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Resumen

La citocromo c oxidasa (CcO) es el ultimo aceptor de electrones de la cadena
respiratoria en mitocondrias. En Saccharomyces cerevisiae la CcO tiene 12
subunidades, de las cuales Cox1, Cox2 y Cox3 estan codificadas en el DNA
mitocondrial y constituyen el nucleo catalitico de la enzima. Se propone que la
CcO se ensambla a partir de tres moédulos, cada uno con una de las
subunidades codificadas en la mitocondria. EI médulo de ensamblaje de Cox1
(Complejos COA) estabiliza al médulo de Cox3 y probablemente también al de
Cox2, lo que sugiere que su formacion controla en gran medida el ensamblaje
de la CcO. Diversos estudios indican que la presencia de Cox1 mal ensamblada
parece ser deletérea para la célula, ya que puede formar un intermediario pro-
oxidante. De hecho, mutaciones en Cox1 o en factores que participan en su

biogénesis causan diversas patologias humanas. La CcO interactua con el

Complejo bc; (Complejo Ill) para formar los llamados supercomplejos, se

propone que la formacion de estos complejos aumenta la eficiencia de la
fosforilacion oxidativa y disminuye la generacion de especies reactivas de
oxigeno.

En S. cerevisiae la sintesis de Cox1 disminuye si no se ensambla
correctamente la CcO. Para acoplar ambos procesos se requiere a Mss51,
proteina que promueve la traduccion del mMRNA de COX17 y ademas interacciona
con el extremo carboxilo terminal (C-terminal) de Cox1 y otras proteinas, que
conforman los complejos COA. Cuando Mss51 esta asociado a los complejos
COA es incapaz de activar la traduccién del mMRNA de COX1.

En un estudio previo demostramos que los ultimos 15 residuos de Cox1
funcionan como un regulador negativo de su sintesis, ya que su eliminacién
(Cox1AC15) ocasiona que Cox1 se sintetice de manera normal, aunque no se
ensamble la CcO. En este trabajo encontramos que existen aminoacidos
especificos en el extremo C-terminal de Cox1 que participan en la regulaciéon de

su sintesis. Encontramos que los residuos P521, P522 y V524 controlan la
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sintesis de Cox1, mientras que H525 y P530 no parecen participar en esta
regulacion. Con experimentos de coinmunoprecipitacion demostramos que los
residuos P521, P522 y V524 estabilizan la unién de Mss51 a los complejos COA.
Ademas, comprobamos por electroforesis en geles azules nativos que la
cantidad de Mss51 disponible para activar la traduccion del mRNA de COX7 es
mayor cuando mutamos los residuos P521, P522 y V524 de Cox1.

Otro de nuestros objetivos era determinar si el ensamblaje de la CcO era
afectada por una sintesis de Cox1 constante y no controlada. Para ello
separamos los complejos mitocondriales de las mutantantes de Cox1 por geles
azules nativos. Encontramos que en la ausencia de las las subunidades Cox2 o
Cox4, en la mutante Cox1AC15 se prumueve la formacién y/o estabilidad de SC
aberrantes no funcionales, los cuales no se observaron en la cepa Cox1 WT. DE
hecho, la formacion y/o estabilidad de los SC aberrantes depende de la
presencia del complejo lll, de Cox3 y de la adicion del grupo hemo a a Cox1.

Nuestros datos indican que el C-terminal de Cox1 es un regulador central de
la biogénesis de la CcO. Los ultimos 15 residuos de Cox1, en particular los
residuos P521, P52 y V524 acoplan la sintesis de Cox1 con el ensamblaje de la
CcO. Por otro lado, el extremo C-terminal de Cox1 participa en la formacién y/o
estabilizacion de los SC. De manera interesante, encontramos que la mutante
Cox1AC15 envejece mas rapido que una cepa Cox1 silvestre, lo cual indica la

importancia de los procesos que regula el extremo C-terminal de Cox1.



Abstract

Cytochrome c oxidase (CcO) is the last electron acceptor of the respiratory
chain. In Saccharomyces cerevisiae, the CcO contains 12 subunits. Three of
these subunits, Cox1, Cox2 and Cox3 are encoded by mitochondrial genes and
form the catalytic center of the enzyme. It is proposed that CcO is assembled by
three independent modules each one of them containing a mtDNA-encoded
subunit. The Cox1 assembly module (COA complexes) stabilizes the Cox3
module (and probably also the one containing Cox2). This suggests that the
formation of the Cox1 module is critical for CcO assembly. When Cox1 is not
properly assembled it promotes the formation of a pro-oxidant intermediary, that
is deleterious for the cells. Moreover, mutations that affect Cox1 expression
cause severe diseases in humans. The CcO interacts with complex IIl (bc,
complex) to form the so-called supercomplexes, it is proposed that these
complexes improve the oxidative phosphorylation and reduce the reactive
oxygen species production.

Synthesis of Cox1 in S. cerevisiae decreases if CcO assembly is blocked.
Mss51 is the key factor that coordinates Cox1 synthesis and CcO assembly. This
protein activates translation of the COX7 mRNA, and interacts with newly
synthesized Cox1 and with other proteins to form the COA complexes. The
association of Mss51 with the COA complexes inhibits its translational function.

In a previous study, we found that the last 15 residues of Cox1 are a negative
regulator of its own synthesis, after deletion o this region (Cox1AC15) Cox1
synthesis was normal even when CcO assembly was defective. In the
present work, we looked for some specific amino acids of the C-terminal end that
are necessary to control Cox1 synthesis. Using site-directed mutagenesis and
mitochondrial transformation we found that P521, P522 and V524 residues from
Cox1 are necessary to control its own synthesis, while H525, F527 and P530 are
not required for this function. By coimmunoprecipitation assays we determined

that the mutation of these amino acids reduced binding of Mss51 to the COA
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complexes. Moreover, using blue native gel electroscopes we found that the
fraction of Mss51 that activates Cox1 synthesis increased when the P521, P522
and V524 residues from Cox1 were mutated.

In addition, we studied if the CcO assembly was affected by the constant
synthesis of Cox1. By applying blue native gels electrophoresis, we found that
the Cox1AC15 mutant lacking Cox2 or Cox4 promoted the formation and/or
stabilization of aberrant non functional supercomplexes (SC). As expected, these
aberrant supercomplexes were not observed in mitochondria with wild type Cox1.
The presence of Cox3, complex Il and Cox1 hemylation are necessary for the
formation/stabilization of the aberrant SC.

Our results indicate that the Cox1 C-terminal end is a central regulator of
CcO biogenesis. The last 15 residues of Cox1, in particular P521, P522 and
V524 control the synthesis of Cox1 during CcO assembly. In addition, the Cox1
C-terminal end participates in the formation and/or stabilization of SC.
Interestingly, we found that the chronological lifespan of the Cox1AC15 mutant is
shorter. This result, supports the importance of the processes regulated by the

Cox1 C-terminal end.
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Introduccioén

La mitocondria

La mitocondria es el principal productor de adenosina trifosfato (ATP) en la
mayoria de eucariontes. Esta formada por la membrana externa mitocondrial
(ME) y la membrana interna mitocondrial (MIM), entre estas 2 membranas se
localiza el espacio intermembranal (EIM) y encapsulada por la MIM se encuentra
la matriz mitocondrial. En la MIM se encuentran embebidos los complejos de la
cadena respiratoria, la ATP sintasa y proteinas de transporte. La MIM forma
invaginaciones hacia la matriz conocidas como crestas mitocondriales que son
muy importantes para la fosforilacion oxidativa. Dentro de la matriz mitocondrial
hay una gran cantidad de enzimas necesarias para el metabolismo celular como:
la B-oxidacién de acidos grasos, el catabolismo de algunos aminoacidos, el ciclo
de la urea, todas las enzimas del ciclo de Krebs, etc. (B Alberts, A Johnson, J
Lewis, M. Raff, K. Roberts, 2015).

La mitocondria surgié por un evento de endosimbiosis (Sagan, 1967). Por
estudios de filogenia se determiné que el ancestro de la mitocondria era muy
parecido a una a-proteobacteria capaz de realizar la fosforilacion oxidativa, sin
embargo, aun hay controversia a cerca de la identidad de la célula que endocito
al ancestro de la mitocondria . Actualmente hay dos propuestas principales, en la
primera se menciona que era una célula con caracteristicas eucariontes, la cual
ya contaba con un nucleo. La segunda idea propone que era una célula similar a
una archea, lo cual sugiere que la aparicion del nucleo y de la mitocondria
ocurrié al mismo tiempo. Después de la endosimbiosis la a-proteobacteria perdio
la capacidad de vida libre como resultado de la transferencia de la mayoria de su
genoma al nucleo de la célula huésped (Gray, 2014). No obstante, las
mitocondrias aun conservan parte del material genético que no pudo ser
transferido al nucleo, y cuentan con toda la maquinaria necesaria para su
replicacion, transcripcion y traduccion (Contamine and Picard, 2000; Lipinski et
al., 2010).
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Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio.

Saccharomyces cerevisiae es un organismo facultativo utilizado
ampliamente como modelo de estudio. Esto se debe principalmente a que se
mantiene con facilidad en el laboratorio y la rapidez a la cual prolifera. Una de
las principales ventajas que ofrece S. cerevisiae es que se pueden realizar
mutaciones que afecten su capacidad respiratoria pero no su viabilidad (porque
fermenta y respira), por lo cual es ideal para el estudio de la mitocondria y sus
funciones. En S. cerevisiae se pueden realizar mutaciones por recombinacion
homologa de una manera sencilla tanto en su genoma nuclear como en el
genoma mitocondrial. Ademas, se cuenta con la secuencia completa de su

genoma nuclear y su genoma mitocondrial (Sherman, 2002).

El genoma mitocondrial de S. cerevisiae.

El DNAmt de S. cerevisiae tiene un tamafio de entre 75-85 kilobases
dependiendo de la cantidad de intrones presentes (Figura 1). En el DNAmt de S.
cerevisiae se encuentran codificados ocho proteinas, de las cuales siete forman
parte de los complejos de la cadena respiratoria: Cox1, Cox2 y Cox3 son
subunidades de la Citocromo c oxidasa (CcO) o Complejo IV (CIV); Cytb del
complejo bcso complejo Il (ClIl); Atp6, Atp8, Atp9 de la ATP sintasa y Var1 forma
parte de la subunidad chica del ribosoma mitocondrial. EI DNAmMt también
codifica para 24 tRNAs, los rRNAs 16S y 21S, ademas de un RNA 9S
componente de una RNasa tipo P encargada del procesamiento de los tRNAs
(Contamine and Picard, 2000; Lipinski et al., 2010).

La cadena respiratoria de S. cerevisiae.

Los complejos respiratorios acoplan el transporte de electrones hacia el O,
con el bombeo de protones de la matriz hacia el EIM para generar un gradiente
electroquimico que se utiliza para sintetizar ATP y transportar metabolitos
(Figura 2). La B-oxidacion de acidos grasos, el ciclo de Krebs y diversos

procesos catabodlicos son los principales generadores de las moléculas
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donadoras de electrones de la cadena respiratoria: NADH y succinato (Joseph-
Horne et al., 2001).
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Figura 1. Representacién circular del DNAmt de S. cerevisiae (Modificado de Jacobs, 2001).
COX1, COX2 y COX3: Genes de la subunidades I,1l y Ill de la Citocromo ¢ Oxidasa. COB: Gen
del citrocromo b del complejo lll. ATP6, ATP8 y ATP9: Genes de las subunidades 6, 8 y 9 de la
ATP sintasa. VAR7: Gen de la subunidad Var1 del ribosoma mitocondrial. Ori7-8: origenes de
replicacion.

