/Acox14 es incapaz de
recuperar la sintesis de Cox1. Esto esta de acuerdo con la ausencia de Cox1 en
geles nativos. Cox2 muestra mayor inestabilidad que Cox3 en estas mutantes de
ensamblaje, al contrario que Cytb, en el que no se detectd ninguna alteracion en

sus niveles de expresion.
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Figura 20. Pet54 se requiere para activar la forma traduccional de Mss51. A) Traduccion de
proteinas mitocondriales con [S%]-Met. Se separaron las proteinas mitocondriales mediante SDS-
PAGE, se transfirieron a membrana PVDF y se detectaron por autoradiografia. B) Se purificaron
mitocondrias de las cepas indicadas y 100 ug de proteinas mitocondriales se solubilizaron con
digitonina al 1% y se cargaron en un gel azul nativo del 5% al 13%. Se transfirieron a membrana
PVDF y se realiz6 western blot con los anticuerpos indicados. C) Western blot de las cepas de Ay
B).

Adicionalmente las cepas Acox14 y Acoa3, se ha observado que una cepa que
carece de los ultimos 15 amino acidos en Cox1 tampoco regula la sintesis de
Cox1 (Shingu-Vazquez et al, 2010). Lo primero que quisimos averiguar fue si
Mss51 se distribuia de manera diferente en una cepa Cox1AC15 respecto a la
silvestre. Y después nos preguntamos si la mutante Apet54/Cox1AC15 afectaba la

distribucion de los complejos de Mss51.

Para ello se aislaron mitocondrias de las cepas silvestres y de la mutante
Cox1AC15 y se solubilizaron con digitonina al 1%. Al analizar por western blot
geles BN-PAGE encontramos que la mutante Cox1AC15 presenté un mayor
enriquecimiento del complejo de 180 kDa que la cepa silvestre (Figura 21, carriles

1y 2). Al combinar Cox1AC15 con la mutacion Apet54 o Apet122 se observo que
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la banda de 180 kDa seguia enriquecida de manera similar a lo observado en
Cox1AC15 (Figura 21, carriles 3 y 4). En el caso de Pet122 este enriquecimiento
explica por qué la mutante Apet122/Cox1AC15 sintetiza a Cox1 a niveles silvestres
(Figura 9). Sin embargo, la mutante Apet54/Cox1AC15 no fue capaz de recuperar
la sintesis de Cox1 (Figura 9). Estos datos corroboran que en ausencia de Pet54,
Mss51 se encuentra, en el complejo de 180 kDa, en cantidad suficiente para
activar potencialmente la traduccion del mMRNA de COX7. Sin embargo esta

proteina no se encuentra capacitada para sintetizar eficientemente a Cox1.

Adicionalmente, se observé que Cox1 y Cox1AC15 forman supercomplejos (Figura
21, carriles 5 y 6), mientras que en ausencia de Pet54 o Pet122 no hay
supercomplejos (Figura 21, carriles 7,8), como era de esperarse dado que la CcO

no se ensambla.

En conclusién, nuestros datos indican que Pet54 se requiere para activar
traduccionalmente a Mss51. En ausencia de Pet54, la sintesis de Cox1 es muy

reducida.
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Figura 21. La eliminacién del extremo C-terminal de Cox1 no es suficiente para restaurar la sintesis

de Cox1 en las mutantes Apet54. Se purificaron mitocondrias de las cepas indicadas y 100 ug de
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proteinas mitocondriales solubilizadas con digitonina al 1% se cargaron en un gel azul nativo del
5% al 13% de acrilamida. Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF y se realizo el

Western blot con los anticuerpos indicados.

5. La mutante mss51F1%! recupera la sintesis de Cox1 en la mutante Apet54

Recientemente se describio que Mss51 une grupos hemo b mediante dos motivos
CP (CPX). Si se mutaban las cisteinas de dichos motivos la sintesis de Cox1
disminuia dramaticamente. Al igual que lo observado en las mutantes Apet54,
dicha disminucion no se recuperaba al eliminar a Cox14 o al extremo C-terminal
de Cox1 (Soto IC et al, 2012). Se sabe que la hemilacion de Mss51 afecta la
estructura de Mss51, y que a su vez, el grado de hemilacion de Mss51 depende
del estado redox (Soto IC et al, 2016). La pregunta era si Pet54 y la hemilacion de
Mss51 podrian ser parte de una misma via dado que compartian fenotipo.
Previamente se demostré que una mutacién puntual en Mss51 (F199l) podia
compensar la mutacion de los motivos CPX, logrando una recuperacion de la
eficiencia de sintesis de Cox1 (Soto IC et al, 2012). Aldo E. Garcia-Guerrero, en
nuestro laboratorio, encontré que Mss51F'% podia también compensar a una
mutante Apetb54, recuperando la sintesis de Cox1 a niveles silvestres (Figura 22)
(Mayorga JP et al, 2016). Esta observacion sugiere que Pet54 puede modular la
estructura de Mss51 o su estado de hemilacién para transformarla en una proteina

activa en traduccion.
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Figura 22. Pet54 podria modular la conformacion o hemilacién de Mss51. Se realizé un ensayo de
traduccion in vivo de cepas silvestres y de la mutante Apet54 conteniendo a Mss51 y Mss51F199!,

Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE vy resueltas por autoradiografia como en la Fig. 9.

6. Pet54 interaciona fisicamente con el mRNA de COX1

Debido a que Pet54 es una proteina de la familia RRM, era factible que pudiera
interaccionar fisicamente con el extremo 5-UTR del mRNA de COX1, sitio de
accion de Petb54. Yolanda Camacho-Villasana, en nuestro laboratorio,
inmunoprecipitd a Pet54-3xMYC, aisl6 RNA y analizé la presencia de COX1
mediante transcripcion reversa y PCR (Figura 23) (Mayorga JP et al, 2016). Se
encontré que Pet54 interacciona con el mMRNA de COX1, y que dicha interaccion

no depende de la presencia o ausencia de Mss51.
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MSS51 mssS1A MSS51

in ., wR: I T iR
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COX1—
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Figura 23. Pet54 interacciona con el mRNA de COX1 y esta interaccion es independiente de
Mss51. A) Las mitocondrias con Pet54-3xMYC o Pet54 (-) se solubilizaron con dodecil maltosido.
El extracto se inmunoprecipité con un anticuerpo anti-MYC. Una cuarta parte del inmunoprecipitado
(IP) se separ6é mediante SDS-PAGE y se analizé por western blot con anticuerpos anti-MYC y anti-
citrato sintasa (como control de una proteina que no tiene que interaccionar con Pet54). La
fraccion total representa el 5% del extracto mitocondrial usado para la inmunoprecipitacion. Los
asteriscos indican bandas inespecificas para la IP (*). Los rombos indican bandas inespecificas
cuando se usé el anticuerpo anti-Myc. B) Se extrajo RNA de la fracciéon total (T) y de los
inmunopreciputados (IP). Cada fraccién se dividié en dos, y el cDNA se prepard en presencia (+) o
en ausencia (-) de la enzima transcriptasa reversa (RT) usando primers para los extremos 5UTR
de COX1, COX3 (control positivo de interaccion) y VART (control negativo de interaccion). Los
productos se separaron en un gel de agarosa. C) Se llevé a cabo un experimento similar al de A) y

B), pero esta vez se incluyd una cepa 4mss51.

81



DISCUSION

Cox1 es el primer intermediario del ensamblaje de la CcO, y su degradacion y
sintesis estan muy reguladas. Cuando existe un defecto del ensamblaje de la CcO
la cantidad de Cox1 disminuye para evitar que se formen intermediarios que
produzcan especies reactivas de oxigeno dafinas para la célula (Khalimonchuk,
O, et al 2007). Sabemos que la sintesis de Cox1 tiene un mecanismo de
regulacion muy complejo, donde intervienen por lo menos 5 proteinas especificas
(Mick DU et al, 2012). En este trabajo demostramos que Pet54 es un factor
adicional involucrado en permitir que el mRNA de COX7 se traduzca con
eficiencia. Pet54 se describié originalmente como activador de la traduccién del
MmRNA de COX3 (Brown NG et al, 1994) y como factor necesario para el
procesamiento del intron al5p del transcrito de COX71 (Valencik M et al, 1989).

En la primera parte de este trabajo describimos cédmo se identificd esta tercera
funciéon de Pet54. La mayoria de las mutantes de ensamblaje de la CcO
disminuyen la sintesis de Cox1 y la recuperan cuando su extremo carboxilo
terminal se elimina (Cox1AC15) (Shingu-Vazquez et al, 2010). Analizando si este
fendmeno se daba en una amplia gama de mutantes que bloquean el ensamblaje
de la CcO nos encontramos con que Apet54 era la unica mutante analizada que se
comportaba diferente. En este caso, la sintesis de Cox1AC15 no se recuperaba
(Shingu-Vazquez et al, 2010). Encontramos que este efecto no se debio a la falta
de Cox3 ya que al eliminar a Pet122 y a Pet494, los otros dos activadores
traduccionales del mRNA de COX3, Cox1AC15 si recuperaba sus niveles de
sintesis. De esta forma pensamos que Pet54 tendria un papel especifico
regulando la sintesis de Cox1. Cabe mencionar que Pet54 no es absolutamente
requerido para que Cox1 se sintetice, ya que en una mutante Apet54 se detectan
niveles muy bajos de sintesis. Esta proteina se requiere para que la traduccion del
MRNA de COX1 sea eficiente, y se dé a niveles silvestres.

El ciclo regulador que coordina la sintesis de Cox1 con su ensamblaje depende no
solo del extremo carboxilo terminal de Cox1, sino también de las proteinas Cox14
y Coa3. En ausencia de estas proteinas la sintesis de Cox1 tiene niveles silvestres
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aunque no haya ensamblaje de la CcO, probablemente al perder la capacidad de
retener a Mss51 en los complejos COA (Barrientos A et al, 2004; Mick DU et al,
2010). En este trabajo encontramos que el efecto de la mutante Apet54 no sélo es
independiente del extremo C-terminal de Cox1, sino también de Cox14 y Coa3. Es
decir, las mutantes Apet54/Acox14 y Apetb4/Acoa3 no recuperaron la sintesis de
Cox1.

De manera sorpresiva, en este trabajo encontramos que el efecto de la mutante
Apet54 sobre los UTR’'s de COX7 dependia de la cantidad de proteina Cox1
presente. Mientras mas Cox1 habia, mayor era el efecto de Pet54 sobre su
sintesis. Esto nos llevo a proponer un modelo en donde la activacidén/desactivacion
de la forma traduccional de Mss51 depende de la proteina Cox1 (Figura 24, mas

adelante).

En el modelo actual de regulaciéon de la sintesis de Cox1 se plantea que lo que
importa es que Mss51 esté libre de los complejos COA para ser activo
traduccionalmente (Barrientos A et al, 2004). Sin embargo nuestros resultados
demuestran que hay otros requerimientos para que Mss51 sea competente como
activador traduccional. Nuestros experimentos sugieren que en condiciones en
que Mss51 se encuentra separada de los complejos COA, esta proteina no
traduce con eficiencia al mMRNA de COX7 si no esta Pet54. Lo que sigue es

comprender qué hace Pet54 a Mss51 para activarla.