En S. cerevisiae la poza de ubiquinona puede recibir electrones por tres vias
distintas: de tres NADH deshidrogenasas (dos en la cara externa de la MIM y
una en la cara interna MIM) que transfieren los electrones del NADH, del
complejo Il o succinato deshidrogenasa que cataliza la transferencia de
electrones del succinato y de la glicerol-6-fosfato deshidrogenasa que transfiere
los electrones del glicerol-6-fosfato. EI complejo Il cataliza la transferencia de
electrones del ubiquinol al citocromo c¢ y finalmente la CcO cataliza la
trasferencia de electrones del citocromo c al O.. Los complejos Il y IV acoplan la
transferencia de electrones con la generacion de un gradiente electroquimico
que aprovecha el complejo V o ATP sintasa para catalizar la sintesis de ATP a
partir de ADP y Pi (Figura 2, (Joseph-Horne et al., 2001)).
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Figura 2. Cadena Respiratoria de S. cerevisiae (Figura basada en Joseph-Horne et al., 2001).
Se muestran los sustratos y productos de las reacciones en cada complejo. Las proteinas
codificadas en la mitocondria se muestran en azul, en gris las proteinas codificadas en el nacleo.
Las flechas gruesas representan el flujo de electrones a través de los complejos respiratorio,
mientras que las flechas delgadas representan el bombeo de protones de la matriz al EIM. Nde1
y Nde2=NADH deshidrogenasa externa mitocondrial. Ndi1=NADH deshidrogenasa interna
mitocondrial (PDB:  46G6). Gut2=Glicerol-3-fosfato =~ deshidrogenasa mitocondrial.
DHAP=Dihidroxiacetona Q=poza de ubiquinonas. Cyc1=Citocromo c. Complejo Il, PDB: 1ZOY.
Complejo Ill, PDB: 1KYO. Complejo IV, PDB: 10CC. ATP sintasa, PDB: 2XOK.

Sintesis de proteinas mitocondriales y activadores traduccionales.

A pesar de su origen bacteriano, la maquinaria de traduccién mitocondrial
cambié a lo largo del tiempo adaptandose a las condiciones particulares del
organelo, por ejemplo: la traduccion mitocondrial se especializd6 en sintetizar
proteinas de membrana, la mayoria de los RNA mensajeros (mMRNA) no tienen
modificacion Cap 5’, el ribosoma mitocondrial contiene la mayor proporcion de
proteinas conocida, etc. Las diferentes adaptaciones de la maquinaria de
traduccion mitocondiral ocasionaron que los mecanismos generales de
traduccion varien entre organismos, en especial en el inicio de la traduccion
(Garcia-Guerrero et al., 2016).
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En S. cerevisiae la traduccion de los mRNAs codificados en el DNAmt
depende de proteinas conocidas como “activadores traduccionales” (Costanzo
and Fox, 1990). Estas proteinas, promueven la traduccion de un mRNA
mitocondrial especifico al unirse a su regién 5 no traducida (5-UTR). Se
propone que los activadores traduccionales ayudan al reclutamiento y
posicionamiento de los ribosomas sobre el coddn de inicio. Sin embargo, a la
fecha no se conoce el mecanismo de accidn exacto. Los activadores
traduccionales se encuentran asociados a la MIM, ya sea como proteinas
integrales de membrana o de manera periférica, 1o que sugiere que facilitan la
insercion co-traduccional de las proteinas recién sintetizadas en la MIM. La
eliminacion de los activadores traduccionales ocasiona que no se traduzca su
mRNA blanco y que por lo tanto la célula no pueda respirar por falta de alguna
subunidad de los complejos de la fosforilacion oxidativa (Garcia-Guerrero et al.,
2016; Herrmann et al., 2013). En la tabla 1, se enumeran los activadores
traduccionales de cada proteina codificada en la mitocondria.

En S. cerevisiae se encontré que algunos activadores traduccionales tienen
una funcién mas, ya que pueden acoplar la traduccién de su mRNA blanco al
ensamblaje de la proteina en el complejo respiratorio del cual forman parte. Tal
es el caso para los activadores traduccionales Mss51, el complejo Cbp3-Cbp6 y
Atp22, que promueven la traduccion de los mMRNAs de COX7, de COB y de
ATP6/ATPS respectivamente (Gruschke et al., 2012; Perez-Martinez et al., 2003;
Rak and Tzagoloff, 2009). Para el caso de Mss51 y el complejo Cbp3-Cbp6 se
demostré que ademas de actuar en el extremo 5-UTR de su mRNA blanco,
interaccionan con la proteina recién sintetizada (Gruschke et al., 2012; Perez-
Martinez et al., 2003).

Un punto de regulacion muy importante en la biogénesis de los complejos
respiratorios en S. cerevisiae se da en la traduccion de los mRNAs codificados
en el DNAmt (Herrmann et al., 2013). En este trabajo nos enfocamos a estudiar

como se acopla la sintesis de Cox1 al ensamblaje de la CcO.
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Tabla 1. Activadores traduccionales de S. cerevisiae.

Activador Asociacion
mRNA Referencia
Traduccional membranal
COX1 Pet309 Periférica (Manthey and McEwen, 1995)
Mss51 Periférica (Decoster et al., 1990)
0{0).¢/3 Pet111 Integral (Poutre and Fox, 1987)
Pet54 Periférica (Costanzo et al., 1986)
COX3 Pet494 Integral (Costanzo and Fox, 1986)
Pet122 Integral (Kloeckener-Gruissem et al., 1988)
Cbs1 Integral (Rodel, 1986)
Cbs2 Periférica (Rodel, 1986)
COB Cbp1 Periférica (Islas-Osuna et al., 2002)
Cbp3 Periférica (Gruschke et al., 2012)
Cbp6 Periférica (Gruschke et al., 2012)
ATP6/
Atp22 . (Helfenbein et al., 2003)
ATP8
Aep1 Payne et al., 1993
ATP9 P - (Pay )
Aep2 _ (Finnegan et al., 1991)
VAR1 Sov1 L (Herrmann et al., 2013)

Biogénesis de la Citocromo c oxidasa.

La CcO cataliza la reduccion del O, molecular a dos moléculas de agua, para
ello requiere de 4 electrones donados por el citocromo cy de 4 protones, a su
vez, 4 protones se bombean al EIM (B Alberts, A Johnson, J Lewis, M. Raff, K.
Roberts, 2015). En S. cerevisiae la CcO esta conformada por 12 subunidades,
de estas Cox1, Cox2 y Cox3 estan codificadas en el DNAmt y forman el nucleo
catalitico de la enzima. El resto de las subunidades estan codificadas en el
genoma nuclear, son sintetizadas en el citosol e importadas a la mitocondria. Las
subunidades nucleares son necesarias para la regulacion, estabilidad y
ensamblaje de la CcO. Hasta el momento se han identificado al menos 30
factores de origen nuclear que son necesarios para la formacién de la enzima
funcional (Mick et al., 2011; Soto et al., 2012).
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Figura 3. Ensamblaje modular de la CcO (Figura basada en (Gavin P McStay et al., 2013). 1.
Composicion del médulo de Cox1. 2. Composicion del médulo de Cox3. 3. Composicion del
moédulo de Cox2. Hasta el momento no se conoce el médulo de Cox2, ni cudl es el orden de

interaccion entre los modulos para formar una CcO funcional. 4. Se esquematiza el Complejo IV
ensamblado y la formacion de los SC lIl,/IV y lll,/IV,. Las proteinas codificadas en el DNAmt se

muestran en azul, en gris las subunidades codificadas en el nucleo y en amarillo las chaperonas
que participan en el ensamblaje.

Fallas en la biogénesis de la CcO se han asociado a diferentes patologias en
humanos, como el sindrome de Leigh, sindrome de MELAS (por sus siglas en
inglés de “Mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis, and stroke-like
episodes”) y diferentes enfermedades de indole neuroldgica (Rak et al., 2016).
Incluso, se reportd que la eliminacion PET494, uno de los activadores
traduccionales del mRNA de COX3 ocasiona envejecimiento prematuro en

células de levadura, de hecho, la eliminacion de genes implicados en la
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traducciéon mitocondrial y el mantenimiento del genoma mitocondrial también
causan envejecimiento prematuro de las células de levadura (Garay et al.,
2014). Adicionalmente, se sabe que la generacion de especies reactivas de
oxigeno en la mitocondria y el potencial membranal de la mitocondria son
factores determinantes en el envejecimiento de las células de la levadura
(Jazwinski, 2005; Longo et al., 2012).

La biogénesis de la CcO es un proceso complicado y altamente regulado
ya que necesita acoplar el ensamblaje de proteinas codificadas en diferentes
genomas. Ademas, se requieren afiadir los grupos prostéticos hemo a y Cu
Cox1y Cox2, proteinas altamente hidrofobicas que se encuentran embebidas en
la MIM (Mick et al., 2011; Soto et al., 2012). Se propone que la CcO se ensambla
a partir de tres moédulos independientes, cada uno formado por una de las
subunidades codificadas en la mitocondria con su repertorio especifico de
subunidades citosolicas y chaperonas (Figura 3; (Su et al., 2014). El médulo de
ensamblaje de Cox1 (Complejos COA. Figura 3, paso 1) estabiliza al médulo de
Cox3 (Figura 3, paso 2) y posiblemente al médulo de Cox2 (Figura 3, paso 3),
por lo cual, es necesario que se ensamblen correctamente los complejos COA
para que prosiga el ensamblaje de la CcO (Gavin P McStay et al., 2013; Gavin P.
McStay et al., 2013; Su et al., 2014). Adicionalmente, uno o dos monémeros de
la CcO se asocian con el complejo Il para formar los supercomplejos (SC) lll/IV
y lIlL/IV; (Figura 3, paso 4; (Cruciat et al., 2000; Schagger and Pfeiffer, 2000) . La
formacion y/o estabilidad de los SC depende de chaperonas como Rcf1, Rcf2,
Aac2, Cox13, Cox26, asi como de la presencia de cardiolipina en la MIM (Chen
et al., 2012; Levchenko et al., 2016; Pfeiffer et al., 2003; Strecker et al., 2016;
Strogolova et al., 2012b; Stuart, 2008; Vukotic et al., 2011).

Regulacién de la sintesis de Cox1.
Cox1 contiene al sitio hemo as-Cus para la reduccion del oxigeno y los
canales por donde se bombean los protones hacia el EIM (Tsukihara et al.,

1996). Estudios anteriores reportaron que Cox1 puede formar un intermediario
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pro-oxidante que contiene el grupo hemo a y a Cox2 (Khalimonchuk et al.,
2007), lo cual sugiere que la cantidad de Cox1 presente en la MIM debe estar
muy controlada. De hecho, sabemos que en S. cerevisiae en la mayoria de las
mutantes de ensamblaje de la CcO la sintesis de Cox1 disminuye y la proteina
es inestable (Barrientos et al., 2004; Shingu-Vazquez et al.,, 2010). En otros
organismos también se regula estrictamente la cantidad de Cox1 presente en la
MIM, aunque el mecanismo principal consiste en degradar rapidamente a la
proteina (Soto et al., 2012). Inclusive, mutaciones en la regién codificante de
COX1 o0 en factores que participan en su biogénesis estan asociadas a
enfermedades, como el sindrome de MELAS o rabdiomiolisis (Rak et al., 2016).
La traduccion del mMRNA de COX1 la promueven Mss51 y Pet309 que actuan
sobre el 5-UTR del mRNA (Figura 4, paso 1), de hecho, Pet309 interactua
fisicamente con esta region (Decoster et al., 1990; Manthey and McEwen, 1995;
Zamudio-Ochoa et al., 2014). Ademas, Mss51 interactua con la proteina Cox1
recién sintetizada y con Cox14 y Coa3 en los complejos COA para ayudar a su
ensamblaje (Figura 4, paso 2). Las proteinas Cox14 y Coa3 estabilizan la union
de Mss51 con el C-terminal de Cox1 (Barrientos et al., 2004; Mick et al., 2010;
Shingu-Vazquez et al., 2010). Cuando Mss51 se encuentra en los complejos
COA no puede activar la sintesis de Cox1, por lo tanto, se propone que Mss51
es un vinculo entre el ensamblaje de Cox1 y su sintesis (Perez-Martinez et al.,
2009, 2003). La incorporacion de las chaperonas Coa1, Coa2 y Shy1 al
complejo COA estabiliza a Cox1 y facilita la incorporacion de sus grupos hemo
a. Mientras que la adicion de las subunidades Cox6, Cox5a y Cox8 al complejo
COA permiten que avance el ensamblaje de la CcO (Figura 4, paso 3. (Gavin P.
McStay et al., 2013; Mick et al., 2007; Pierrel et al., 2008, 2007). Cuando la CcO
se ensambla correctamente, Mss51 se libera de los complejos COA, pero no
tiene la conformacién necesaria para activar eficientemente la sintesis de Cox1
(Figura 4, paso 3). Se propone que Mss51 adquiere la conformacion adecuada
(Mss51 Traduccionalmente activa) para activar la sintesis de Cox1 cuando
interactua con Pet54, posiblemente cerca del mRNA de COX1 (Figura 4, paso 4.
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Mayorga, 2016). Finalmente, Mss51 traduccionalmente activa (TA) puede volver
a promover la traduccion del mMRNA de COX1 (Figura 4, paso 1).

1 2

Complejos
COA

;}nm@)njm:@gﬂum.nuu_l_mgug;g; g

Mss51 Pet309 | Ribosoma

Subunidades
de laCcO

LA )
Mss51 '

Pet54 |

CcO
funcional

4 3

Figura 4. Modelo simplificado de la regulacion de la sintesis de Cox1 en S. cerevisiae (Basado
en (Mayorga et al., 2016; Mick et al., 2011) 1) Mss51 y Pet309 activan la traduccién del mRNA
de COX1. 2) Mss51 interactia con el C-terminal de Cox1 en los complejos COA para ayudar en
el ensamblaje de la CcO. La unién de Mss51 a los complejos COA impide que active la sintesis
de Cox1. 3) La formacion de una CcO funcional promueve la liberacién de Mss51, pero con una
conformacion poco eficiente para activar la traduccion del mMRNA de COX7. 4) La interaccion de
Pet54 con Mss51 promueve que adquiera la conformacion adecuada para activar la sintesis de
Cox1. La estructura de Cox1 de S. cerevisiae se obtuvo con el servidor SWISS-MODEL usando
como templado la estructura cristalografica de Cox1 de bovino (Tsukihara et al., 1996). Los

ultimos 15 residuos de Cox1 se presentan como esferas de color verde.
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Mss51 consta de 436 residuos, pero no se han reportado regiones
especificas para cada una de sus funciones. Se propone que Mss51 une al
hemo b y se propone que cambios en el estado redox del hemo b podrian
regular la funcion como activador traduccional o chaperona de Mss51 (Soto et
al., 2012; Soto and Barrientos, 2015). Ademas de Pet54 (Mayorga et al., 2016),
posiblemente Ssc1 (que esta asociada a Mss51 todo el tiempo) también es
importante para que Mss51 active eficientemente la sintesis de Cox1 (Fontanesi
et al.,, 2010). Mam33 es otra proteina importante para promover una sintesis
eficiente de Cox1 en ciertas condiciones, pero no sabemos qué relacion pueda
tener con Mss51 (Roloff et al., 2015).

En mutantes de ensamblaje de la CcO, Mss51 permanece atrapado en los
complejos COA, por lo cual disminuye la traduccion del mMRNA de COX71 (Mick et
al., 2011). El modelo de regulaciéon actual propone que Cox14, Coa3 y el
extremo carboxilo terminal de Cox1 (C-terminal de Cox1) actuan como
reguladores negativos de la sintesis de Cox1 (Figura 4, paso 2), ya que su
eliminacion ocasiona que el mRNA de COX71 se traduzca, aunque no se
ensamble la CcO (Barrientos et al., 2004; Mick et al., 2010; Shingu-Vazquez et
al., 2010). Cox1 es la subunidad mas grande de la CcO, y tiene 12 cruces
transmembranales (Tsukihara et al., 1996). La regién mas hidrofilica de Cox1 es
el C-terminal de 54 aminoacidos y se localiza del lado de la matriz mitocondrial.
En un trabajo previo encontramos que el C-terminal de Cox1 en particular los
ultimos 15 residuos de Cox1, participan en la regulacion de su sintesis. Esta
region estabiliza la union de Mss51 y Cox14, por lo cual, controla la cantidad de
Mss51 disponible para activar la traduccion del mRNA de COX7 (Shingu-
Vazquez et al., 2010).

En este trabajo analizamos si existian residuos especificos dentro de los
ultimos 15 aminoacido de Cox1 que regulen su sintesis. Estudiamos también, los
efectos de tener una sintesis descontrolada de Cox1 sobre el ensamblaje de la
CcO y sobre la formacion de supercomplejos. Finalmente, comenzamos a

analizar cual es el efecto fisioldgico de que no se controle la sintesis de Cox1.

22



Justificacion

Cox1 es una proteina esencial para la funcién y el ensamblaje de la CcO.
Diversos reportes indican que si Cox1 no esta correctamente ensamblada puede
ser perjudicial para la célula, por lo cual, existen diversos mecanismos que
controlan la cantidad de Cox1 presente en la MIM. En S. cerevisiae la sintesis de
Cox1 esta regulada por el ensamblaje de la CcO y para ello se requiere de
Mss51. Esta proteina actua a dos niveles, primero, activa la traduccién del
MRNA de COX17 y después interactua con la proteina Cox1 para monitorear el
ensamblaje de la CcO. Sabemos que los ultimos 15 residuos de Cox1 son
importantes para la interaccion con Mss51 y por lo tanto para la regulacion de su
sintesis. Por tal motivo queremos saber cuales son los aminoacidos esenciales
en Cox1 que median la interaccion con Mss51. Adicionalmente, queremos
explorar cuales son las consecuencias de una constante sintesis de Cox1 sobre
el ensamblaje de la CcO y analizar si podria afectar la formacién de

supercomplejos.

Hipotesis

Hay aminoacidos especificos en los ultimos 15 residuos de Cox1 que controlan
su sintesis y modulan la formacion o estabilidad de la CcO y de los
supercomplejos mitocondriales. La mutante Cox1AC15 tendra un envejecimiento

prematuro ya que la sintesis de Cox1 ya no se regula.

Objetivo

Identificar cuales aminoacidos de los ultimos 15 residuos de Cox1 regulan su
sintesis y analizar si afectan la formacién o estabilidad de la CcO y de
supercomplejos mitocondriales. Analizar si las mutantes que ya no regulan la

sintesis de Cox1 envejecen prematuramente.
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1.

Objetivos Particulares

Determinar qué aminoacidos de los ultimos 15 residuos de Cox1 regulan

su sintesis.

2.

Identificar por analisis de secuencia de aminoacidos a los candidatos en
los ultimos 15 residuos de Cox1 que podrian regular su sintesis y el
ensamblaje de la CcO.

Generar mutantes puntuales de Cox1 de los aminoacidos candidatos.
Estudiar si las mutantes puntuales de Cox1 regulan su sintesis.

Analizar la interaccion entre Mss51 y los complejos COA en las mutantes

puntuales de Cox1.

Investigar si en las mutantes de Cox1 que no regulan su sintesis se afecta

el ensamblaje de la CcO.

24

Estudiar la formacion de intermediarios de ensamblaje de la CcO y de
supercomplejos en las mutantes puntuales de Cox1y Cox1AC15.

Definir si en la mutante Cox1AC15 el complejo Ill interactua con una CcO

parcialmente ensamblada.
Analizar si la formaciéon o estabilidad de los supercomplejos aberrantes

requiere de la adicion del grupo hemo a Cox1.

Estudiar si en la mutante de Cox1AC15 se afecta la viabilidad celular.
Medir la actividad de la cadena respiratoria.
Analizar si se afecta su resistencia a peroxido de hidrégeno.

Determinar el envejecimiento cronoldgico de las células.



Materiales y métodos

Cepas y medios.

En este trabajo usamos cepas isogénicas a D273-10B (Numero de catalogo
ATCC: 24657). En el anexo 2 se muestra la lista completa de cepas y su
genotipo. Las células se incubaron en medio fermentativo completo con 2%
glucosa (YPD) 6 2% galactosa (YPGal) o en medio respiratorio completo con 3%
etanol y 3% glicerol (YPEG). La composicion de los medios se basé en
(Sherman, 2002).

YPD YPGal

Extracto de levadura 1% Extracto de levadura 1%
Peptona 2% Peptona 2%
Dextrosa 2% Galactosa 2%
Adenina 30 mg/L  Adenina 30
mg/L

YPEG YPD-G418

Extracto de levadura 1% Extracto de levadura 1%
Peptona 2% Peptona 2%
Glicerol 3% Glucosa 2%
Etanol 3% Adenina 30
mg/L

Adenina 30 mg/L G418 100 mg/L
-Ura -Leu

Base nitrogenada sin aminoacidos  0.67% Base nitrogenada sin aminoacidos 0.67%
Dextrosa 2% Dextrosa 2%
Medio drop out sin uracilo 770 mg/L  Medio drop out sin uracilo 770
mg/L

-Met Gal

Base nitrogenada sin aminoacidos  0.67%

Galactosa 2%

Medio drop out sin leucina 790 mg/L
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Clonacién de las mutantes puntuales de cox1.

La clonacién de las mutantes puntuales de cox17 la realiz6 Miguel A. Shingu
Vazquez como se describe a continuaciéon (Shingu-Vazquez et al., 2010).

Para la construccion de las mutantes puntuales de cox? se usé como
templado el plasmido pXPM57 el cual contiene el gen mitocondrial COX1
flanqueado por 395 y 990 nucledtidos del 5-UTR y 3’-UTR respectivamente
(Perez-Martinez et al., 2003). Las mutaciones puntuales P521A/P522A, V524E,
F527A, H525A y P530A se introdujeron en COX17 por PCR usando el
oligonucledtido CO1NdeF y oligonucledtidos especificos para introducir cada
mutacion y un sitio de restriccion para Aflll. Los productos de PCR se ligaron al
plasmido pGEM-T easy y se generaron los plasmidos pXP132-pXP136.
Posteriormente se liberaron los insertos mutantes de cox? con Ndel y Aflll y se
subclonaron en el plasmido pXPM57 cortado con las mismas enzimas
generando los plasmidos pXP139-pXP143 (el anexo 3 contiene la lista completa

de plasmidos y oligonucledétidos usados).

Transformacién de las mutantes puntuales de cox? en mitocondrias de S.
cerevisiae (Bonnefoy et al., 2007).

Miguel A. Shingu Vazquez genero las mutantes puntuales de Cox1 como se
describe a continuacién (Shingu-Vazquez et al., 2010).

Las mitocondrias de las células se transformaron con dos plasmidos. Uno
sirvi6 como marcador de transformantes nucleares (Yep352), mientras que el
otro plasmido contenia nuestro gen mitocondrial de interés (pXP139-pXP143).
La transformacion de las mitocondrias de levadura siguié los pasos descritos a

continuacion.

Preparacion de las células.

» Se crecio un cultivo de 2 mL en YPRaf de la cepa NAB69 por toda la

noche.
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Con 0.3 mL del cultivo anterior se inoculé 30 mL de YPRaf y se crecié
hasta saturacion.

Se centrifugaron las células y se resuspendio el botdn celular en 0.6 mL
de YPD.

Se plaqued 0.1 mL de células en 6 cajas de medio de transformacién y se

dejo secar por 3 h a temperatura ambiente (TA).

Medio de transformacion

Base nitrogenada sin aminoacidos y sin (NH4).SO, 0.67%
Dextrosa 5%
Sorbitol 1M
Bacto Agar 2%
Adenina 0.01%
Arginina 0.0105%

Preparacioén de las particulas de tungsteno (W).

Se peso entre 10-50 mg de particulas de W (Bio-rad 0.5 ym) y se
esterilizaron con etanol al 70%. El tubo con las particulas de W se incubd
10 min a temperatura ambiente y se agito 4 veces.

El tubo se centrifugd por 15 min a 13000 rpm y las particulas se lavaron
con 1.5 mL de agua estéril.

Se volvié a centrifugar por 15 min a 13000 rpm las particulas de W y se

resuspendieron en glicerol al 50% (17 pL por cada mg de particulas).

Precipitacion del DNA en las particulas de W.
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Se afadié a un tubo en hielo: 100 uL de perlas de W preparadas, 4 pL de
espermidina 1 M (Sigma-Aldrich), 100 pL de CaCl, 2 M (estéril), 5 pg del
plasmido YEp352 y 15 ug del plasmido con el gen mitocondrial de interés
(pXP139-pXP143)

El tubo se incubo por 10 min en hielo. Se agité cada 3 min.