Con todos nuestros descubrimientos llegamos a un modelo de accion de Pet54:

1.- Primero Mss51, en su forma libre, activa la traduccién del mRNA de COX1. 2.-
Posiblemente al interaccionar con Cox1 (dentro del complejo COA conformado
también por Cox14 y Coa3), Mss51 modifique su conformaciéon actuando como
chaperona. Esta conformacion le impediria actuar como activador traduccional (se
desactiva). Esto explicaria por qué se requiere de la presencia de la proteina Cox1
para observar el fenotipo de mutantes Apet54. 3.- Conforme se van adhiriendo las

subunidades de la CcO, Mss51 se libera pero aun en su forma inactiva en

83



traduccion. 4.- Pet54 tendria la funcion de rearreglar la conformaciéon de Mss51 (o
la hemilacion de Mss51) para activarla en traduccion. 5.- Mss51 llevaria a cabo un
nuevo ciclo de traduccion del mRNA de COX71, posiblemente ayudado por la
interaccidon de Pet54 con el mMRNA de COX7 (Figura 24).

Subunidades
dela CcO

5'UTR del mRNA
Ccoxt1

® (e

5’UTR del mRNA
coxt

Figura 24. Modelo de la funcién de Pet54 en la sintesis de Cox1. Pet54 tendria el papel de
rearreglar la conformacién de Mss51 para que esta proteina pueda llevar a cabo la activacion
traduccional del mMRNA de COX1.

Recientemente se describié una tercera mutante, Amam33, que no recupera la
sintesis de Cox1AC15. Mam33 es una proteina mitocondrial a la que no se le
habia encontrado una funcion. Sin embargo, se descubri6 que actua como un
activador traduccional del mRNA de COX1. En la mutante Amam33, la sintesis de
Cox1 disminuye, sobre todo, en fuentes de carbono fermentables (Roloff GA and
Henry MF 2015). Con el descubrimiento de esta proteina y de la nueva funcién de
Pet54 aqui descrita se hace aun complejo el sistema de regulacién de la sintesis
de Cox1.
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En la mitocondria existe una interrelacion muy compleja entre los factores que
tienen que ver con el ensamblaje de la CcO. Se ha descrito que muchos de los
activadores traduccionales interaccionan entre si de manera que podria
coordinarse para un correcto ensamblaje de la CcO. Pet54 se ha encontrado que
interacciona con Pet309, activador traduccional del mRNA de COX7, y con
Pet111, activador traduccional del mMRNA de COX2 (Towpik J 2005). Esto sugiere
que esta interaccion es funcional, y que serviria para coordinar el ensamblaje de
los tres modulos cuyos centros de nucleacion son las subunidades mitocondriales
Cox1, Cox2 y Cox3.

Pet54 podria tener funciones adicionales en la biogénesis de la CcO. Esta
proteina se encuentra formando parte de supercomplejos llI-IV (Vukotic, M et al,
2012). Ademas, en este trabajo se demostr6 que la proteina Cox1 es
particularmente inestable en la mutante doble Apet54/Acox14. Cox14 es
indispensable para evitar que Cox1 se agregue entre si y con otras proteinas
mitocondriales como Var1 (McStay GP et al, 2013). Tal vez Pet54 también
desempefia un papel estabilizando a Cox1 agregada, y por eso las dobles
mutantes Apet54/Acox14 contienen cantidades inusualmente bajas de la proteina
Cox1.

El control sobre la sintesis de Cox1 esta conservado ampliamente en diversos
organismos. Se ha encontrado que muchos ortélogos de los factores que regulan
la sintesis de Cox1, desde levaduras hasta humanos. Recientemente se ha
descrito un ortélogo de Cox14 en humano llamado C120rf62, y que tiene una
funcion estabilizando tanto a Cox1 como a Cox2 y Cox4 (Szklarczyk R et al,
2012). Mss51 se encuentra conservado en el reino de los hongos y se ha
propuesto un ortdlogo en humano llamado ZMYND17 (Soto IC et al, 2012). Sin
embargo, se ha observado que en ratones es un factor que regula el metabolismo
del musculo esquelético (Moyer AL y Wagner KR, 2015). Hasta la fecha no se ha

encontrado un ortélogo de Pet54 en humano.
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La regulacion de la sintesis de proteinas codificadas en el genoma nuclear no es
exclusiva de las proteinas de la CcO. Se ha observado que citocromo b, la unica
subunidad codificada en el genoma mitocondrial del complejo Ill, también muestra
una regulacion en su sintesis similar a la de Cox1. Cbp3 y Cbp6 tienen una
funcién dual ya que promueven la sintesis del mRNA de COB y ademas
interaccionan con la proteina Cob recién sintetizada. Conforme se van agregando
las subunidades del complejo Ill Cbp3 y Cbp6 se liberan de Cob y pueden llevar a
cabo un nuevo ciclo de traduccion del mMRNA de COB (Gruschke S et al, 2011;
Herrmann J et al, 2012; Gruschke S et al, 2012).

Recientemente se han descrito casos en los que una proteina tiene mas de una
funcién. A estas proteinas se las ha dado el nombre de proteinas “moonlighting” o
multifuncionales. Estas proteinas son aquellas que utilizan diferentes regiones en
su secuencia para llevar a cabo diferentes funciones, la mayoria regulatorias o
estructurales (Khersonsky O and Tawfik DS, 2010). Existe una amplia descripcion
de proteinas moonlighting en levadura pero un caso muy particular se da en la
mitocondria con la aconitasa. Esta enzima forma parte de ciclo de las acidos
tricarboxilicos y ademas se encuentra asociada con los nucleoides mitocondriales
(Chen XJ et al, 2005). Mutantes Aaco? muestran inestabilidad de mtDNA y se
vuelven incapaces de crecer en un medio respiratorio. Sin embargo, existen
mutantes de Aco1 sin actividad catalitica pero que pudieron mantener estable el
mtDNA. Nuevas funciones estan siendo descritas para proteinas y es de esperar

que aparezcan nuevas funciones para proteinas mitocondriales.

Otro ejemplo de proteina multifuncional mitocondrial es la NAD*-isocitrato
deshidrogenasa. Esta enzima forma parte del ciclo de Krebs, llevando a cabo la
descarboxilacion oxidativa del isocitrato. Ademas de esta funcién se demostro
que se unia a los 5’UTR de los ocho transcritos mitocondriales (Elzinga SD et al,
1993). Esta union disminuia los niveles de expresion de las proteinas codificadas
en el genoma mitocondrial. Asi mismo, se demostréo que la unién del SUTR de
COX2 inhibia significativamente la actividad de la NAD*-isocitrato deshidrogenasa
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(Sondra L et al, 2000). Esto demuestra la capacidad de ciertas proteinas de
realizar varias funciones y en especial la NAD*-isocitrato deshidrogenasa muestra
otra forma de regular la expresion de los genes mitocondriales dependiendo del

estado del ciclo de Krebs.

Pet54 es una proteina multifuncional y contiene un domino RRM. Estos son el
dominio de union a RNA mas abundante en los organismos. Estos dominios
existen tanto en virus y bacterias hasta en células eucariontes (Maris C et al,
2005). Se ha observado que no sélo son importantes para la union a RNA si no
que también son necesarios para la uniéon de proteinas. Incluso se ha observado
en algunas proteinas que los dominios RRM no unen RNA sino que unen
exclusivamente proteinas (Fribourg S et al, 2003). De esta manera los motivos
RRM son muy versatiles y ampliamente utilizados en todos los organismos. Ya
que en Pet54 no se predicen otros dominios funcionales, se puede pensar que el

dominio RRM en Pet54 cumpla otras funciones ademas de unir RNA.
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Conclusiones

>

La sintesis de Cox1 disminuye dramaticamente en mutantes Apet54, y esta

disminucién es independiente de Cox14 y de Coa3.

Pet54 actua sobre los extremos UTR del mRNA de COX1, pero su funcion

depende de la presencia y cantidad de proteina Cox1.

Pet54 migra en un complejo de 190 KDa cuya estabilidad depende

parcialmente de Mss51.
Pet54 interacciona débilmente con Mss51.

Pet54 regula la distribucion de complejos proteicos de Mss51. Una mutante
Apet54 aumenta la poblacion de Mss51 que tiene la funcion de activar la
traduccion del mMRNA de COX1.

La doble mutante Apetb4/Acox14 y la mutante Apet54/Cox1AC15 mantienen
mayoritariamente a Mss51 en su fraccién de activador traduccional. Sin
embargo, esta fraccion de Mss51 es incapaz de traducir al mMRNA de COX1

eficientemente.
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Perspectivas

- Investigar los factores con los cuales Pet54 forma complejos de alto peso
molecular. La elucidacion de este complejo puede llevar a un mayor
esclarecimiento de su funcion. Para ello, propongo realizar un experimento de
pulldown de pet54 y por medio espectrometria de masas identificar qué proteinas

se encuentran asociadas a Pet54.

- Estudiar si en la mutante Apet54, Mss51 presenta un defecto en la unién a hemo.
Las mutantes de Mss51 de union a grupo hemo son las unicas descritas hasta la
fecha que se comportan como la mutante Apet54. Esto sugiere una posible
relacion entre los dos fenotipos. Para ello, propongo realizar un pulldown de
Mss51 en cepas con la mutante Apet54 y detectar si el espectro de los grupos

hemo de Mss51 se encuentra afectado.

- Identificar las regiones de Pet54 que llevan a cabo la regulacion de la sintesis de
Cox1. Se ha demostrado que Pet54 contiene diferentes regiones que afectan la
expresion de COX7 y la expresion de COX3. Para ello, propongo hacer
mutaciones al azar de Pet54 e identificar que mutantes sélo afectan la sintesis de
Cox1.