Se centrifugaron la perlas a 4°C por 30 seg a 13,000 rpm.



Se anadié 200 pL de etanol al 100 % (-20°C), después agitamos
suavemente.

Se centrifugaron las perlas y descartamos el sobrenadante.

Los dos pasos anteriores se repitieron dos veces.

Se resuspendio las particulas en 120 uL de etanol al 100%.

Se insertaron los “macrocarriers” en sus sujetadores y los colocamos en
una caja petri (Se utilizaron 6 “macrocarriers” por caja para transformar
una sola construccion).

Se distribuyeron las perlas de W con el DNA precipirado sobre loslos
“‘macrocarriers” (Se agitaron bien las particulas de W para distribuir
homogéneamente. Si lo requeria se afiadié mas etanol al 100%).

Se dejo secar por 20 min a temperatura ambiente.

Bombardeo (De acuerdo con las instrucciones del manual del equipo PDS-

1000He Biolistic Gun Bio-rad)
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Se lavd cuidadosamente la camara del equipo con etanol al 70% y
secamos completamente.

Colocamos el disco de ruptura de 1350 psi como indica el manual.
Colocamos en el quinto nivel (de abajo hacia arriba) el sujetador del
“macrocarrier” insertado en el sistema de ensamblaje.

Introducimos la caja petri con las células a bombardear en el segundo
nivel de la camara.

Esperamos a que el equipo generara un vacio de 21-25 pulgadas de
mercurio en la camara del equipo.

Disparamos

Se eliminaron los fragmentos del “macrocarrier” de la caja petri

Incubamos las cajas a 30°C hasta por 7 dias.



Seleccidon de las transformantes mitocondriales con los genes mutantes de

cox1 (cepas rho 0 sintéticas 6 p™-s)

Seleccionamos las transformantes mitocondriales o cepas rho O sintéticas
(p™-s) con la cepa L74, la cual tiene una mutacion puntual en el exon 4 de COX1
que le impide respirar (Meunier et al., 1993). Las cepas p™-s pueden recombinar
con el DNAmt de la cepa L74 y pueden restaurar el crecimiento respiratorio
cuando se generan células diploides. En las placas bombardeadas

seleccionamos las colonias que recuperaran el crecimiento en medio respiratorio

YPEG al aparearlas con la cepa L74. Este proceso de seleccién se repitié varias

veces hasta que obtuvimos una cepa p™-s estable. Las cepas p™-s sélo tenian el

gen mitocondrial de nuestro interés.

Obtencién de las mutantes puntuales de cox? integradas en un DNAmt completo
("

Una vez que obtuvimos las cepas p™-s estables la usamos para transferir

nuestro gen mutante a cepas con un DNAmt completo (p*). Para ello usamos a

la cepa XPM10b como receptora, en esta cepa la regién codificante de COX1

esta sustituida por el gen reportero ARG8™, y flanqueado con los extremos UTR
de COX1. La cepa XPM10b no respira, pero puede crecer en un medio sin

arginina (Perez-Martinez et al., 2003). Como donadoras usamos las cepas p™-s,
que tienen la mutacion kar1-1, la cual previene que se lleve a cabo la fusién
nuclear durante el apareamiento, sin embargo, los citoplasmas de ambas células
si se pueden mezclar, por lo tanto, permite la transferencia y recombinacion del
DNAmt (Conde and Fink, 1976).

Para seleccionar las mutantes puntuales de cox7en cepas p'se

siguieron los siguientes pasos:

» Se aparearon las cepas p™-s con XPM10b por 4 h en medio solido YPD y

se incubaron por 3 h en 2 mL de YPD.
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* El cultibo cultivo se diluyé 1:1000 en agua estéril y se plaqued en un
medio selectivo donde solo puede crecer la cepa receptora XPM10b y las
células diploides.

* Se incubaron las cajas por 2 dias a 30°C.

* Replicamos las cajas en medio selectivo para las cepas p—s para

descartar las células diploides que se formaron. Seleccionamos sls cepas

p* con las mutaciones puntuales de cox? con un medio respiratorio
YPEG.

+ Repetimos todos los pasos de seleccion hasta obtener cepas p* estables.

Transformacion de levaduras (Ito et al., 1983).

Se incub6o 2 ml de cultivo a 30°C por toda la noche, al dia siguiente
centrifugamos entre 0.35-1 mL de cultivo y eliminamos el sobrenadante.
Posteriormente se agregaron 52 pL de la mezcla de transformaciéon (40 uL de
PEG 3350 al 50 %, 5 pL acetato de lito 2 M, 5 yL de DTT 2 My 2.5 yL de DNA
de esperma de salmoén desnaturalizado). A la mezcla anterior se le agrego el
DNA deseado (0.1-1 pg) y se incubd a 30°C por 15 min y después a 42°C por 30
min. Al terminar retiramos la mezcla de transformacién e incubamos las células
en 1 mL de YPD por 3 h a 30°C. Recuperamos el botdén celular por
centrifugacion y seleccionamos las transformantes positivas en el medio

selectivo requerido, incubando las ceélulas a 30°C por 2 o 3 dias.

Determinacion de proteinas por Lowry modificado Markwell et al., 1978).

La curva de calibracion se realiz6 con una solucién de albumina a 1 mg/mL.
De esta tomamos 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 ul. Diluimos las
muestras problema 1:5 y tomamos 10 pl para la determinacion de proteina.
Posteriormente seguimos los siguientes pasos para todas las muestras:

* Ajustamos la muestra con agua a 1 mL.

* Adicionamos 3 mL de solucién C e incubamos por 10 min a TA.

* Adicionamos 300 ul de solucion D e incubamos por 30 min a TA.
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Medimos la absorbancia a 740 nm.

Solucién A
Nach3

NaOH

Tartrato de sodio
SDS

Solucién C

2%
0.4%

0.16%
1%

Solucién B
Cu,S0,.5H,0

4%

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

Solucién D

Reactivo de Folin diluido

al 50% con agua estéril.

Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE, Laemmli, 1970).
Las muestras para el SDS-PAGE se resuspendieron en el amortiguador de

muestra y se calientaron por 5 minutos a 65°C. La electroforesis se inicié a

100 V hasta que la muestra entr6 al gel separador, posteriormente se aumenté el

voltaje a 130 V hasta que el colorante sali6 del gel

Amortiguador de muestra 2X

Amortiguador de corrida

SDS 4% Tris 25 mM
Glicerol 20 % Glicina 250 mM
Azul de bromofenol 0.2% SDS 0.1%
B-Mercaptoetanol 2%
Tris pH 6.8 0.1 M
Soluciones Gel separador 16% Gel apilador 5%
Acrilamida 30%/
Bisacrilamida 0.3% 9 mL 0.83 mL
Tris 2 M pH 8.8 3.28 mL -
Tris2 M pH 6.8 - 150 mL
SDS 20% 84 mL 25 mL
H,0 45mL 4 mL
APS 10% 100 uL 50 pL
TEMED 10 uL 5uL
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Western blot.

Las proteinas separadas por SDS-PAGE, BN-PAGE o 2D-PAGE se
transfirieron a membranas de PVDF (Millipore) mediante un método semi-seco
usando la cdmara de transferencia de FischerBiotech. La transferencia se realizo

acomodando el gel y la membrana de PDF como se muestra a continuacion.

Papel filtro

Membrana
de PVDF

(el

Papel filtro

Todos los componentes se humedecieron con el amortiguador de transferencia
(Tris 25 mM, glicina 250 mM, SDS 0.1%, metanol 20%). Se transfiri6 el gel entre

102 hrs a 1.5 mA/cm?, cuidando que no pase de 10 V. Posteriormente, se
siguieron los siguientes paso para la incubacion de los anticuerpos.

* Se dejo secar la membrana con las proteinas para bloquearla.

* Se incubd por una hora a temperatura ambiente la membrana con la
solucion de blot usando el anticuerpo deseado.

« Se lavo la membrana con solucion de lavado por 10 minutos. Se repitio el
lavado de la membrana dos veces mas.

* Se incubd la membrana por una hora a temperatura ambiente con la
solucién de blot con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa.

» Se lavo la membrana con solucién de lavado por 10 minutos. Se repiti6 el
lavado de la membrana dos veces mas.

« Se reveld por quimioluminiscencia la presencia del anticuerpo siguiendo
las indicaciones del Kit Pierce ECL Western blot (Pierce) o con el kit
Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore)

* La quimioluminiscencia se detecté con la pelicula BioMAx XAR Film
(Kodak) exponiendo durante 1 min inicialmente y posteriormente se ajusté

el tiempo de exposicion.
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Se elimind el anticuerpo unido a las proteinas de la membrana incubando
con la solucion de eliminacion de anticuerpo por 30 minutos a 50 °C

Repetimos todos los pasos con cada anticuerpo que se incubd con la

membrana.
Anticuerpo Dilucion Marca/Donacién
a-Cox1 1:40,000 Rodolfo Garcia Villegas
a-Cox2 1:2,000 Mitosciences
a-Cox3 1:2,000 Mitosciences
a-HA 1:10,000 Roche
a-Myc 1:500 Roche
a-Coa3 1:5,000 Antonio Barrientos
a-CS 1:2,000 Thomas D. Fox
a-ATPasa 1:30,000 Diego Gonzélez Halphen
a-Cytb 1:5,000 Aldo E. Garcia Guerrero
a-Cyt1 1:5,000 Rosemary Stuart
a-Rip1 1:10,000 Rosemary Stuart
a-Cor1 1:10,000 Rosemary Stuart
Solucién de eliminacién (50 mL) Solucién de lavado (1L)
Tris 1M pH 6.8 3.12mL Tris 1 MpH 7.6 10 mL
SDS 10% 10 mL NaCl 5M 20 mL
B-Mercaptoetanol 350 uL EDTAO05 M 2mL

Tween-20 1 mL

Solucién de blot (10 mL)

Tomamos 10 mL de la solucion de lavado y agregamos el anticuerpo deseado. Adicionalmente,
afiadimos 180 uL de Tween-20.

Obtencion de la fraccion mitocondrial cruda (Modificado de Diekert et al.,

2001).
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Incubamos un cultivo de 5 mL de medio YPGal a 30°C hasta saturacion.
Inoculamos 500 mL del medio YPGal con 5 mL del pre-cultivo e
incubamos hasta fase exponencial.

Centrifugamos las células a 2,850 RCF por 10 min. a 4°C.

Lavamos el botdn celular con agua fria desionizada



Centrifugamos las células a 2,850 RCF por 10 min. a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y pesamos el boton celular.

Resuspendimos el boton celular en el amortiguador TD (2 mL por gr de
peso humedo).

Agitamos 10 min. a 30°C a 250 rpm.

Centrifugamos las células a 1,950 RCF por 5 min a 4°C.

Lavamos el boton celular con el amortiguador MPZ sin zimoliasa (7 mL
por gr de peso humedo).

Centrifugamos a 1,950 RCF por 5 min a 4°C.

Resuspendimos el botdn celular con el amortiguador MPZ con zimoliasa-
20T (7 mL por gr de peso humedo).

Se agitaron las células por 60 minutos a 30°C a 250 rpm.

A partir de este punto todo se hace a 4°C.
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Centrifugamos a 1,100 RCF por 5 min a 4°C.

Resuspendimos el botdn celular en 40 mL de amortiguador Dounce.
Homogenizamos 10 veces con el homogenizador y el pistilo de vidrio.
Centrifugamos a 1,950 RCF por 5 min a 4°C y recuperamos el
sobrenadante.

Repetimos una vez mas el paso anterior

Centrifugamos el sobrenadante a 17,450 RCF por 12 min a 4°C para
recuperar las mitocondrias crudas en el boton.

Resuspendimos el botéon mitocondrial en 10 mL de amortiguador SH,
primero se resuspendid un volumen pequefio con la punta de la
micropipeta.

Centrifugamos a 1,950 RFC por 5 min a 4°C y recuperamos el
sobrenadante.

Repetimos el paso anterior dos veces mas.