- Identificar el sitio de union de Pet54 al 5’UTR del mRNA de COX1. Para ello,
propongo que se sobre-exprese y purifique a la proteina Pet54 para realizar
ensayos de interaccion con fragmentos del extremo 5'UTR de COX7 y analizarlos

mediante retraso en la movilidad en geles.
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wssembly eedback regulalory lowp of Coxl synthesis, Pel54 may
plav a role in Mss5 1 hemylation/conformational change neces-
sary for translational activity. Moveover, Pet5 physically inter-
wels with the COXT mBENA, and this binding was independent of
the presence of Vss51.
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COXE by mENA-specific proteing. Pranslational activacion of
Lhe COXNT mRNA depends oo Pel30 and Ms=51 (2, 3}, whereas
COX2 tranalation depends an Peel 17 (1 55 and COXE mlinA
translation depends on Pethd, 1*et123, and Perdd (G -1 'hese

prateins act on the targes mIRMA 57-LTRs to allow translation

by Lhe et henedrial cib
and with the mitnchong

somes, They mteracl wilh cach olher
Tinmer membrane and are thought ro
tether Lranslalien inilialion close (o Uhe assembly siles ol CoChin
the membrane (for a review, see Ref. 100 (115, The mitochan-
dria-cnceded Coxl, Cox2, and Cox3 subunis are proposed Lo
assemble fraom three different modules, each containing a spe-
colie subeel of nuclepes cncoded subonits (120 145,

Crl, the largest subunit of the Cod, carvies the heme aa, -
Cuy, center to reduce awygen., Synthesis of Coxl inside mitn-
chonmelrein = beghly cepolated. I CeCr assembly s blocked by
mutations en sither integral subunits or accessory chapercnes,
el synehesisis down-regulated (15, 16} 10 is proposed that by
this mechanisom, metechendrin aveids acowmolation of pro-ox-
idant ¢ox1 intermediaces (17}, In addition to itz rale as trans-
Lintterranl s lovarlur of CONT mBNA, Mas51 also physically inler-
acs with Coxl pratein ta farm the firsr high molecular weight
mntermediaries (OO compleaes) Lhal include the chaperones
Cre 14 and Coald (15, TH =200 The corrent madel (reviewed in
lefs. 1 and 21} stares that if Ce0) assembly is defecrive, then
Mas31 s seguestered on COA mlermediaries (e reduce Lhe
effective concentration of Mass1 as a translatinnal activacor nf

Lhe SO mBNAL resulting i a eecrvase of Coxl synthesis, In
this context, Cox14 and Coad are negative regulators, hacanse
their deletion rastores Cox 1 synthesis when assembly of Cel) is
delicient (13, 18, 18). The Colerminal cned of ol s also
negative regulater of Coxl synthesis, eletion of the fast 11-15
restducs of the Coxl C-Lermimal end results monormal Coesl
synthesis even if Ce0) is not assembled {16} In addition to the
first intermesliates lormeed by Coxl, Mes3l, Coxld, anel Coal,
subunil £ lorms subscquent imtermesiales (02, 221 that imclude
proteing like Coal (23, 24, Shel {25, 36, 26), subunics Coxd/
Coxé (190, Cou2 {25}, and Coxl3 (26) Moreover, Lbe TIsp7D
chaperane hecl isassociated with hoth Mash1 and Mashl-con-
Latpmeeg, comploies and repulales Coxl synthests as well (27)
Wasil containg twn heme-regulating motifs, These mntifs are
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imperlant (e hemylation of the protem aned are involved in
Coxl regulation by Mash| (28).

During Lhe investig
end in the Coxl synthesis repulatory loap, we observed that
Petsd showed an vnusual puttern. Deletion of PETS down-
regulated Coxl synthesis; hewever, in contrast o what was

alion ol the rode ol the Cox ] C-lerminal

ehserved Tur sl assembly miotanis, deletion ol the Coxl
C-terminal end did not recover Cox1 synchesis (16), indicaring
that Pei52 plays an additional role m this process

Pet3d is a nuclear encoded, RMA reciopoilicn molil (RIRM)
profem localed on the matris Face ol the nmer mitochondrial
mermbrane as a peripheral protein (241, In addition to its role as
translutiona] aclvalor of the COXNZ mENA (7)), Pet54 s
required [or splicing of the @58 intron en the COXT
pre-mREMNA [30). fnowilro esperimenty demonsiraled Lhal
Petfd binds with the COXT pre-mBNA @f5E intron and rhe
COXI mRNA 5 UTR, buth repions sharing 56% sdentily (31
Lo Lhe prosenl warrk, we demonstralesd that Pel54 plu.}-s i Lhird,
novvel role m Conel synthesis ragolation thal s independent of
Coxld, Coad, and the Cox1 C-rerminal end We also provide
data :J\r:.u-mg, Lhal Pelsd is [CLCUSSADY [or avtevation of lransla-

tional compelent Mss51, probably by binding te the ©OXT
m A and by modalaling the hemvlalum slate andfor conlir-
mation of Mssal.

Experimental Procedures

Yeast Straims and Genetic Methiods—5. cevevisiae strains used
in this study are histed in Table 1. Genetic manipulation meth-
ods and media were s described provionsly (320, Strains wore
culiured ma complele ferme ntable medom, YPT or YPGal {15
veast extract, 7% Bacto-peptone, and 2% glucose ar 2% galac-
tose), orsynthene complete medmm (ATH veast nitrogen
base, 2% plucese] lacking the indicated amino acids, Mo
deletion consbructs with WEAZ, LRI or RandiNd cassellas
were made by MR, Tnoall cases, correct integration of the dif-

ferent construacts into the noclear genome was confirmed by
PCLL For twoe hvbrid expeciments, the plasmids wsed were ag
lllows; Pelad- ATH pNGTRE (330 Peldd-B, pNGRGT (295 and
Pet122-ATY, pMGR1T (33, Meshl-ATy and Mash1-FTD were
cloned ontn the Clal site ot pGATI-C and pGRIU-CIL, respec-
tively (3d), Copstructs were transformed in the veast steain
FieR-da (347 and douable-franslormed cells wore selected on
meechn lancking levcine and tryplophan or kocine and wracil,
TPratein interactions were tested by placing on mediom lacking
histidine supplemented with 3 ma amino-1,2 d-triazale or
lacking adenine,

Analysis of Miochondricd Profeins Cells were grown in
YPGal medivm until late log phase. Mitochandima were isolaced
by disruption of cells with glass beads or by zymolvase 200
treatmenl as duescribued (35], Proleins were resolved by ST0S-
PAGE o 12% pels (36) and deleated by mmunobloiting with
antibedies tn HA (Rache Applied Scence], o-Myo (Roche
Applied Science), Cox1, Cox2, Coxd, oytochrome b, Coad,
Torrnal, o gibrte synlhases Secomdary goal Tad anli- mouse o
anti-rablat (Sigma) conpugated to horseradish peroxidase was
detected with the ECL (GF Healthcara) or Tmminbilon ™ West-
ern Chemiluminescent HRL Substrate (Millipove),

9344  JOUTMAL OF BYCLODICAL THEMISTITY
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Sywihesis aft Milochondral Profeivs Irovive labeling ol colls
in the presence of |3 methinnine was pertarmed as described
proviously {20}, After 20 min of pulse labeling, cells were chilled
on e and disrupied by vortesmy with gliss beads Lo obilain
mitachondria by centrifugation. Mitnchondrial proteing were
cesolvied onoa 16% polyaceelamide pel, ranslerred o o polva-
nylidene Muorice membrane, and analyred with g Typhoun
S600 I'hosphorlmager (GE Healthears)

Miee Native PAGL AAN-PAGL) BN-PAGL was perlormud
as described previousiv 1370 Samples 1100 we) of mitochondeial
preateem were wanshed with 2300 mad socbileld, 300ma TesTreis and
lysed with 700 ma aminacaproic acid, B0 ma Bisris, and 1%
digitonin for 30 min on e Milochondrial catrucls were
cleared at 13,200 rpr for 12 min, and [he supernalanis were
mixed with 2.0 pl of % Coomassie solution (750 ms amino-
caprode acwd, 50 mat BisTris), Calructs were lowded ona s 13%
polyacrylamide gel and transferved to a polyvinyhidene flunnde
membrane, Froreing were detected by inununehblorting wich
Uhe resspuse Live anlibisdies,

RNA Tnopsnnprecipitation Assay—This technique was per-
formed as deseribod provionsty (381, Bricfly, mitochondria (1
mgl wore lvsed with 07% a-dodecyl §-nomaltoside, 200 my
Tris-HCL pH 7, T mwm NaCl, BNaseOUT (Tnvierogen), and
Mimcnmplete protease inhibitors (Roche Apphed Science).
After o clarifving spin, the solubilized fractions wore ncubated
wilhamanli- W ant by coupled G prolam A-agarose {Gania
Cruz Biotechnalogy, Tnc.). After centrifugation, immunopre-
cipitates were viashed twice with 500 wl of lvsis buffor and twice
with §ml ol 20ma ITERPTR-KOT T, pl 7.4, and then reswspendaed
in 150 gl of the same butfer. One-fourth of the precipitate frac-
Lions wers saveel for Woeslorn bluzLinE unul}'sis. anel Lhe remain
cler were used T RNA exlraclion. BN A from Gotal aned imme-
noprecipitated fractions was extracted by incubation with
TRE2l® reagel l;'I!l'r'ilruy,un]. 2 ng ol RMNA woere trewted with 1
it of TNase T (Tnvitrogen). The fiest strand of cTIN As were
prepared by the addition of primers for COX D, COXS, or VART
in the presence of Superscript LI reverse transcriptase {nvic-
cogenl. The resulling e DN As were used us templale for PCRs Lo
armplily CONS COXZ or VAR 57-1TT Re. Mole thalunder Lhese
conditions, K1 -1"CEs are not quantitative,

Results

Potid Reolares Synthesiz of Coxd  Woe have previoushy deme
omelranled that the C-lermimal end of Cox | invalved i Lhe
vegulation of its pwn synthesis. In mutants that block Ce0)
assembly, svnchesis of Coxl is down- egulated; however, dele-
Cicart ool Lhe Bash 13 resiclues of Cox | {Cox LAC L) recoversd nor-
mal levels of Cox1 synthesis {16} Lhis patoern was observed in
many diflerenl mutants en cither Co subunils or chaperones
Uhal prardicipale m areyme assermbly. The anly exce ploon was g
cleletion ol pei4. T Chis muolant, synthests ol Coxl s diwne
regulated, but deletion of the C-rerminal end of Cawl does not
recover syrilhosis (16)

Peld1 actwates translabion o the milochoendrially coded
CONFmBNA (71 and also promotes splicing of an intron found
in the COXT ranseripl of most yeasl strains (393, [lowever,
Petidwas not thaught to affect expressinn of GO genes lack-
ing this intron (39, Inorder to investigate whether or not Pethd
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Pet54 Regulates COX1 Translation

TABLE1
Stralns used In this stughy

Al of thess strwns are congenle or Bogenic o Dzs- 100, Mitachordeil genotypes are shown 1a parcathesis, AZaic

prosents an inmonless COXT gone aovidea ARG 1

Dias 2 peplacesenl ol Wi UL 35 UTE by Uoe COKZ 3100 oo d A ANGE™-2 D 2 peplacemenl of Lo OO 8™ UTE by tee COX2 5-L01R (407