Centrifugamos a 17,450 por 12 min a 4°C.



Resuspendimos el boton de mitocondrias crudas en 300 pL de

amortiguador SH (con la punta de la micropipeta).

Amortiguador SH Amortiguador TD

HEPES pH 7.4 20 mM Tris-SO4 pH 9.4 0.1 M
Sorbitol 0.6M DTT 10 mM
Amortiguador MPZ

Sorbitol 1.2M

Amortiguador de fosfatos pH 7.4 20 mM

Zimoliasa-20T 3 mg/gr de peso humedo
Amortiguador Dounce

TrispH 7.4 10 mM

EDTA 1 mM

BSA (libre de acidos grasos) 0.2 %

PMSF (se preparé en etanol al momento) 1mM

TLCK 50 pg/mL

Sorbitol 0.6M

Traducciéon in vivode proteinas mitocondriales a partir de células

completas (Modificado de Bonnefoy et al., 2001).
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Se incubaron 2 o 3 colonias de células en 2mL de YPGal a 30°C hasta

saturacion.

En 10 mL de YPGal diluimos 1:20 (cepas pet’) o 1:10 (cepas pet’) el
cultivo saturado e incubamos a 30°C por 4 h.

Recuperamos el botdn de celular y se resuspendié en 0.5 mL de medio
—Met.

Incubamos 10 min a 30°C con agitacion.

Adicionamos 5 L de cicloheximida para inhibir la traduccion citosolica (10
mg/mL, disuelta en etanol al 100%) e incubamos por 5 min a 30°C con
agitacion.

Adicionamos 5 uCi de S3°-Metionina e incubamos por 30 min a 30°C con

agitacion.



* Centrifugamos a 15,690 RFC por 1 min. a 4°C y eliminamos el
sobrenadante.

» Resuspendimos el botdn celular en 200 uL de amortiguador SHP frio, con
inhibidor de proteasas de Sigma (3.3 yL/10 mL)

* Se adicioné un volumen de perlas de vidrio, previamente enfriadas a
-20°C.

* Agitamos 30 segundos en vortex a velocidad maxima e incubamos a 30
segundos en hielo.

* Repetimos dos veces el paso anterior.

* Centrifugamos a 600 g por 5 min. a 4°C.

* Recuperamos el sobrenadante y centrifugamos a 15,690 RFC por 10 min.
a4°C.

* Eliminamos el sobrenadante y adicionamos 20 yL de amortiguador de
carga 1X.

« Calentamos las muestras a 65°C por 5 min.

 Se separé 5 yL de muestra en un gel SDS-PAGE al 16%, el resto lo
guardarmos a -70°C. La electroforesis se realiz6 a 27 mA constantes
hasta que el colorante llegd a 7 cm de la interfase del gel.

» Secamos el gel por 1 hora a 55°C o transferimos a una membrana de
PVDF (Millipore).

* Se dejo exponiendo el gel seco o la membrana de PVDF seca a la
pantalla de fésforo por toda la noche.

« Escaneamos la emision radioactiva de la pantalla de fosforo en el

Typhoon 8600 Phosphoimager (Molecular Dynamics).

Coinmunoprecipitacién de proteinas (Modificado de Shingu-Vazquez et al.,
2010)

* Tomamos el volumen necesario para tener 500 pg de proteina
mitocondrial. De este volumen tomar el 3% del total de proteina

mitocondrial.
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Centrifugamos a 15,690 RCF a 4°C por 5 min para recuperar el botén de
mitocondrias.

Resuspendimos el botén mitocondrial en 500 yl de amortiguador de lisis
con la punta de la micropipeta. Incubamos por 10 min en hielo.
Centrifugamos por 10 min a 15,690 RCF y recuperamos el sobrenadante.
Agregamos al sobrenadante 40 pl de perlas de proteina A sefarosa
(Roche) preparadas y 3.5 ul de anti-HA de rata de alta afinidad (Roche).
Incubamos a 4°C por dos horas en agitacion.

Centrifugamos a 600 RCF a 4°C por 1 min y desechamos el
sobrenadante.

Lavamos las perlas con 500 pl de amortiguador de lisis y centrifugamos a
600 RCF a 4°C por 1 min

Lavamos las perlas con 1 mL de Tris pH 7.4 20 mM y centrifugamos a
15,690 RCF a 4°C por 1 min. En este paso se elimind todo el
sobrenadante con una microjeringa.

Agregamos 15 pul de amortiguador de muestra de SDS-PAGE e
incubamos 5 min a 65°C.

Cargamos la muestra con una microjeringa en un gel de SDS-PAGE al
16% y corrimos el gel hasta que el colorante llegd a 7 cm de la interfase
del gel

Transferimos el gel a una membrana PVDF por 90 min a 1.5 mA por

cm? de membrana.

Preparacion de las perlas de A sefarosa.
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Pesamos aproximadamente 100 mg de las perlas de proteina A sefarosa
(Roche).

Lavamos con 1 mL de agua bidestilada estéril y centrifugamos a a 600
RCF a 4°C por 1 min.

Repetimos el paso anterior paso cuatro veces mas.



Resuspendimos las perlas en 500 pl de etanol al 20%.

Las perlas se guardaron a 4°C.

Amortiguador de lisis

DDM 0.5%
NaCl 100 mM
Tris pH 7.4 20 mM

Electroforesis azul nativa (BN-PAGE, Wittig et al., 2006).
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Descongelamos las mitocondrias en hielo por 5 min.

Resuspendimos 100 pg de proteina mitocondrial en 180 ul de

amortiguador de lavado.

Centrifugamos las mitocondrias a 15,690 RCF por 2 min para eliminar el

sobrenadante.

Homogenizamos completamente las mitocondrias en 45 ul de

amortiguador de muestra
Se agrego 5 ul de digitonina al 10 % y se incubd en hielo por 30 min.
Centrifugamos la muestra por 12 min a 15,690 RCF a 4°C.

Rescuperamos el sobrenadante (50 ul aproximadamente) y agregamos
2 pl de solucion de coomassie al 5 % disuelto en amortiguador de

muestra.

Cargamos 20 ul de muestra por carril (40 pg) en un gel con gradiente del
5-12% o del 4-12%.

Corrimos el gel 25 min a 15 mA con el amortiguador del catodo al 0.02 %

de coomassie (aproximadamente un tercio del gel).

Cambioamos el amortiguador del catodo por el de 0.002 % de coomassie

y se dejo correr a 6 mA hasta que el colorante sali¢ del gel.



» Transferimos el gel a una membrana de PVDF por 2 horas a 1.5 mA por

cm? de membrana.

« Lavamos con metanol 100 % tres veces para eliminar el colorante.

Soluciones Gel apilador 4 % Gel separador 5 % | Gel separador 13 %
o 0
B/?;;;i?iggu?disi%& 1254l 0.51 mlL 1.34 mL
Amortiguador de gel 3X 0.5mL 1.69 mL 1.69 mL
Glicerol (80%) - 0.32mL 1.28 mL
Agua 0.86 mL 25mL 0.72 mL
APS 10% 8 ul 13.5 pl 13.5 pl
TEMED 2.25 pl 4.9 pl 4.9 pl
Volumen total 2.25mL 9 mL 9 mL
Amortiguador de lavado Amortiguador de muestra
Sorbitol 250 mM Acido aminocaproico 750
mM
Bis-tris 50 mM Bis-tris 50 mM
Ajustar el pH a 7.0 con HCI Ajustar el pH a 7.0 con Hcl
Amortiguador del gel 3X Amortiguador de anodo (inferior)
Bis-tris 150 mM Bis-tris 50 mM
Acido aminocaprdico 1.5 M Ajustar el pH a 7.0 con HCI
Ajustar el pH a 7.0 con HCI
Amortiguador del catodo (superior)
Tricina 50 mM
Bis-tris 15 mM

azul de coomassie ServaG

0.02% 6 0.002%

Electroforesis de segunda dimensién (2D-PAGE, Wittig et al., 2006).

La electroforesis de segunda dimension se realiz6 con un carril de la BN-

PAGE que previamente se incubd por 30 min en amortiguador de eliminacion.

Posteriormente, se introducimos el carril de la BN-PAGE y se coloco en contacto

directo con el gel desnaturalizante. En este paso procuramos dejar libre de

burbujas la interfase entre geles. La electroforesis se inicié a 50 V, una vez que
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la muestra entré al gel separador el voltaje se increment6 a 100 V. Al finalizar la
corrida el gel se transfieri6 a una membrana de PVDF por 90 min a 1.5 mA por

cm?de membrana.

Soluciones Gel apilador 4% Gel separador 12%
Acrilamida 48.5%
Bisacrilamida 1.5% 0.25 uL 22 mL
Amortiguador de gel 3X 1mL 3 mL
Glicerol (80%) - 1.8 mL
Agua 1.75 mL 2mL
APS 10% 20 L 40 pL
TEMED 6 uL 6 uL
Volumen total 3 mL 9 mL
Amortiguador de eliminacién (50 mL) Amortiguador de gel 3X
Tris 1M pH 6.8 3.12mL Tris 3M
SDS 10% 10 mL SDS 0.3%
B-Mercaptoetanol 350 pL Ajustar el pH a 8.45 con HCI
Llevar a 50 mL con agua
Amortiguador del catodo Amortiguador del anodo
Tris 01 M Tris 02M
Tricina 01 M Ajustar el pH a 8.9 con HCI

SDS 0.1 %

Actividad en gel de la citocromo c oxidasa (Wittig et al., 2007).

La actividad de la CcO se reveld en los geles azules nativos, incubando el
gel en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4 por 10 minutos. Después se
desech6 el amortiguador y afadimos amortiguador de fosfatos con
diaminobencidina al 0.04% y citocromo ¢ de corazon de caballo al 0.02%. El gel
se incubd por dos horas. Posteriormente las proteinas se fijaron al gel con
metanol al 50% y acido acético al 10%. El exceso de coomassie se elimin6é con

acido acético al 10% para visualizar mejor las bandas de actividad de la CcO.

40



Medicién del consumo de oxigeno en mitocondrias de levadura.

Los cambios en el consumo de oxigeno se midieron en un oximetro 782
(Warner/Strathkelvin Instruments) con un electrodo tipo Clark en un volumen de
1 mL a 30°C. Medimos el consumo de oxigeno por la cadena respiratoria con
250 pg de proteina mitocondrial usando etanol como sustrato. La medicion del

consumo de oxigeno en estado IV se realizé en un amortiguador con: Sorbitol

0.6 M, HEPES pH 7.4 20 mM, KCI 20 mM, MgCI2 2 mM. El estado lll se midi6
con la adicién de ADP 0.5 mM.

Medicion espectrofotométrica de actividades enzimaticas (Spinazzi et al.,
2012).

Estos experimentos los realizé Alfredo Cabrera Orefice como se describe a
continuacion.

La actividad de la CcO y el complejo Il se determin6 por los cambios en
absorbancia de la reduccién u oxidacion del citocromo c, respectivamente, a 550
nm (€ss00m=18.5 mMM™-cm™) en un lector de microplacas SPECTRAmax PLUS384
(Molecular Devices) de acuerdo a Spinazzi, 2012. En breve, la actividad del
complejo Ill se determiné en un amortiguador con: 25 mM de fosfato de potasio
(pH 7.5), 75 mM de citocromo ¢ oxidado de corazén de caballo, 0.1 mM EDTA, 1
mM de cianuro de sodio y 10 mg/mL de proteina mitocondrial. Iniciamos la
reaccion anadiendo 100 mM de decilubiquinol. La actividad de la CcO se midi6
en un amortiguador con: 25 mM de fosfato de potasio (pH 7) y 50 mM de
citocromo c reducido de corazén de caballo. La reaccién se inicio al afadir 10
mg/mL de membranas mitocondriales. La actividad de la citrato sintasa se
determind a 412 nm (€4120m= 13.6 MM cm™) en un amortiguador con: 10 mM de
Tris-HCI (pH 8), 0.3 mM de acetil-CoA, 0.1 mM de DNTB (acido 5,5’-ditio-bis-2-
nitrobenzoico), 0.1 % Triton X-100 y 10 mg/mL de membranas mitocondriales.
Iniciamos la reaccion con la adicion de 0.5 mM de oxalacetato (Barrientos,
2009).
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Ensayos de sensibilidad a peréxido de hidrogeno (H,0,, Khalimonchuk et

al., 2007).
Estos experimentos los realizé Yolanda Camacho Villasana como describo a
continuacion.