Straln Nuclear {mitechondriall genatyps Referance’Sonrce
NPM1OL arglizhisE bl U452 sl pred wwored A=A BGET) Bl it
NENIT e .'Irl"?‘)"_l(r weTe 53 el {07 (" LD N =S A R el 201
AL due ey lnleiss, wrad-53, 'm" 4 J.EZ, .lli' ressd: .L.'.En'ffp ((L\'iul 5420 ARG, Lel 20
¥PNTI Ipsd gt hist, e P Ly Rk, il
HPM1ED w Dyl syl .'miC-n. wree3-52 el 20
MNEM20L el 16
X INING el 17
i S e L T alp hials, k [et 16
VLT Fywd, anghist, weed Ret 10
AENILS el 16
XPANAIE Ref 10

ek A0
, Iysdd, argh-hesG, urad 3 et 16
Mates, [n2 arygi-hist, wead 52 lewd 3 103 cond Ll 16
Mate, D anpd-hivds, wred 52 lew-3 I3 conldl el 16
Matw, Il anmi=hicd, wrad-a2 L4 102 Ap ) 2 Thiis wirl
B2, wrg@-hisG, wrad 32 lew2-3, 103 Aped KANMYL to i |','.l 3 o, CONTACLS Fel. 16
i - Q1A MESST sxHA Apel AN (g, Adai) Thiis work
[P 1. 172, Apd R A W | ;'I.En:il 1hiiis wrsrk
CANal COXTACTTS) Thiis wrrle
i rra.'_’n ARGHT] Thiis wrrk
Y105 ailn, wreeJ-52, nﬂ!z U ey _‘n,:lh'.FQ-.P .h.‘..l".l.‘»] ) J:\'G\gu. condAnCO], ULy This wurk
RN 1 a0 12 fysd iz ds 1?3-,01':.' 2RAN 1hils wirl
W0 ] g Zx"-1_w ||'| ;'I.E.zl'j I
Y11 EliZin', :Jlsal_.
YLl LZip |, A, CLXIALTS)
Y114 MANMIS Arene 3Ll U {pT, AR, COKIALTT) 1Tis wurk,
YiT11s I\"Lfld _‘mm-: |"F|'_|"'.?f|1',;'|1.2|:: This wrrk
1 [at. 16
Lakzy [et. 16
LEKS3 % Ihis wurk
.5R3Y DT, e 52 et 10 This wirk
[5Ra4 Ml ati, DEid A i AL b 00 h r‘l‘.ﬂl s 4,!.)1 R(’\"‘] Rek 103
L5E1Y Maley, Bl angh: JlraG. et 52 dew - J 0 _‘nprﬂ") L{J\J.HA\ fooe P A ARGEY, conAaCOXE COE Tha
%HA Malw, a2, .I'J.\" Aarad FESAFRIEHA (p©
[P Mt arpfahiai bk Ik w55 ApeTRNANM S oo ] el A RGET)
{ERY WY Mlati, I}.‘i.{mgﬂ Mg, e L dearila, 02, l]u. LR i J-.‘pr)}_,‘.ﬂlf". ¥ This wirth
(130T e Mt haz,urgﬁ hinds, wred 52 lewd-3 100 Acos ARUK fpt, CUAIE 512 ARGE™ 1his work
[E3A50 Mate, aded da2, Anmid PLIIO0D SIxHA ApvidinKANMY (g5 This wurk
1140 I g iiat, wr23- A2, MBS T2l 1A, Ao JELHAS (0, AT e 1hiis wirk
[Pige : FEANDMIX, Acovig RS (o i) Thiis worl:
GRS S FANHA (' oo DA RCH", covzdaCOXD COXSL  Thils work
ISR Iz“rlm A3l L2 (T AT This wurk
[Pign Y H XN Thiis wrrh
R LsH SRS TRl 1A, A ] 1 i 1'hiis winrh
[P 285 T gallA, PET37 2w Apertas:lIEA3 I']-' SAXay This work:
[H3IR1 SN T TrHA, PR e Apel Tl EAT [t AZa) 1hiis wierh
4SS 5550 TrHA, Apet 23 RANMX (97, AXai Lhis wrk,
J 2 MESS T2l A, Aparsd FUANMIX fp | AXal CXIACE) Thiis wrrk
Ml fa2 and-hisG 52 tewd-3 153 MESSE .i‘.rHA ﬂyeu_ THEX T, A, COXIACIS) Thid wk

COX T, COXEE

Mali, fu." urgb’ .':raG.
e

ﬂkt'aﬁ"-.'. rwt"-‘J ALRET, LA 2F

RGVT i, 1, This worle
ACaranl Male, Il angd-hiss, 52 ewd-3 1% LDl 1 work
AGGAEY Mata, By anet-hist), weat 50 baedd, (12, Apedsd: 1wl
A Cotopa imseriivo of v chimeic SOXF gaaw upstoeam of e COX2 gene,
played an additional role in Cox | synthesis, we analyeed mite however, additonal elimination of COXL or COAT recovers

chondrial tranalation products by s vivn labeling with [*&me-  Coxl svnthesis, even it Cel) assembly is impaired (15, 18, 19,
thienine in the presence nf cyclnheximide to inhibit cvboplas-  Tao investigate whether Pet31 might be directly promoring

mic translation. We ohserved that absence of Pethd reduced by Coxl svnthesis, we eliminated the assembly-mediated regola-
S0% the labeling of wild-type Coxl encoded by the intronless  tion of Cox1 by removing Coxldor Coad. Lhe reduced labeling
COX! gene wsed here (Tig, 1 This was the omly mutant ana- ol Cos b and Cox EACEH inthe double mulanls (dpedi4d Ao 4
byzed whose Coxl labeling was not increased hy Ctermmal  and ApetSd/Acoad) showed a hypass of Cox 14 and Cnad symn-
truncation nf Coxl, suggesting chat this effect might nochedue  thesis caneral (Fig. 2, A and 21, in contrast to what has been
simply to the lack of Cot) assembly. Indeed, delation of Pet1 22 ohserved for a Acows mucant (16) or other mutants affecting
or Pet1®], the other COAT mBMA translational activators, Coxl assembly (15, 18, 190, A similar result was observed with
resulted in a Cox labeling pattern similar to that observed for  strains containing introns In COUCT [data not showin), strongly
general CeOd azsombly factar mutants reparted proviously (16),  anggesting that the eole of Petsd in teanslation of the L7
In CeDvassembly moutants, synthesis of Coxl s down- repulated;  mBEMNA s indepencdent of the rale in COXY intron splicing,
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FICURE | Dowrn-regulation of Cox1 synthesis in Apetsd mutants is inde-
pendent of the Coxl C-terminal end, A, mitochondsial wanskation products
from strains <armying the wild-type Coxl (WT] or the Cox Iadcinqthe last 18
sesidues of the C-zemminal end (AC15) ware pulse-labeled with [ Slmethio-
mire i the presence of cycaheximide and analgeed by 505 PASE and aulo

radingraghy. The Aperad, Apet1d7 and dpetd ™ mutants were introduced as
annchicabesd. f'yl.'J. (:.-Iu[:l-\r:]mn b; .i‘.llnﬁ, subenit & of ATFase; Yorl, rbasomal
prowin. B the intensity of the Cox | labeling @A was ouantilicd using the
Irmactel sodtwsare and normalized to the cytechrome b signal . ltwas exprassed
a3 i percentage of the wild bepe Cosl sigral O# | Error Bars, 5.0 values from
thres indeperdent 2xperiments. We also comparad the signals of Coe with
the cytochrome b signal. In these <ases, no significant differance was
abaered The redevant vgnificant differenees batwenn ctraing{© weare deter

mined by Student’s £ test A povalue of <007 was considessed statistically
significant.

3

S0l Coxt labeling
Seoof Coxd labaling

Tovesnlirm Chat vaduction ol Cox | labeling alter elimimation
of aszemblv-mediared regulation was due tna defecr in transla-
tion, we used the COXTO =121 ARCE™ reporter inserted at
the COXJ locus. This reparter has heen extensively used to
difterentiate between translarion and post-translatinnal detects
in Cox® (T, 20, 26 28] Tn chis constroct, the reporter 4 RO,
which codes far an ensyme invabved in arginine bingynthesis, is
fused in frame o the C-rerminal end of Coxl. Because it codes
for a mitochondrial cargering and processing sequence, acou-
mulation of mature Argh should not be affected by the scahility
af Cox . The Caox mniety encoded by OO 713 12)24 ROK™ is
assemhbled intn active Col) complexes, supporting normal res-
piratory grovth (200, Thus, we combined the Apersd and
Acax - murations with the COR P57 204 BGE™ constrce.
A observed previowsly (1o}, e dped 54 strain showed reduced
srowlhin mediwm lncking argmine as compared wilh wild- Ly pe
ot Acordd cells (Tig, 200 In aprecment with the |5 methio-
mine Jabeling pattern of Coxl, prowth of the doobl: mstiond
Apetied! Acoad4 on mediom lacking arginine wis only slightly
improved ws compared with the single Aped54 mulant, Incon-
Tristy il i proviously observed (1), o Ao mulant showed
reduced growlh on mediom lsckiog argimine, bat the doubile
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FH=URE 2 Down-regulation of Coxl synthesis in ApetSd mutants is inde-
pendent of Cox14 and CoaZ Coxl or Coml A5 cells with a deletion in
PETS, COXT4 (A, or COM2 B, as indicatad, wers pulze-labeled with | 5 me-
thicnine inthe presencs of oeeloheximide, The mitochoadrial produets veere
anakzed by SDO-PAGE and sutorsdicgraphy. £ growth phenctype of strains
biearing the TS 200RGE™ mitarhondrial caonstruct., The ABGET gene
wean [used in-Trame Lo the complete CO8T codons, and Uhe Wack neegle ndi
rates the processing site for the pre-Argd matiz-targeting signal. Mutation
ApelSd, deox P4 or Aooxd was introduced as indicated. Cells wene spatted as
werial dibutions cn medium with arginine |+ARE] or lacking arginine |—ARG)
and growen for 2 days at 30 °C

deletinn Acoxei/ Acon ]+ recovered normal grosth levels. These
oheervations show thar the Ce() assembly defect caused by the
Ioss of Tet] reduced synthesis of the reporter fused to Coxl
and that this reductinn is not recovered on Avo i cells.

Taken together, our data indicate that deletion of 1Pt
reduced Cox1 synthesis and that chis reduerion was not depen-
dent on e wssembly-repulidory C-lerminal el ol Coxl or
CuonldrCoad regulidory faclors, as observed e most Cold
wsscrmbly mutanis. Cur resulls strongly support Che tdea Chat
Pet5d hus o previeosly wundetceted dicect positive role in pra-
moting Cosl synihesis,

Fueidd Acts on dhe 5 Undransfaded Reyion of COX mBNA
Petdd comld repgulale synlhesis of Coal at owo dilTerenl siles. (]
T could hive @ pasibive role i COXT mRBMNA unlransliled
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regions, this actreity could be either divectly or indirectly
related tn W51 amd Pecdl) which are transtational activarors
of COXT mliMA, (i) 1t could act on the COA complexes, where
it could contribure to Msshl release and vecyeling for transla-
Ll activation. Hlowever, this activily should be indepencdent
ul both the Coxl Colerminal cnd and the Cexld!Coad- medi-
ated feedback assermbly repalalory Teop.

Tuor test whether Pethl regulates Coxl aynthesis by acting
through the nntranslated regions of the COXT mENA, we
examined Lhe growth en medinm leking wrpgininge ol o strain
whiowse COXN  oodimg seguence was replaced by (he ARGE™ gene
{eoa FAZARGE™). Tn additinn, chis sorain has the COX! coding
region flanked by bath COX2 U RS inserted at an ectopic site
on the mtDNA, Lo this meldMNA, the levels of Coxl protein are
lowr as compared with o strain with wild- type mitochondeial
DA (Do 30, and ats synthesis depends on the (sl ional
activator PeblLL 200, We celotedl PETSL as wellas Lhe PET 22,
PETASE and PET U genes and examined the grow b ol cellsin
mediam lacking arginine. We nhserved thar Apet 122, Aperiid,
and Apet] 17 murants showed a similar growth as compared
with a wild-type strain with the coalAnARCGE™ constonct (Fig,
3, Uhis is consistent with the idea that in lew levels or in the
absence of Coxl, M5l is nol seguesterve aned (herelore is
available to support norwal COAL 5°-U LR wranslational activa-
tion despite the absence of Cold assombly (13), In contrast,
capression of the card AnARGE" reparter was reduced by
Apeisd mulalion, supgesting thal the sile olaclivn ol Pei3d isin
thie unbranslaled region of The mENA, probably the COXF
L-LITR. Surprisingly, in the double muotant Aper3diApeti 17,
where Coxl iz oot synthesized, expression of the coxlAn
ARGE™ reporter was similar to wild-tvpe levels, suggesting
that the effect of Pethd on the COXT mBENA untranslated
regions depcncds on the peesence of Coxd prolein To conlicm
Lhis il woe lirsl overcaprossed PETLLL, and we observed o
dueereased] growth on mediem Tocking arginme aller peesd
deletion (Fig. 37 Gecond, we eliminated PETS onoa
o d A ARGE™ slran where the COXJ codiog resion was
absenl Inthis cuse, the Apeddd muolanl showed growlh levels on
mechum Lscking arginine similar 1o those of The wild-Lype,
Apet! 23 and Aperd 4 cells (Fig. A0,

T'a determine whethar the COXT 5 -LTR ar3"-L' TR are tar-
gets i wivo for Pecs], we crearted strains wirh mitochondrial
constroets similar to the one indicated in Lig 51 excepr that
cither the COXS 5 or 3 UTER Junking the ARGE™ reporler
wins exchanged wilh the COX2 5~ or 3-UTR, sespeclively,
Strains wilh a wild-lvpe nuclesr genome supporled groowih on
mediam lacking arginine [Fig. 4), although cells with the sub-
stitnted COINT 37-L0T R had a weaker groneth, prohablvy becanse
in these mitachondria, three copies of the COX2 '-LTIE are
present, and therefore Pet11] is limiting for AR GE™ expression,
Deletion of perdd did not attect growth in argining ot the sorain
hearing the COIX2 BT, suggesting that the rarget of Pethil
was lost in this construct, n contrast, the Apet54 strain con-
lutming Lhe COXZ AU TR showed sedoced growth o medium

Jackany argmiene, Ths, vur dala show thal the Grgel of Pel 54 s
lescinlivel Loy thee COXF 3 TITR.

Wlen3 | and Pel309 aet on the COX) mRWA 5°-UTR (2, 40,
and hath proreins ave limiting for rranslation (430, We invesri-
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3-UTR

Ectopic chimeric miDiNA

T T Apetifr
Coxl — . -
OE — e == -

ApetSd L ovecton

Apetss + PETITT

D

roxthARGE™

o] CoK 1

ELUTR, -.ﬂHE‘-ﬂ"'“ 3-UTR

ARG RS

FUCLIRE 3. Pet54 plays a rele in COX7 mBMA untranslated regions that
depends on the presence of the Coxl protein. 4, the cox ! LARGE™ con
st wisinseried sbthe COXT koous, where the ARGE reparter replaced the
coding sequendce of S0K1. In addition, the €O coding saquence flanked by
the COU2 LITTE was inserted at an actopic site, 205 bp upstream of COKZ on
thie it {200, Mitachendria from colls carrping the wilcd typse mtEhA or the
ectapie chirmeris mitDMNA were analyed by SRS PAGE and Westem Blaging.
The membrane was preled with an antibody for Cox? and aftarward for
cirrate synthase (51 85 3 boading contral. The Apeti ] mutation was intro-
duced as indicated. 8, corial dilutians of the indicatad mutants beaning the
actopic chimeric mmIMN& were spotted an rediom lacking {— ARG or contain
g (+ARG! arginine and ware growe lor 2 days 8t 3000 8 cells carnying the
cotopic chimeris mil S and cither an ernply plasmid or & plasmmid capross-
ing ahigh capy number of #7777 were grovmon medium lacking (O ARG or
containing | | ARG arginine. Serial ditutions wess growen for 2 daysat 30 °C.0,
the COXT coding region was replaced by the reporter gene ARGE™
Srcew [ AARGEY, howrevern, in thas constroct, ro o hirneric COXT cormbruct wis
ingerted. The iredicated mautants bBearing this mtDMA were geosen o serial
dilution: as in B,
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FEGURE 4 Pet54 acts on the COXI 5 UTA. Cells cortaiming wild tppe Pecsd
o thie Apecsq mutation were spotted on senal diluthons on madium lacking
(—ARG) or containing |+ARG] arginae snd mcabsted for 2-4 days a1 J0"C
The cells contained similar mitochandrial genomes o the one shown in Fig.
3A, ewcept that the cox? AsARGE™ gene wa flanked by native COX7 &'~ and
3 UTRs (e canserwerl, fanked by the native 3% 7 5" UTR and the S0K2
A UTR [midals), or flanked by the COK2 8 UTR and the native COKT 37 LTR
St ten), Biack Bors, COXP untrarsisied -rall:m:gmr s, CONCR pniransla e
regginna, Fer COXT 3 UTR reptacermond, 526 bpool thie C0X] downsiream
sequence weare replaced by 118 by of the COX2 downstraam sequance, For
CO T 5 -UTH replacement, 505 ko of the COX) upstream sequence were
replaced by 73 bp of the COMZ upstream sequence (10!

pated whether the sbeady stle levels ol CUese prodems could be
affected by deletion of Pet54. Mitochandria from strains with
Inple hemagphilinin Gags fuscd Lo the Clerminal ensd of Pet309
o Wsz51 were isolared. These strains did nor show iy, respi-
ralory growih-defickency due 1o lw prescoce of (he lags (dala
not shownl. Western blotting analyses of Mss31-3xHA or
Pel3r?  3axlIA revealod thal prodein levels were nil afl ecied by
the absence of Pet3d (Fig 5, A and £ In addition, we asked
whe her Pel 51 mighl chow any genetic inleraction with Pel309
or Mss51, As previously observed, the growth in medium kack:
ing arginine of a ApedSd, COXII=5T21:ARGE™ strain was
highly reduweed (Lig 2€77 We asked whether this Pllt'll"-"lym_'
could he alleviated by nverexpression of PETI00 or MSS51
Fach gene was cloned inta a Ay plasmid, and thiy were used o
lronslorm Aperdd, COXIL SI2HARGE™ cells. Overexpros.
sian of PETE0Y had no compenaatary effect, wheraas averex-
pression ol MSS5L showed only o very miled ellect Ty 5C). In
comtrast, oversxpression af AMSS51 N & Aeashh imatant recow-
cped growith on medivm lacking arginine, comistenl with e
observation that the assembly-feedback regulation of Coxl syn-
Ihesis can be overomee by capresson of additional copics of
M3531 115

Our resulix sgpee] thal Ped34 avis on Lhe COXS mENA
3. 'K to promote expression. This offcet was observed anly if
Coxl protein i present, even in small amounts, suggesting that
Msshl could be related to Pet5 4 function. The ahsence of Persa
dovs not allect steady state levels of Uhw translutional aclivators
Pet309 and Mesil, whose activities are limiting for Cox1 syn-
Lhests. Moreover, s mild genetic mleruction between PETSY
and MS55T was detected because overexprossion of the trans-
Tatbomal activalor sliphtly compensated e growth phenotype
of the COXI1=531 21z ARGEY veporter in the absence of Perhd,
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RGURE 5. Pet54 does not affect the level of Pet309 and MssS1 proteins
and shows a mild intersction with MesE1. A semple of 10 2nd 20
pg of mitochomndrisl prodein rosm s cepreasing the ST A (Al ar
Pet309-3xHA 18! as well a4 the u ed wersions of these genes were sapa-
rated by S05-PAGE ant analysed by Western Botting. The membranes were
probed with antibodies anti-HA and anti-citrate synthase (C5) as a loading
cortrol. C, cells carmying the COXMOAT 2 ARCE™ construct were transformed
with ety plasrmid (eoctar or with the indicaed genes cloned an YERas2
plasmid. The mansformants were spotted on synthete complete medium
lsckirgy | — ARG ar containing (ARG arginieg, 10 Tald serial diluions wers
growwan for Felays al 3070, The bive & e Inelleates B processing sibe for the
pre-Argd matrix-targetng sgnal,

Porsd Could Pramore Msassl Reeveling for Lranslational
Activalior 5o far, var results bave suggesied Lhal Pel54 pro
moles ellicient Coad synthesis Uwough o mechonism indepen
dent of CoaldCoud and the Coal Clerminal end This role
imvolves the COAT mBNA 5 UTR. Because the offcct of Peisd
oo Lhe COXT 5L B was olscrvable only in Lhe prosence of Lhe
Cuxl proluin, there wis a pussibiity thal Pet52 could aflect
cither Ms51 or the COA complexes. COA compleacs depend
on the presence of Coxd protan, and Mss51 aclivity in banska
tinm activation depends an how much of this activatnr is
released from the COA complexes (1, 175, 19,2307 herefore, we
first analyzed by BN-PAGE whether Mssiil and Pech4 co-mi-
grate. WMas51 has heen observed in ar least rwo different com-
plexes, ane of 120 =140 ki, which has heen amsrciared with
the translatinnal activator forn of Mashl (ranslation -effective
Nisshl, MasHTYE) and rwa o these complexes from =250 to
A5 k1a that farm ehe firse assembly intermediaces of the Celd
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FRGURE & Pet54 migrates nto a high molecular wedght complex that is different from that ofthe Mss51 complexes. 4, a sample of 100 kg of mitochon-
driial proteins ram colls carrging the MesS 1 -3xHA ancd Pecsd - dxMyc o the uritageed proteins was solubilised wich 195 digitanineand separated on a 5 13%
arndamid e blue nathie el Westeen blotting was performed with the indicated antibodies after consecutive antibody-stripping treatments. An antibody
agaireal Toma veas wsed s a loading control i, mikcchondriz frarm the stirsines in A veene snalyeed by 305 PAGE and Western Blotting using antibodies sogainst
theeo My epitope [to deloct Peafd 3xdiyc] and citrale synthase as g Inading contraed 105, © yeast teo bk plasmidds condaining Lhae Frei5d, Mt Land Perl 22
coding regicns fused inframe with the activation domain (AD or inding domain 8] of Cald ware co-transtormedinto the yeast bwio-bybrid strain PjE9-4a 1341
s indicated, The double ranstormants wene selected an medivm lecking lewcing and wratil or leucine and bryploehan, Grawlh was lested on meediurm lacking
histiding [in the presence of 3 mm I-aminctriazole! and medium lacking adenine. 10-Fold senal difutions were grovan at 30°C for 7 days. Growth of cells

cortaining Patl22-A0 and Per4-B0was used a3 a positive control of two proteins praviously derroensrated tointerace (25 330

wntd represent the COA complexes (1%, 24, 27) Todeweel Pel54,
we allocheel o toeple Mye epitepe b the © lermunos of Pel54
The respirutory competonce of e Peldd 3xddye slrain was
comparable with wild type levels, indicating that the Gagped
protein was lunctional (date not shown), Aler BMN-PAGL of
prcilivd milochondri, translerring Lo o DYDY membrane, aod
Western blotting, PetSd  3xhyc was detected as a --190 kDa
band [hal did mol co-migrate with any of Lthe complexes
observed e bash T =SxTTa Ty 641 Trlebor of W3 | did not
inllee L Pet54 migratiom: hosvever, wie observed o decrease in Lhe
band antensily, sugpesting thal the P54 population i Lhe
=190 kT band decreased in the absence o MssS1 This
devrease wis ol dowe Lo o reduclion i the steady stiate levels of
Porhd onoa AressSd mulant, as observed m SDES-PAGE and
Woeslern blotmg (Tig 68) Polb4 s assoctaled with the other