Se incubaron por toda la noche las células en YPD hasta fase exponencial a

una DOg(y,,n= 0.6. Posteriomente, se anadio 3 mM de H,0, a los cultivos (10

mg/mL de peso humedo) e incubamos por 2 horas a 30 °C con agitacién leve.
Como control, incubamos células del mismo cultivo con agua. Finalmente,
lavamos las células con agua estéril y realizamos diluciones seriales 1:10 para

replicar en placas de YPD que incubamos por 2 dias a 30 °C.

Ensayo de envejecimiento (Modificado de Murakami et al., 2008).
Estos experimentos los realicé en el laboratorio del Dr. Alexander de Luna
con el apoyo de Sergio Campos como describo a continuacion:

* Incubamos 5 mL de cultivo en medio SC por 2 dias a 30°C.

* Inoculamos 50 mL de medio de envejecimiento con 100 pl del precultivo y
dejamos crecer por 3 dias a 30°C a 220 rpm. Verificamos que los

matraces tuvieran una capacidad 5 veces mayor al volumen del cultivo.

« Tomamos 10 pl del cultivo envejecido y lo diluimos en 150 uyl de medio de
baja fluorescencia (YNB-LF). Las lecturas se hicieron en placas de 96
pozos y solo se utilizaron los pozos centrales de la placa. Consideramos

esté dia como el primero en el experimento de envejecimiento

« Tomamos la lectura inicial de DOgqy,,,, Y dejamos crecer a 30°C sin

agitacion hasta saturacion. Antes de tomar las lecturas agitamos por 20

segundos.

* Tomamos lecturas a 600nm cada hora para obtener una curva de

crecimiento de las cepas. La primera lectura se realizé después de 4 hrs.
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* Repetimos todos los pasos anteriores por 8 dias o hasta que la

DO del cultivo no cambid durante las 13 hrs de mediciones.

600nm

Se usaron placas de 96 pozos de Poliestireno de Corning Incorporated. Numero
de catalogo: 3598
Determinacion del numero de células viables a lo largo del experimento
(Murakami, 2008)

Las levaduras al envejecer mueren o se tornan inviables, por lo cual se

reduce la poblacion de células viables con el paso de los dias. Durante cada dia
del experimento obtuvimos una curva de crecimiento, a partir de la cual

calculamos el tiempo de duplicacién, y el tiempo que le tomd al cultivo llegar a

una DOgoonm = 0.3. Posteriormente, se calculé la diferencia de tiempo entre cada

dia consecutivo y el anterior para llegar a una DOswmm = 0.3, entre mas

envejecen las células tardan mas en alcanzar la DO fijada. Por lo tanto, el
porcentaje de células viables de levadura a lo largo del tiempo puede calcularse

con la siguiente formula:

S = 1/27 (At /5)

Donde:

At es la diferencia entre el tiempo que tarda el cultivo en alcanzar la OD de

interpolacion (0.3) con respecto al primer dia.

O es el tiempo de duplicacion que obtenemos de la pendiente maxima del grafico

semilogaritmico de la curva de crecimiento de cada dia.
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Medios.

Todos los medios se esterilizaron por filtracion, no hay que utilizar a autoclave.

Medio SC

Base nitrogenada sin amino4cidos 0.67 %
Dextrosa 2%
Mezcla de aminoacidos 0.2 %

Medio de envejecimiento

Base nitrogenada sin amino&cidos 017 %
Dextrosa 2%
CSM 790 mg/L

La mezcla de aminoacidos del manual de Cold Spring Harbor contiene 2 g de cada aminoacido,
excepto de adenina 0.5 g y de Leucina 10 g. Ademas, contiene 2 g de Inositol, 2 g de Uracilo y 2
g de acido para-aminobenzoico.

Medio de baja fluorescencia (YNB-FL)

(NH,4),SO, 0.5%
KH2PO4 0.1 %
MgSO, 0.05 %
NaCl 0.01 %
CaCl, 0.01 %
Stock de elementos traza 1mL
Stock de vitaminas 1 mL
CSM 690 mg/L
Dextrosa al 20% 100 mL

Si se requiere se puede utilizar un medio dropout en vez del CSM.
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Solucién de elementos traza 1000x

H,BO, 50 mg
CuSO, 4 mg

Ki 10 mg
FeCl, 20 mg
MnSO, 40 mg
Na,MoO, 20 mg
ZnSO, 40 mg

Llevar a 100 mL con Milli-Q H,O estéril. La solucion sera turbia, no hay que filtrarla. Guardar a

4°C

Solucién de vitaminas 1000x

Biotina 0.2 mg
Pantonenato de Calcio 40 mg
Inositol 200 mg
Niacina 40 mg
Acido para-aminobenzoico 20 mg
Piridoxina- HCI 40 mg
Tiamina-HCI 40 mg

Llevar a 100mL con Milli-Q H20 estéril. Guardar a 4°C
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Resultados

Identificacion de los residuos en el extremo carboxilo terminal de Cox1 que

requlan su sintesis.

Los ultimos 15 residuos de Cox1 contienen aminoacidos conservados en

hongos y mamiferos.

En un trabajo previo encontramos que al eliminar los ultimos 11 o 15 residuos de
Cox1 su sintesis era independiente del ensamblaje de la CcO, lo cual no sucedid
con la eliminacion de los ultimos 5 residuos de Cox1. Estos datos sugieren que
los residuos de Cox1 entre -5 y -11, VHSFNT, participan en la regulacion de su
sintesis (Shingu-Vazquez, 2010). Para encontrar los aminoacidos especificos
que pudieran controlan la sintesis de Cox1, realizamos un alineamiento de la
secuencia de Cox1 de S. cerevisiae con otras especies de hongos y de
mamiferos, en particular se eligieron especies donde se reportaron ortélogos de
los factores que participan en la regulacion de la sintesis de Cox1 (ej. S. pombe,
H. sapiens. (Kihl et al., 2012, Moyer and Wagner, 2014; Weraarpachai et al.,
2012).

El alineamiento reveld que los aminoacidos P521, H525 y F525 se
encuentran conservados en todas las especies analizadas. Mientras que la P522
y P530, sélo fueron diferentes en el hongo S. pombe (Figura 5A). Los residuos
H525 y F527 fueron interesantes ya que se encuentran dentro de la region
VHSFNT que proponemos regula la sintesis de Cox1, mientras que las P521 y
P522 podrian mantener la estructura de la region VHSFNT ya que la prolina es
un residuo que se caracteriza por restringir el movimiento de la cadena peptidica
(Kay et al., 2000). La P530 es un residuo que se eliminé en la mutante que no
tiene los ultimos 5 residuos de Cox1, por lo cual, no esperabamos que tuviera
algun efecto sobre la regulacion de la sintesis de Cox1. Tomando en cuenta
estos datos, decidimos mutar los aminoacidos P521, P522, H525, F527 y P530
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por alanina, asimismo, decidimos mutar la V524 por acido glutamico para probar
si sblo los aminoacidos conservados eran importantes para la regulacion de la
sintesis de Cox1. Las mutantes puntuales de Cox1 se generaron como se
describié en materiales y métodos.

Inicialmente, analizamos si las mutantes puntuales de Cox1 afectaron la
estabilidad de la proteina. Para ello cuantificamos a Cox1, Cox2 y Cox3 por
Western blot utilizando extractos mitocondriales de cada mutante de Cox1.
Encontramos que todas las mutantes puntuales de Cox1 y la mutante Cox1AC15
tienen niveles de proteina Cox1, Cox2 y Cox3 similares a la cepa silvestre
(Figura 5B). En concordancia, observamos que todas las mutantes de Cox1
crecieron de forma similar a la cepa silvestre en un medio respiratorio con etanol
y glicerol (Figura 5C). La determinacién espectrofotométrica de la actividad de la
CcO confirmd que las mutantes de Cox1 tenian una actividad similar a la cepa
silvestre, con la excepcion de la mutante Cox1AC15 que unicamente mantuvo el
30% de actividad de la CcO (Figura 5D). Sin embargo, esta disminucion no
afectd el crecimiento de la mutante en un medio respiratorio con etanol y glicerol
(Figura 5C). Asimismo, la actividad del complejo Il fue similar en todas las
mutantes de Cox1 y la cepa silvestre (Figura 5D). Nuestros resultados indican
que las mutaciones puntuales en Cox1 no afectaron significativamente la funcién

de la CcO, con excepcion de la mutacion Cox1AC15.
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Figura 5. Las mutaciones puntuales en Cox1 no afectaron la funcién de la CcO. A) Alineamiento
de Cox1 en diferentes especies (Jalview 2.8.0b1), s6lo se muestra la region alineada con los
ultimos 15 residuos de Cox1. Los asteriscos indican los residuos mutados. B) Las proteinas

mitocondriales de la cepa WT y de las mutantes de Cox1 se separaron por SDS-PAGE y se
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transfirieron a una membrana de PVDF. Se muestra el Western blot contra las proteinas
indicadas. CS=Citrato Sintasa. Los numeros debajo de las imagenes indican el promedio y el
error estandar del analisis densotimétrico de tres experimentos independientes. La sefal de cada
proteina se ajusté a la de la CS C) Diluciones seriales 1:10 de la cepa silvestre y las mutantes
de Cox1. Se indica la fuente de carbono usada. D) Medicion espectrofotométrica de la actividad
del complejo Il y de la CcO en las cepas indicadas. Los datos se normalizaron respecto a la
actividad de la Citrato Sintasa. *** indica una diferencia significativa (p<0.0001, n=3),
determinada por un analisis de ANOVA de una via y una comparacién multiple con la prueba de

Dunett’s. La estadistica se realiz6 en el programa Prism 6.

Las mutantes Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E no regulan su sintesis.

La regulacion de la sintesis de Cox1 esta acoplada al ensamblaje de la CcO
(Mick, 2011), sin embargo, la mutante Cox1AC15 es incapaz de regular su
sintesis (Shingu-Vazquez et al.,, 2010). Para determinar si las mutaciones
puntuales en Cox1 afectaron este proceso, realizamos un ensayo de traduccién
mitocondrial (in vivo translation) en cepas que no ensamblan la CcO (Figura 6).
Este ensayo se realizé en células completas incubadas con cicloheximida para
inhibir la traduccion citosolica y en presencia de S*-Metionina para marcar la
proteinas recién sintetizadas en la mitocondria. Realizamos el experimento con
dos mutantes de ensamblaje diferentes para verificar que los resultados fueran
reproducibles en diferentes mutantes de ensamblaje de la CcO. Las proteinas
que eliminamos fueron: el activador traduccional del mRNA de COX2 (Poutre
and Fox, 1987), Pet111 (cepas pet111A) y la subunidad Cox4 (cepas cox4A) de
la CcO (Maarse et al., 1984).

49



A
Cox1 Cox1 P521A/

WT AC15 P522A
PET111 —» WI A WT A WTr A WT A WT A WT A WT A

V524E H525A F527TA P530A

. R S—  S—

Cox1 Cox1 P521A/

5
WT AC15 P522A V524E H525A  F527A P530A

COX4—> WI A WI A WT A WTI A WT A WI A WT A
Varl ——
Cot— [ S SN 0 S5 T S - -
Loxl —— —— — — — a—
Coh — — G S — S — — — —
CU‘E-"_*-r--——_—‘-“—--H—.-.._-—_.
AtpS
R g s A - iy . s
c D
O PET111 3 cox4
B et B coxid
w
g €
g g
™ <
: %
o
Q
Q 5]
% -
3 5
0
ST S 2R P\ S o
S+ N b ) A 5
of O W) YV 4¥ a4 5
G s K
(o]
o

Figura 6. Las mutaciones puntuales Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E afectaron la regulacion
de su sintesis. Se indica la mutacion correspondiente del C-terminal de Cox1. A) Experimento
representativo del marcaje radiactivo de proteinas codificadas en la mitocondria de la cepa WT y

de las mutantes de Cox1. WT indica la presencia del gen silvestre PET111. A indica la presencia
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de la mutante pet171A. N = 3 experimentos independiente B) Mismo experimento que en A) pero
en cepas sin Cox4. WT indica la presencia del gen silvestre COX4. A indica la presencia de la
mutante cox4A. N = 3 experimentos independientes C) Analisis densitométrico de la sefial de
Cox1 de tres experimentos independientes. La sefal de Cox1 se ajustd respecto a la de
Cox3/Atp6. Las barras blancas representan a las cepas con el gen silvestre PET111, las barras
negras representan a las mutantes pet1711A. D) Mismo analisis que en C) pero en cepas cox4A.
Las barras blancas representan a las cepas con el gen silvestre COX4, las barras negras
representan a las mutantes nulas. Los asteriscos indican una diferencia significativa entre la

sefial de Cox1 de la mutante nula y la cepa silvestre.