ZASBMB

AFRIL 22, 20060 LR 29T HUIIE =1

COXT Lranslalional aclvalors, namely Petl 22 and Peld9d (331,
wned witk Pocdn (290, T lowever, the migration of the == 190 kD
Ll ol Petsd wivs nol modilivel alter the deleGon of Pelid9d e
Pec3us, indicating that this 2 o dillerent comples (Fig 640 As
capected, deletion of Pel3od prodwced only the - 180- kD
cumplex of the translational compelent Mss51 014), whereas
deletion of Pordtd, which blocks Cel )y assembly, stalled Mssh1
v COA complexes, Weslern blolling experiments ol Lhe same
rrernbrane using an anbbody agamst Cox | reveled Tl super-
campleses were only observed on WT cells, whereas on
Apet94 only assembly intermediarios were delected W alsa
investigalvd whethera physical interaction bebween Mss31and
Putdd caasts, Yeost Lwo-hyboel caporiments showed a weak
wleraction between Pel34- AD und Mee31-BD (D, &0 This
eriberaction was only obscrvable by prowth on medom Tncking
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[¥5LRL 7. Absence of Pet5d has a wild-type migration pattern of iMss51 complexes on blue mative PAGE. Mitochondria bearing Uhe untaoged Mss51 or
the Mus51 - A A prateins with the indicated muolations Seel 54, Aped 122, or Acon? Twene separaied by BN EAGE. The membrane was probed seith sntibodies

against the HA epitepe, Coad, Coxl, and TomA0 antibodizs,

histidine and was undetectable on the more siringent modinm
lackimg adenmie, These ghservalmns sreconsslent wilk i rapid,
Lrumsienl or weak bul biolegieally sipraficant protein: prolein
steric Lion, as bas boeen desceibed for dilleeent protems (41, 22
W nexl asked how M5l complexes are alfecled when
Pel54 s deleted, Surprisingly, cna Apedsd muatanl, the - 180
kv complex made up by the runslatonal activator form of
Mss01 iMsss1'F was present in similar intonsity as compared
with the ohserved levels on wild-rype cells (Fiz, 7). 'Lhis is in
contrast to the migration of Msshl on Apes?2d or Acowl!?
rmutants, where Cox1 synthesis is regulated by the feedback
assembly Innp (10, 1A, 270 In this cazse, the majority of Mass1 s
present o the high molecular mass COrA complexes (250 -
AR kMa) and theretore unavailable ro promote efficient COXT
mlAMA translational activation, ‘Uhis suggests that, in contrast
o other mutants blocking Cel) assembly, deletion of Methd did
not trap the most Mssol on the COA complexes. The same
memhbrane was next decorared with antihodies against Coail
and Coxl. The migration of Coad on COA compleves an BR-
I"AGFE showed a similar pattern in the mutants and in wild-type
mitnchondria. As reported (19), Coxl migrated in supercom-
plexes, together with a population of Coad on wild-type cells,
whiereuy in the mutants, only Coxl assembly intermeciariss
woere observed. T agreemenl with provious reports, Cosl
migraled with o chlluseel pallern in che Aceed mulant (22)
Avvording (o Lhe assembly feedback sepulstory model, m Lhe
abvsvnce ol Coad or Cosdd, Mee51 lermes Uhe translolional aclive

commples, As conscquence, the levels of Coxl synthesis boecome
normial, even it Celd assembly is blncked. An example nf this
phenctype is nhserved with the dpef /23 mutant, where synthe-
sin ol Cox | decreased, and aller aliminalion of Coxl4, Tabeling
of Can | showed mormial levels (T, 847 Tlowever, as previously
dernorstraled, oo exceplion wis the ApedSE mulant, where syn-
thisis ol Coxl was not recovered aller eliminaton of Coad or
Coxld, Thuos, we investgaled how MssS1 was distoibuled
buetween Lhe transltional aoliyve complex and the COA com-

D350 OURNAL S WOLOE DAL LM

plexes in the ducble mutanl dpeS@ dcox S Puriled -
chongria from single Aperdd and Aperd 22 mutants, or com-
binec wille the Acoxdd deletivn weee analyood by BR-FAGE
and Western Rlotting. In the Acpa i cells as well asin the doa-
hle ApetSdiAcoxT S and Apet P22 Acrald mutanes, Mass1 was
prosent s the = 180-EkDa complex reprosenting the Lrinslo-
tianal activator farm (Fig. 881, demanstrating that even when
the double mulant Apeddd ! Acox 14 renders MasS1 o Lhe - 180
lzlva forrm, this prorcin is not cfficiently translating the COXT
mRNA.

L'he same membrane was next decarated with an antibody
wgimst Conl, As capected, whersas supercompleses were voly
proseot un e wild-Lype strains, intermediary assembly com-
plexesaf Coxl were nhserved in the murants lacking 'ar5d.and
Poil22, Inothe Acexdd and Lhe Apet 4220 Acoxdd mulanls, Coxl
was presenl as dilluse bands corresponding Lo agarepgalion ol
Coxl protein with other mitcchondrial gene products (22,
Interestingly, in (e Apedddi Aceadd double mulant, no Coal
signal was delecled. This was conlimmed by analyong Lhe
steidv-sliote levels of Cox | by STO5- PAGE and Wslern blatling
experiments, Lo this case, whereas a reduction of Coxl levels
was observed Jor the Apetdd, Apadd 22, and Apef S22/ Acvord 4
mubants, nesignal ol Coxl was delected in Uhe dovble deletion
of Pethd and Cox14 {Fig. 7, even when Cax1 was svnthesized
wl similar levels comparcl with the single Apet54 mulanl (T,
Bl

The assembly teadback regulatory loop of Cax | synthesiscan
e interrupted by delerion of Coxl4 (15 or the Caxl C-rermi-
mal e [ 1A honwever, m The absence of Pel3d, synthesis of Coxl
canmi recover, o the Cox lACTE michondria, MssS | was
enviched on the - TRk complex as compared with a strain
bearing wild- Lepe Coxl, although seme M3 1 s prosenl on e

2500 = ALk complexes (5] (Fig, B0 A Apedsd murant
carrying Coxl ACTS showed a similar envichment of Masa1 an
the - 180 Dy complex (T, 8D, supporbog the wea that even
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FIGLIRT i Mz251 is presentin the translational active complex but is not
competent for efficlent synthesls of Cox1 In the absence of Pet5d. 4, wild
type, AnelSd, Apei L33, or the combined mutants with oo l4 were pule

labeled with [**Slmathioning in the prasance of cyclahesimide. The mito-
chondrial products were analyeed by S05PAGE and autoradiography. 0.
mitachondria from the straing in A were separated by BN BAGE 2nd analyred
by Westom bletting usireg andibodies against the HA epitope (to detect
M5 10 Con 1, sred Toomal (a5 a loading contral) O g sample of 25 g of mals

chondsial proteins was analyred by 508 BAGE and Westem blotting using
antibiodices against Coxl, Cox?, Coad, cytochromee & (Db, and citrale syn

Uhawe as leading contre | {TEL O, mitechen dria irgm the indicated straing were
anabyred by BN-PAGE as in /.

if Masial is more available for rranslational activacinn, Pet51 is
necessary bo fullv activace Maabl,

Wlas3 | bimels berme b, ame hemvlation is Bnleed b the role of
W=z i vegulation of COXT mRMNA translation. IFhemyvlarion
of Mashl ia affected by mutation of twa heme-hinding CPX

motifs or by depletion of heme, then synthesis of CoxT s
clevreased (28], However, the moeS1 T and poasS07™ van-
ants, origimally idenlified as cespiralory supprossoes o Asfepd
rrukants (44, can bypass Uhe nevd for 3ss51 hemylalion, In this
case, synthests ol Cox ] s wild-ty pe lovels even T hemvlation s
bmpered (285 The binding of hemes Lo Mess51 can induce
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FICURE 2. Pet54 might modulate the conformation andlor hemylation of
Mss51. Wikd-type or Apetad calls carrying either the wild-typs Mss51 orthe
msss T and msss17 T variants were pulse-labeled with [**5] methioning
in the presenca of cyclobsmide, The mitcchondsal praducts wers resnbeed
Iy 305-PAGE and subjecred to auteradiography as in Fig. 1.

confurmativnal chanpes necessury for inction (430, Wesought
to investigate whether Perdd could be linked to Mesh1 hemla

tinn. We anahyred whether svnthesizs of Coxd in the presence of
the wssd P variant depended on et ir vivo mitnchon-
drial translarion assays showed thar in cellscarrying msss 7575
synthesis of Coxl s similar in hoth wild-tvpe and Apeds cells
[Tig. 9. These dils soggest thal the P nulalion
bypassed the need for Peisd (o elliciently transhate SO
miENA and that Petil function might be related tn Mssil
hemylatian and/for cenfrrmarional changes.