Como esperabamos, la sintesis de Cox1 WT disminuyé en las mutantes
pet111Ay cox4A, mientras que la sintesis de Cox1AC15 fue normal en ambas
mutantes de ensamblaje. De todas las mutantes puntuales de Cox1,
observamos que la sintesis de Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E fue normal en
las mutantes pet111A y cox4A (Figura 6A y 6B), lo cual indica que su sintesis no
esta regulada. Este resultado se corrobor6é realizando el experimento por
triplicado y cuantificando la sefial de Cox1 (Figura 6C y 6D). Nuestros datos
indican que los aminoacidos P521, P522 y V524 de Cox1 son importantes para

la regulacién de su sintesis.

En las mutantes Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E se reduce la interacciéon
de Mss51 con los complejos COA.

Para que la sintesis de Cox1 se regule negativamente es necesario que
Mss51 interaccione con los complejos COA (Mick et al.,, 2011), en particular
Cox14 es una chaperona necesaria para mantener a Mss51 asociada a estos
complejos (Barrientos et al., 2004). En la mutante Cox1AC15 la interaccion de
Mss51 con Cox14 disminuye, lo que sugiere que Mss51 esta libre para activar la
traduccion del mMRNA de COX7 (Shingu-Vazquez et al., 2010). Para observar si
ocurria lo mismo en las mutantes puntuales Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E,
se analizd la interaccion de interaccion de Mss51 con los complejos COA por
coinmunoprecipitacion. En este experimento usamos cepas con epitopes HA y

Myc en Mss51 y Cox14 respectivamente, ya que no contamos con anticuerpos
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dirigidos contra estas proteinas. Anteriormente determinamos que los epitopes
no afectan la capacidad respiratoria de las células (Shingu-Vazquez et al., 2010).

La interaccion de Mss51-HA con los complejos COA se analizd
inmunoprecipitando con un anticuerpo anti-HA y determinando por Western blot
la presencia de las proteinas Cox1, Cox14-Myc y Coa3 que forman parte de los
complejos COA (Figura 7A), adicionalmente, realizamos un analisis
densotimétrico de la sefal de las proteinas inmunoprecipitadas (Tabla 2). Al
inmunoprecipitar a Mss51-HA en cepas con Cox1 WT, se observo la interaccion
esperada con Cox14, asi como con Cox1 y Coa3. En contraste, en la mutante
Cox1AC15 la interaccion de Mss51-HA con Cox14-Myc disminuyo
aproximadamente 10 veces (Shingu-Vazquez et al.,, 2010), al igual que la
interaccion con Cox1 y Coa3 (Tabla 2). En las mutantes Cox1-P521A/P522A y
Cox1-V524E observamos que la interaccion de Mss51-HA con Cox14-Myc y
Coa3 disminuy6é aproximadamente a la mitad, en cambio, no se detectdé una
disminuciéon en la interaccion con Cox1. En la mutante Cox1-H525A, que si
regula su sintesis, observamos interacciones similares a las que ocurren en la
cepa con Cox1 WT (Figura 7A, Tabla 2).

Para confirmar los resultados, inmunoprecipitamos a Cox14-Myc y se
determind por Western blot la presencia de Mss51-HA, Cox1 y Coa3. En este
caso, observamos que la interaccion de Cox14-Myc con Mss51-HA, Cox1 y
Coa3 disminuy6é aproximadamente cinco veces en presencia de Cox1AC15 y
aproximadamente tres veces en las cepas con Cox1-P521A/P522A y Cox1-
V524E para la interaccion de Cox14-Myc con Mss51-HA y Coa3, sin embargo,
no detectamos una disminuciéon en la interaccion de Cox14-Myc con Cox1.
Asimismo, en la mutante Cox1-H525A las interacciones entre Cox14-Myc,
Mss51, Cox1 y Coa3 fueron similares a las observadas en la cepa silvestre
(Figure 7B, Tabla 2).
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Figura 7. En las mutantes puntuales Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E disminuyd la interaccion
de Mss51 con proteinas de los complejos COA. A) Inmunoprecitacion de Mss51-HA y analisis
por Western blot de las proteinas indicadas. Experimento representativo de tres repeticiones
independientes B) Inmunoprecitacién de Cox14-Myc y analisis por Western blot de las proteinas
indicas en la figura. Experimento representativo de dos experimentos independientes. Sin
epitopes: control negativo de inmunoprecipitacion. Total: indica el 3% de la cantidad de proteina
mitocondrial usada en el experimento. IP: indica la fraccién inmunoprecipitada con anticuerpos
anti-HA o anti-Myc.

Nuestros datos indican que la interaccion de Mss51 con los complejos
COA disminuy6 en las mutantes puntuales Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E,
aunque en menor medida que en la mutante Cox1AC15.
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Tabla 2. Analisis densotimétrico de la fraccidon inmunoprecipitada de Mss51-HA y Cox14-Myc.

Inmunoprecipitacion Mss51-HA

Cox1 WT Cox1AC15 | P521A/P522A V524E H525A
Cox14-Myc 1.0 0.055 + 0.007* | 0.38 +0.12 0.51+0.3 | 0.99+0.33
Coa3 1.0 0.11 + 0.08* 0.63+0.24 | 0.66+0.21 | 0.74 +0.08
Cox1 1.0 0.085 +0.058* | 0.41+0.18 | 0.72+0.23 | 0.69 + 0.32

Inmunoprecipitacion Cox14-Myc

Cox1 WT Cox1AC15 | P521A/P522A V524E H525A
Mss51-HA 1.0 0.017 +0.015* | 0.28 +0.06* | 0.28 + 0.07* | 0.95 + 0.03
Coa3 1.0 0.11 +0.018* | 0.17 £+ 0.007* | 0.37 + 0.11* | 1.27 + 0.073
Cox1 1.0 0.21 +0.086* | 0.36 +0.004 | 0.42+0.15 | 0.96 + 0.19

Se indica la fraccidon respecto a la cepa Cox1 WT. La seial de las proteinas se ajusté con la
cantidad de proteina Mss51-HA o Cox14-Myc inmunoprecipitada, segin sea el caso. +: indica el
error estandar de tres experimentos independientes para la Mss51-HA y de dos experimentos
independientes para Cox14-Myc. * indica una diferencia significativa (p<0.05), determinada por
un analisis de ANOVA de una via y una comparacion multiple con la prueba de Dunett’s. La

estadistica se realiz6 en el programa Prism 6.

La forma traduccionalmente activa de Mss51 se incrementé en las
mutantes Cox1AC15, Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E.

Nuestros resultados sugieren que en las mutantes puntuales Cox1-
P521A/P522A y Cox1-V524E hay mayor cantidad de Mss51 libre para activar la
sintesis de Cox1 que en una cepa con Cox1 WT. Para comprobar nuestra
hipétesis decidimos separar los diferentes complejos en los que se encuentra
Mss51 por geles azules nativos (Figura 8). Mss51 esta presente en al menos
tres complejos, dos de ellos son de aproximadamente 200-450 KDa vy
corresponden a los complejos COA que secuestran y reprimen la funcién de
activador traduccional de Mss51. En el complejo de menor peso molecular Cox1
esta ausente y se propone que corresponde a la forma traduccionalmente activa
(TA) de Mss51 (Fontanesi et al., 2010; Khalimonchuk et al., 2010; Mayorga et al.,

2016; Mick et al., 2010).
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Para detectar los complejos de Mss51, solubilizamos mitocondrias con 1%
de digitonina y separamos los complejos solubilizados por BN-PAGE.
Posteriormente fueron analizados por Western blot (Figura 8). En mitocondrias
con Cox1 WT, detectamos a Mss51-HA mayoritariamente en los tres complejos
previamente reportados (Fontanesi et al., 2010; Khalimonchuk et al., 2010;
Mayorga et al., 2016; Mick et al., 2010). En los dos complejos de mayor peso
molecular detectamos a Cox1 que corresponden a los complejos COA. En el
complejo de menor peso molecular (180 KDa) soélo detectamos a Mss51-HA y
corresponde a la forma TA de Mss51. Como esperabamos, el patron de los
complejos de Mss51-HA en las mutantes puntuales Cox1-H525A, Cox1-F527A 'y
Cox1-P530A es similar al de la cepa silvestre. Esto debido a que en esas
mutantes no se afectd el mecanismo de regulacién de la sintesis de Cox1. En
cambio, en las mutantes Cox1AC15, Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E
detectamos un aumento en la forma TA de Mss51 en comparacion con la cepa
con Cox1 WT. Sin embargo, so6lo en la mutante Cox1AC15 detectamos una
disminucién evidente de Mss51-HA en los complejos COA (Figura 8A).

Cuando utilizamos el anticuerpo contra Cox1, detectamos a la proteina en
los complejos COA. También, observamos a Cox1 en bandas de alto peso
molecular que corresponden a los supercomplejos (Cruciat, 2000; Schagger and

Pfeiffer, 2000). Para comprobarlo, separamos a los supercomplejos Il /IV y

I112/IV2 en un gel nativo del 4-12% y realizamos una tincion en gel de la actividad

de la CcO. Notamos que en la mutante Cox1AC15, la cantidad de supercomplejo

[12/1V2  disminuy6 ligeramente, mientras que el supercomplejo Ill/IV se

enriquecié tanto en el Western blot como en la actividad en gel de la CcO

(Figura 8B). Esto sugiere que la formacién o estabilidad del supercomplejo

llI./IV, se afecta cuando no se encuentra el extremo C-terminal de Cox1, pero se

requieren mas estudios para confirmarlo.
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Figura 8. En las mutantes puntuales Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E incrementd la forma
traduccionalmente activa de Mss51 A) BN-PAGE (5-13%) de los complejos mitocondriales
solubilizadas con digitonina de las mutantes de Cox1 y la cepa WT. El gel se transfirié a una
membrana de PVDF y se realizé Western blot para identificar los complejos de Mss51 y Cox1. B)

B) Mismo experimento que en A, pero se us6 un gel con un gradiente del 4-12%. La actividad en
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gel de la CcO se determind con citocromo ¢ de corazén de caballo y DAB. La ATPasa se uso
como control de carga. Los nimeros indican la migracion del marcador de alto peso molecular
(GE Healthcare). SC= supercomplejos. TA= Forma traduccionalmente activa de Mss51. V y V.=
Monémero y dimero de la ATPasa respectivamente. Experimento representativo de 3

repeticiones independientes.