Peta Physicadly Tnievacts with thie Inlroslens CON T mRNA—
Fuciause Pelsd is on RRM proluino, il is possible that the fully
Lranslational aclive loron of Mss51 reguires bomding ol Pel3 Lo
lhe COXS 5'-UTR, To sl Lhis iea, we analysed whoelber Pel54
could phesivally interact with the intronless COXT Cranscripl
Mitochoendria carrving the Pethd  3xMve protein were solubi
lized with dodecyl maltaside; next, Perhd was immunaprecipi-
tated with anti-Myc antibodies, and RNA fram the immuane-
precipitate was isolated and analyzed by reverse transcription
and TCR. This techmique was vsed previously to study the
Ped30%- COX mBN A inleraction (58] Western blolting aeily
ais showsd that Petid—3xbyc immunoprecipitated. ln con-
trast, the unrelated mitnchondrial citrate synthase (negative
contrnl) was ahsent fraom the immunnprecipitate fraction, indi-
cating Lhal Lhe irmmumaprecipilativm was specile (Fig. (041 To
lesstwhethor the COX T mRBNA wis associated wilh Pet3d, RNA
wins pucilicd frerm the imrmoneprecipitaled PelSds Mye [retion,
Mead, iwas analveed by reverse Lranseriplaon using pomsrs (ur
e COXT 3" LR, and the cDNA wis ampliliod by P, Asa
positive contral, we analvzed whether COXE mRMNA was also
amplified hecause it was previoushy reported by fa viten exper-
iments thar Pet™l interaces with the X2 6'-UTR (31 Asa
negative control, we alan amplified VART, hecause rranslation
of this mENA iz independent of Pechd. COXT mRENA was pres-
enlin the Petid Sxbye smmunoprecipilabion (meton as well
as in the total fraction (Fig. 108} however, it was absent from
the immunaprecipitation fraction from antagged Petsd mite-
chondria, Az expected, COXE mRNA was also amplified from
Ihe Pelfd =Sahve smmunoprecipilale, whereas VAR mRY A
wis absent [rom the immuneprecipitele. We neal asked
whether the interaction of Peldd 3sddve with COXT mENA s
allvcted by MusSL To ackdross Uhis guestiven, Pel5d 3abye was
immuneprecipituled rom mitochondeia corrving wn AsissS 1
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FIZURE 1. Pet54 Interacts with COX? mRNA, and this Interaction |s Independent of Mss51. 4, mitochondia ware solubilized with dodecyl malwside, and
Petsd - dxbiye or untagged Parsd |—) was subjected to immunopreciptation with antibody anti-Myc. One fourth of the imrmunoprecipitane (P was resolved
oy SDS-PAGE and transfemed to a FYDF membrane for Westen blutung Tha mambrans was probed with anti-Myc a nlll}ﬂd} and with unb—-:m'are synthase
antibocdy (05 25 & negative control Tar intersction. The wotal fraction represents 53 of the mitoe bondeal estract used for immoraprecipitstian. ®, nonspecilic
Dands from the immunoglabulin heavy chain used for immunoprecipitation. ., nongzecific bands when the anti-bye antilody was used, 5 AMNA was
esxchraciedd o the Lotal {Thand irmmonoprecipitate fractions. Fach fraction was divided in Do, and cON® was prepaed inthe presence {+) or absence (=) of
reverse transoripase INTY using primers for the JOX7 and VAR 5'-UTR=The ! 1 RTianes reprecent a negative cantrol for DN& contamination. The FOR praducts
were run on anagarose gel @ bands due toprirmer dimers. Cand 0, mitechondnia friem cells cammying Petsa-3xhlyc or the untagged PetsS and either the wikd

o —

VAR —=

typa #5557 or the AmecsT deletion were treated and anahred asind and B

rmutation. RMA amalvsis fram this fraction showed thar the
COX T mENA was seill presentin che immunaprecipicate, indi-
cating that Pethd hinds to the COXTmRMN A even in the ahzence
of W3 | (Fuge 10, Cand )
Topelher, our dala supgpeest thol in the absence of Posd,

As551 1= enriched lTor e lransladwenal activalor locm, 1w
ever, thie protein is nol competent w premole ellcien transla
tion of CUXT mBENA. Because Porhd interacts with the COX]
M AL this interaction could be important for the activation of
tizefal. In addition, the complex farmed by the assembly feed-
back repulalor Cuad was mol altered by Lhe Aped5d mudaiion
This is nul surprisiog because the pheonolepe coused by elimi
mation of Potsd was independeont of Coa3f/Coxld Moreover, it
was abserved that newly made Coxl is highly nnstable afrer the
combined deletion of Peth1 and Coxl

Discussion

Trentl was nitially described as a rranslational activator spe-
cific far COX3 mRMNA {71 and a5 a factor necessary for COXT
intron al3@ splicing (49}, Here we demonstrated that P'ethd
plavs a third rele that iz independent nf the previcus ones.
Although this protem s mal absolutely regquired, B0 promoles
efficient Coxl svnthesis,

It is well established that O T m A translation is reduced
in mutants that block €l assembly (for reviews, see lefs. 15
and 191 and thar this regulation can be suppressed by deletion
of Coxld (15} or #lminalion of Lhe lasl 15 resiclues lrom Lhe
Coterminal end ol Cox L (Cox JACLS) (16), The third [unclion ol
Pel3d was discoverod becanse, i cundrast Lo whal is obscreed
Lor most Cotd assembly mulanls Gncludog Uuwe Apelf22 and

9352 .o
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Apeedd mutants that, as Apetsd, also impair COXS mRNA
translalion], a deletion of Pet5 cdid nol recover Cox AL S syn-

thesis. This ahservation suggested that T'ethd could be a positive
repulator of Coxl synrhesis, whose function is independeonr of
the Coxd O lerminal end. Sumelarly, the fonetion o Pet34 seems
o be independent of Cowll and Coad becavse a double delerinn
Apetsid Aol Eor Apeshd, Acoad did not recover Coxl synthe-
sis Lo normal levels,

W reasoned hat Teld® mighl act al bwa dillerent levels of
the Coxl svathesis pachway, (i1 P'etbd could affect the fomma-
tom ol he COA complexes by prorooting an cllownd
Waabl from these complexes to be active for COXT mIRNA

s ol

translation, In the absence ol Pet 54, Mes3 1 would be more sta-
bly associnted wilh Coxland the COA complexes and therelure
nenl accessihle s Crionesla lomal aclvator TToweser, (s possibil-
itv is unlikely hecause we ohserved in blue native gel electra-
phorests thal Mss31 1 presenl on e GO compleaes sinilacly
inthe prezence orahsence of Petfidl. (i} A possible site of actinn
of Pet34 could involve COXT 5 UTE, the larget for lransla
rional activarion, which is debven by Perdo9 and Mess1 (2, 20,
400, One possibility was at in Che absenee ol Poldd, MesS1ancd
Periti levels decreased, and hecause these factors are limiting
lor Coxl synthests (40), this would allect e cllicieney ol COXS
mENA rranslation. Alternatively, COX T M A levels conld be
reduced in Che absence of Polsd, decreasing the ellivieney of
rranslation, However, none of these possibilities was the case
(Cag, &) (it nol shownl, indicoting Lt P34 dicd nol allect
stahility of the COXNT translational activators nr COXT tran-
seripl, W wbserved Lhal deletion of Pel34 recduced caprossion
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of the reporter ARG inserted instead of the (X7 oadons,
This sugpests Lhat Pet54 function s related s the COXE mBNA
LUl Lndeed, we demenstimted that the lonction of Pel5d
mapped to the COXT 57 UTR, which is the site of action of
Ter3(W and Masi| (2, M. This etfect is nhaerved cnly in the
presence of Cox | protem, suggesting that Mssa | could be the
rarget for Petad function bocanse Mseal is regulated as a trans-
lational activator theough the intcraction with Coxl protein
and the COA complexes. In addition, we observed a weak
pemelic interactiom belwesn Pel34 and Mas3 1 ralher than with
Pelind: werespression ol WSl slighlly compensaled Lhe
prowth deficiency on medinun lacking arginine of Apersd
murants with ARCGE™ located ar the COXT locns

T the presenl sty we comeloded Lhal Pel34 is necessary fur

aclivaliom of Mes3 ] as o Cranslabonal activalor and thil this

function = nol related o Uhe role of MesSl os parl of COA
camplexes. (n BN-PAGE and sucroze gradient centrifugatinn
experiments, Masd1 was detected as owao different forms: ane of
bugh molecular miss (250 430 kD) Uhat s assocticled wilk Lhie
COA complenes invarly Cos l asscmbly inteermediales anid one
of amaller sive favound 120180 ka) corresponding o a trans-
latinn-effective Msasl (Washl 25, where Masd1 promates
cranslatienal activatinn of the COXT mIRNA (T4, 274 1n this
warrh, we observed Lhat the stees and destribuation of balh Mss51
pupulalions were nol allecled by Uthae absence of Pel3d, indical

ing that the levels of M 55017 were similar tn wild-trpe levels.
This is in contrass to what is reported for other muotants, like
Apet 1213 and Acox] T, where the Mashl population associated
wilh COA comploses 15 cnrcheed (present work) (271 To con-
lirm our model in which Pet54 positively alleets Coxl syothesis
wia a mechaniam that does oot involve assembly intermediates,
we ahserved that when the assembly-feedhack regularary lnop
i disrupted by a combined deletion of Petidl and Cox 141, hash|
was exclusively prosend as the Mes51'" form, vel it s not com-
potent to activare translation, thereby reducing Coxd svathosis

Morenver, deficiency of Cox | synthesis in the absence of Teth1
was nal compensaied by overexpressiom of PET30D and was
slightly compensaled by overes pression of A5, sugpesting
that this cffect is not only due o a decreased atfinity of the
rranslational machinery components Fec3 and Mssal for the
COX P mRMAL Alugeher, our resul s suguesh Ul Pel3d s noec

ensary Loy recvelefreactivale MasB 1 rom the COA slate to Lhe
"translabion-commilled” form,

Lwo examples of similar phenotypes of decreased Cox syn-
thesis, even in the presence of AcaxT4 or CexTACG, are
repocled, The liest cawmple o mulaton on the gencral mile-
chwnclrial imserlnse Oxal, whore Mess51 was obsorved manly as
the "translwtion elleetve” lorm (15, 273 Tlowever, 1l is unlikely
that Perid function is related o Cxal hecause in Apersd
murants, Msahl and Coxl wers on COA complexes, which are
Lhoughl e be inserled mthe membrane (27} {present stody),
The second example includes the poinl muatalions C835 and
CO65 om M5 Ll alter by CPX molils, These heme- bonding
mntifs are important fire Mashl function (i) Affinity of heme
binding to Mas31 can he modulated by the redox state. Upon
oxtdalion, Ms:51 introcduces a disullade bond belween Cys- 83
anted Cys-96 thal decreases Mss31 heme allinily (23], I adedi-

SASBMB

AFRIL 22, 2016=VOLUML ZUTHURBLE 14

wWpps S—6  &416

4211 | Cammant: | ARTHO: M116 P2 1905

Pet54 Regulates COX1 Translation

rion, hinding of hemes to Mashl induces conformational
changes thar may he necessary for functinn (450

Peth could play a role in the heme addition o Mashl or
could induce & contormational change in WMssb | necessary tor
rranslatinnal actwation. This idea is suppocted by the fact that
cleficiency of COX mREMA translalion in Aped3 T mulanly iy
bypassed by [he presence of the allele pes 7" This varianl,
suppressed defects on Cox ] synchesis due o fack of M5l
hemylabion (28],

Petal could divectly interact with the COLT mBENA to nredi-
ate a move efficient or competent interaction of Masal with the
rranslatienal machinery. In the present wark, we have demnn-
strated that Persd physically interacts with the CONT mEMA,
The detected interaction could he either direct or mediared hy
additiomal, unknown proteinsg. However, a direct interaction is
more plausible hecause Perhd is an RIZM procein that directly
interaces with bath (03 5°-UTR and the €00X T alafs intran
(410, W e ohserved thar the Perhd-CCON T miNA interaction was
nnt affected by the ahsence of Mashl, suggesting chat the bind-
ing of Per3d to the mIEMA is independent of Mas31, prohably
nccwrring betnre Mashl activares translation.

The rale of Pet31 in enhancing Cox 1 synthesis does not sesm
o he velated to the generation of mpl5, an aherrant pepride
devived from the COXT transcript that is detectable on AwiseS 1
mutants, Lhis poptide is proposed to be the result of 2 subopri-
mal tramslation initiation by Pet304, mavbe by positioning the
ribosowe on a different rranslation initiarion site an the COXT
transcript (38, 16). Inour hands, mplS was not detectable on
Apetsd cells (not shown), Indicating that in the absence of
Iec tramslation initation of COXT starts on the correct AUG
codon.

e data support the norion that binding of translation-ef-
fecrive Mas51 (M35 %) o newly synchesized Coxl farma the
COA complex. Formation of COA complex in turn renders
Masil T translational inactive {hereby termed hss31™ (Fig.
11, stege 11 1 'he existence nf Mssi] T was prapoeed previously
(19, 200 Msshl imactivation could be moediated by heme modi-
Lcwlions (45} wndfor by chaperone Coal {19) Assembly of CeO
Lrigaers MesS1"" rolease (Tig, 1L step 20 Beeause intemetion of
Fuldd with COX{ mENA docs nel reguire Mss51 (prescnl
work), and o physical inleraction between Mee51 and COXT
BN A Chas nol been detected {381, Peis4 might bridee an inler
action belween Mssa1 and COXT mBNA (Ui 11, step 31, Bind-
ing of Per54 to the C00T 5% U1 R might be necessary to further
activare Msshl ™ into its active form e, Mse31'5), Thus, Pethd
might reactivate flssal'®, probably by mediating henvlation
conformational changes in Msshl 1Eig 11, step <) As shown
previovsly, many BEM proteins bind ENA along with other
proteins for activity (e see Refs. A7 and 4], making it possible
that both, Mss3l and the COAT mRNA are direct targets of
FPoesd Io the absence of Potd, Mssal remoins o ils inuclive

Loren, pesulling inoavery Jow COXNS Grnslation Thes cxploins
Lhe decrvased synlhesis of Coal obseeved in the doable moe-
Lants Aceocd S A pel 54, AvoaSIApel5d, and COXIACES Apelsd,
whers Mus31 is [eee bul moan inoective stale, This model also
caplains why the presence of the Coexl prolein s nocessary 1o
detect o phenetype oo Apetdd mulanls, becouse I Coxl is
ubsent, then MssSL'™ s nol ineclvated: thus, Pet5d is nel
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GO compleses

Caoxd 1l
C0 complexes
Mas51'

’g GCIXT e T

g UTF-'.

FISURE 11. Model of the role of Pet54 on regulation of Coxl synthesis,
Interaction between translational-effactive Msss1'' and Coxl randlers Msss1
inactive (Msss1', depictad in '}my‘ This might happen in & hems- and'or
corfermation- depen dent manner e 15 Upon Col assembly, Msssi™ is
released From COA comples (9en 21 Pot32 inleracts with the COX] rmRRNA
& UITR [step 31 Via its interaction with Mass 17, Persa may dive Mass1 ™ reac
tivation, thus briclging an interaction of Mes51™ with SO T A, istep ). In
the abrenae of Fet54, Mg 1 Vs released From the COA comples bul is unahbls
ter e recycled toward a Maes1™" conformation

required to induce a hemvlation-dependent conformational
chunge on Mss51™T

Fuets4 s o mod Gbonciomal protein wilhal Least Uheee [
Lions. This s ol Uhe liest case ol muodtilon onal proleis ioside
milechondria, Cylechrome o 15 part ol Lhe respieatory chain
wnidl alse porlicipales mapoplosts (49). Aconilase s mvolved in
mitochondrial D5 A maintenance and in the carbosylic acid
cvule (50, 510, Suvd is parl of the milochondeial RNA deprude
oz anel s also invelved o milochondoml DNA mainlenonee
and COXI af5E intron splicing (32 541 (NADY)- dependont
ocitrate debvdrogenase is known to bind v vitro to mitochon
drial mENAs and probably can modulare rrapslation (55 53)
I addition to the theee described roles for Pec, it could be
possible that this protein has some function in the assenbly of
the il because it has been detected in supercomplexes (049
Ason the case ol dsocilrate debydrogenass, we cannot discard
the possibalily Uil P54 has o broader funetion ancd mosduloles
translalion of all of the mitochondeil mENAs,

Anhor Copbritmeliom—2X 1-M. conceived  and  coordinatesdt Uhe
stucly, analyesl the pesults, and weole the manwsorpl, |, P M per-
fermud and analyecd] the cxperiments shown in Fps 1-7 logelther
writh B, 5.2\ [Fig. 1- 5 ¥.{-N.ca netructed yeast strains, parkici
pated in erperiments shown in Fige. T 3, and performed experi-
el show i in Fig, 00K GV crenled stiaing and carriad oul Lhe
vxperiments showon in Figo @ and disoussed il A GG per-
formed caperiments shown in Fig % and disoussed Gdeas; A, £-O
performed Merthern Blotting experiments and discussad ideas; GO H.
disrussed ideas and wrote parts nf the manuscript. All authors ana
Irzad the resuits and approved the final version of the manuseript
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APENDICE Il

Cepas de S. cerevisiae que se usaron en este trabajo,

Cepa

Genotipo nuclear
(mitocondrial)

Referencia

XPM10b

Mata, arg8::hisG, leu2-3,112,
lys2, ura3-52 (p+,cox1
delta::ARG8™)

(Perez-Martinez et al., 2003)

XPM11

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112 (p+, COX1(1-
512)::ARG8", A>aif)

(Perez-Martinez et al., 2003)

XPM48

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, Amss51::LEU2
(p+, COX1(1-512).:ARG8™)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

XPM171

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, (p+,
Acox1::ARG8™, Acox2::COX1,
COX2)

(Perez-Martinez et al., 2003)

XPM182

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, ,
Apet111::URA3 (p+,
Acox1::ARG8™, Acox2::COX1,
COX2b)

(Pérez-Martinez et al., 2003)

XPM201

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, (o+, AZzai)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

XPM209

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, (p+, AXai,
COX1AC15)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

XPM295

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,
(o+, Azai)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

XPM298

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,
(o+, AZai, COX1AC15)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

XPM315

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apet54::KanMX4, (p+,
COX1(1-512)::ARG8™, A>ai)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

XPM316

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apet54::KanMX4 (p+, Aai)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

XPM317

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apet54::KanMX4 (p+, Azai,

(Shingu-Vazquez et al., 2010)
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COXTAC15)

YC61

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Acox6::KANMX, (p+, COX1(1-
512)::ARG8™, A%ai

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

YC75

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, Acox14::URA3
(o+, Asai)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

YC76

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, Acox14::LEU2
(o+, Azai, COX1AC15)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

YC77

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apet54::KANMX (p+, Aai),
Acox14::URA3

Este trabajo

YC78

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apet54::KANMX,
Acox14::LEU2 (p+, AXai,
COX1AC15)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

YC100

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,
Apetb4::KANMX (p+, Aai)

Este trabajo

YC101

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, PET309-3xHA,
Apetb4::KANMX (p+, AZai)

Este trabajo

YC102

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apet494::KANMX (p+, AZai)

Este trabajo

YC 103

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apet494::KANMX (p+, AZai,
COX1AC15)

Este trabajo

YC104

Mata, arg8::hisG, leu2-3,112,
lys2, ura3-52 Apet494::KANMX
(p+, Acox1::ARG8™)

Este trabajo

YC105

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apet494::KANMX (p+,
Acox1::ARG8™ Acox2::COX1,
COX2)

Este trabajo

YC106

Mata, arg8::hisG, leu2-3,112,
lys2, ura3-52 Apet122::KANMX
(p+, Acox1::ARG8™)

Este trabajo

YC109

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,
PET54-3xMYC (p+, Aai)

Este trabajo

YC112

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, Acoa3::LEU2

Este trabajo
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(o+, Azai)

YC113

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, Acoa3::LEU2
(p+, A>ai, COX1AC15)

Este trabajo

YC114

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apetb4::KANMX, Acoa3::LEU2
(o+, Asai, COX1AC15)

Este trabajo

YC118

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apet54::KANMX, Acoa3::LEU2
(p+, AZai)

Este trabajo

LSR13

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apet122::KANMX (p+, AXai)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

LSR28

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apet122::KANMX (p+, AZai,
COX1AC15)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

LSR33

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apetb4::KANMX (p+,
Acox1::ARG8™, Acox2::COX1,
COX2)

Este trabajo

LSR39

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, Acox14::URA3
(p+, COX1(1-512)::ARG8™,
AZai)

Este trabajo

LSR43

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Acox6::KANMX (p+, COX1(1-
512)::ARG8™)

(Shingu-Vazquez et al., 2010)

LSR44

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Apet122::KANMX (p+,
Acox1::ARG8™, Acox2::COX1,
COX2)

Este trabajo

JPM18

Mata, arg8::hisG, leu2-3,112,
lys2, ura3-52, Apet54::KANMX
(pt, Acox1::ARG8™)

Este trabajo

JPM23

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112,
Acox14::URAS3,
Apetb4::KANMX (p+, COX1(1-
512)::ARG8™, Alai)

Este trabajo

JPM43

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, (p+,
Acox1::ARG8™, Acox2::COX1,
COX2), Apet111::URAS3,
Apet54::KANMX

Este trabajo

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-

105



JPM44

52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,
PET54-3xMYC, Amss51::LEU2
(p+, Aai)

Este trabajo

JPM49

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,
Apet122::KANMX (p+, AZai)

Este trabajo

JPM50

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3XHA,
Acox11::KANMX (p+, AZai)

Este trabajo

JPM52

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,
PET54-3xMYC,
Apet494::URAS (p+, Azai)

Este trabajo

JPM53

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,
PET54-3xMYC,
Apet309::URA3 (p+, AZai)

Este trabajo

JPM56

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,
Apet54::KANMX (p+, AXai,
COX1AC15)

Este trabajo

JPM57

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-
52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,
Apet122::KANMX (p+, Azai,
COX1AC15)

Este trabajo

Todas estas cepas son congénicas o isogénicas de D273-10B.

a: los genotipos mitocondriales son mostrados en paréntesis. AZai significa que COX17 no

contiene intrones.

b: Insercion ectopica de COX1 rio arriba de COX2.
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