En las mutantes Cox1AC15, Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E detectamos
mayor cantidad de la forma TA de Mss51 (Figura 8A), en concordancia,
encontramos que estas mutantes no regulan la sintesis de Cox1 (Figura 6). Para
probar si se acumulaba la forma TA de Mss51 cuando no se ensambla la CcO,
separamos los complejos de Mss51 por BN-PAGE en mutantes pet111A, que no
sintetizan a la subunidad Cox2. (Figura 9). De acuerdo al modelo de accion de
Mss51 sobre la sintesis de Cox1 (Figura 4, (Fontanesi et al., 2010;
Khalimonchuk et al., 2010; Mayorga et al., 2016; Shingu-Vazquez et al., 2010),
en la cepa con Cox1 WT observamos que en la mutante pet1711A, se enriquecio
la fraccion de Mss51 presente en los complejos COA, mientras que la forma TA
de Mss51 practicamente desaparecio. De hecho, en todas las mutantes pet17171A
detectamos un incremento de la sefal de Mss51-HA en los complejos COA. Sin
embargo, la sefal de la forma TA de Mss51 incrementd en las mutantes
Cox1AC15, Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E en comparacion con la cepa con
Cox1 WT (Figura 9A, panel a-HA). Asimismo, la cantidad de la forma TA de
Mss51 fue mayor en la mutante Cox1AC15 que en las mutantes puntuales Cox1-
P521A/P522A y Cox1-V524E. Nuestros datos sugieren que se requiere una
pequeia cantidad de Mss51 en su forma TA para sostener una sintesis normal
de Cox1.
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Figura 9. La interaccion de Mss51 con los complejos COA disminuyé aunque no se ensamble la
CcO. A) BN-PAGE (5-13%) de mitocondrias solubilizadas con digitonina de la cepa Cox1 WT y
las mutantes indicadas. Se determiné la actividad en gel de la CcO como en la figura 8B. WT:
indica la presencia del gen silvestre PET111. A: indica la presencia de la mutante pet111A. La
ATPasa se us6 como control de carga. Los numeros indican la migracién del marcador de alto
peso molecular (GE Healthcare). SC= supercomplejos. TA= Forma traduccionalmente activa de
Mss51. V y V.= Mondémero y dimero de la ATPasa respectivamente. B) Gel desnaturalizante con
las mismas muestras que en A, posteriormente detectamos por Western blot las proteinas

indicadas. La CS funciona como nuestro control de carga. CS= Citrato sintasa.
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Analisis del ensamblaje de la citocromo c oxidasa en las mutantes de Cox1

que no regulan su sintesis.

En la mutante Cox1AC15 se forman supercomplejos aunque la CcO no se
ensamble.

Como se describié en la seccion anterior, en las mutantes pet171A la
proteina Mss51 se enriquecioé en su forma asociada a los complejos COA, sin
embargo, en la mutante Cox1AC15 aun se detectd una fraccion considerable de
Mss51 en su forma TA. Cuando las membranas de este experimento se
incubaron con un anticuerpo anti-Cox1 encontramos un dato inesperado; en la
mutante pet1711A con Cox1AC15 observamos una banda de alto peso molecular
de un tamafno similar a los supercomplejos. En contraste, en una mutante
pet111A con Cox1 WT no detectamos bandas de alto peso molecular, (Figura
9A. (Cruciat et al., 2000; Mick et al., 2010). Asimismo, en las mutantes pet111A
con Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E tampoco detectamos bandas de alto
peso molecular (cabe mencionar que en ocasiones detectamos una pequefa
sefal de Cox1 a la altura de los supercomplejos en la mutante Cox1-V524E,
pero se requieren mas experimentos para verificar la reproducibilidad del dato).

Para verificar que la presencia de bandas de alto peso molecular en la
mutante pet111A con Cox1AC15 no eran algun tipo de contaminacién con cepas
WT, realizamos un ensayo de actividad en gel de la CcO y comprobamos que
ninguna mutante pet171A presentaba actividad (Figure 9A, panel actividad CcO).

La deteccién de los complejos de alto peso molecular en la mutante
Cox1AC15 podrian relacionarse a una mayor estabilidad de la proteina Cox1.
Para probarlo, analizamos por SDS-PAGE y Western blot el estado estacionario
de las subunidades codificadas en la mitocondria de la CcO (Figura 9B),
adicionalmente, realizamos un analisis densotimétrico de la cantidad de proteina
detectada. Como esperabamos, la cantidad de Cox1 WT disminuyo
significativamente en la mutantes pet111A respecto a la cepa PET111
(Barrientos et al., 2004), lo mismo ocurrié con la cantidad de las proteinas Cox1-
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P521A/P522A y Cox1-V524E (Figura 9B, Tabla 3). También observamos una
disminucion de la proteina Cox1AC15 en la mutante pet171A respecto a la cepa
PET111, pero no fue un cambio significativo (Tabla 3). Llama la atencién que los
niveles de Cox3 también aumentaron en la mutante pet711A con Cox1AC15y en
menor medida en las mutantes pet7711A con Cox1-P521A/P522A respecto a las
cepas PET111 (Figura 9B, Tabla 3).

Tabla 3. Analisis densotimétrico de las mutantes pet1771A.

Cox1 Cox1AC15 P521A/P522A V524E
PET111 | WT A WT A WT A WT A
coxt o | 0109° | 0901 | 031 | 0703 | 0.167* | 092 | 023
: +0068 | +041 @ +021 | +0031 | +0155 | +0.12 | +0.019
1.095 147 1.54
Cox2 1.0 - +0.37 - +0.95 - +0.83 -
Cox Lo | 0147° | 147 | 0548 | 108 | 0612 | 1.38 | 0.28"
: +0092 | +025 @ +031 | +037 | +0429 | +045 | +0.123

Se indica la fraccidon respecto a la cepa Cox1 WT. La seial de las proteinas se ajusté con la
sefal de la citrato sintasa. +: indica el error estandar de dos experimentos independientes para la

*

Mss51-HA y de dos experimentos independientes para Cox14-Myc. * indica una diferencia
significativa (p<0.05), determinada por un analisis de “t de student” de dos vias entre las cepas

PET111y pet111A. La estadistica se realiz6 en el programa Prism 6.

Nuestros datos sugieren que el extremo carboxilo terminal de Cox1 tiene una
funcion importante en el control de la cantidad de proteina de Cox1 en la
mitocondria y en la formacion/estabilidad de los supercomplejos. Los
supercomplejos que observamos en mutantes de ensamblaje de la CcO no son
de este momento los llamaremos

funcionales, por lo que a partir

“supercomplejos aberrantes” o SC aberrantes.
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Figura 10. El complejo Il favorece la formacion/estabilidad de los SC aberrantes en la mutante
Cox1AC15. A) y B) Analisis por western blot de los complejos separados por geles azules nativos
(4-12%) de los complejos mitocondriales solubilizados con digitonina de la cepa WT vy las
mutantes indicadas en la figura. La ATPasa se us6 como control de carga. Los nimeros indican
la migraciéon del marcador de peso molecular (GE Healthcare). V y V,= Monémero y dimero de la
ATPasa respectivamente. lll,= dimero del complejo Ill. 1ll/IV= dimero complejo Il con un
mondémero de la CcO. lll,/IV,= dimero complejo Il con dos monémeros de la CcO. IV= CcO. N =

tres repeticiones independientes.

Nos preguntamos si la presencia de los SC aberrantes dependia del complejo Ili

para comprobarlo, se inhibié el ensamblaje del complejo Il eliminando a Cbs2,
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uno de los activadores traduccionales del mRNA de COB (Rodel, 1986).
Posteriormente, mediante BN-PAGE y Western blot se buscé la presencia de SC
aberrantes en la mutante pet7111A y en la doble mutante pet111A/cbs2A con
Cox1 WT o Cox1AC15 (Figura 10). En la cepa con Cox1 WT el anticuerpo anti-
Cytb detect6 a los supercomplejos lll./1V y 1ll./IV,, los cuales no se observaron
en la mutante pet71171A donde solo detectamos la banda que corresponde al
dimero del complejo lll. En la doble mutante pet111A/cbs2A no detectamos
ninguna sefial (Figure 10A, panel a-Cytb) porque Cytb no se sintetizé. En la
mutante pet711A con Cox1AC15 detectamos los SC aberrantes con el
anticuerpo anti-Cox1, los cuales no fueron detectados en la doble mutante
pet111A/cbs2A (Figura 10A, panel a-Cox1). Resultados similares se obtuvieron
con la mutante cox2A, demostrando que la presencia de los SC aberrantes se
debe a la ausencia de Cox2 y no a un efecto especifico de la mutante pet111A
(Figura 10B).

Para analizar la composicion de los SC aberrantes realizamos una
segunda dimensién SDS-PAGE con tricina de los complejos separados en la
BN-PAGE, y los analizamos por Western blot (Figura 11). En particular,
buscamos a la proteina Rcf1, una de las chaperonas que participan en el
ensamblaje de los supercomplejos (Chen et al., 2012; Strogolova et al., 2012a;
Vukotic et al., 2011). Para detectar a Rcf1, transformamos las levaduras con un
plasmido con Rcf1-His-HA (Chen et al., 2012).

En la cepa con Cox1 WT (Figura 11A) detectamos una clara comigracion
de las subunidades Cox1, Cox2 y Cox3 de la CcO, de las subunidades Cytb,
Cyc1, Cor1 y Rip1 del complejo Il y de Rcf1-His-HA en los supercomplejos. En
la mutante cox2-62 con Cox1AC15 (Figura 11B), observamos que una pequefa
fraccidon de las subunidades Cytb, Cor1 y Cyc1 del complejo Il comigraron con
Cox1AC15, Cox3 de la CcO y con Rcf1. La subunidad Rip1 del complejo Ill no
se detectdé en comigraciéon con los SC aberrantes, lo que sugiere que este
complejo no esta completamente ensamblado en los SC aberrantes. Nuestros

datos sugieren que los SC aberrantes que observamos en la mutante Cox1AC15
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en la ausencia de Cox2, contienen una CcO no funcional y parcialmente

ensamblada y un complejo Ill parcialmente ensamblado.

A

WT
CcOoX2
RCF1-HA

cox2-62
COX1AC15
RCF1-HA

SDS-PAGE

SDS-PAGE

BN-PAGE
>
KDa
80
o-ATPasa
50
2: a-Rip1
35 a-Cytb
25 vt
50 a-Cor1
25 a-Cyc1
a-Rcf1-HA
95 =
S0 — a-Cox1
35 —
35 a-Cox2
25 a-Cox3
BN-PAGE
» »
Q
g &
3 o Intermediarios
KDa Z = CcOo
50 — o-ATPasa
35 — )
25 — a-Rip1
35 —
o5 — a-Cytb
35 — a-Cyc1
25 — a-Rcf1-HA
50 —
g5 — a-Cox1
50 — a-Cor1
35 —
25 a-Cox3

Ve

Figura 11. Los SC aberrantes contienen una CcO y un complejo Il parcialmente ensamblados.

A) Después de separar por geles azules nativos (4-12%) los complejos mitocondriales
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solubilizados con digitonina de la cepa WT con RCF1-HA, se realizé una segunda dimension
para su analisis por Western blot con los anticuerpos indicados en la figura C) Mismo
experimento que en B, pero de la mutante pet111A con Cox1AC15. La ATPasa se us6 como
control de carga. Los numeros indican la migracion del marcador de peso molecular (GE
Healthcare). V y V.= Mondémero y dimero de la ATPasa respectivamente. lll,= dimero del
complejo lll. llI/IV= dimero complejo Ill con un monédmero de la CcO. lll,/IV,= dimero complejo llI

con dos monomeros de la CcO. IV= CcO. N = tres experimentos independientes

Cox3 es necesaria para la formacion y/o estabilizacion de los
supercomplejos aberrantes.

En la mutante Cox1AC15 se forman SC aberrantes en la ausencia de Cox2,
sin embargo, nos preguntamos si esto también sucedia en otras mutantes de
ensamblaje de la CcO. Nos interesamos en mutantes que afectaran a Cox3, ya
que esta subunidad interactta con la chaperona de ensamblaje de
supercomplejos Rcf1. Incluso, se propone que la interaccidén entre subunidades
en ambos complejos respiratorios se da antes de que se formen los
supercomplejos. (Chen et al., 2012; Strogolova et al., 2012a; Su et al., 2014,
Vukotic et al., 2011). Por esta razoén, eliminamos a PET122, uno de los
activadores traduccionales del mRNA de COX3 (Kloeckener-Gruissem et al.,
1988). Adicionalmente, eliminamos a Cox4 (Maarse et al., 1984), ya que se
propone que puede interactuar independientemente con los médulos de Cox1 o
Cox3 durante el ensamblaje de la CcO (Gavin P. McStay et al., 2013; Su et al.,
2014). Los complejos solubilizados con digitonina de las mutantes pet122A,
pet111A 'y cox4A con Cox1 o Cox1AC15 se analizaron por BN-PAGE y Western
blot para determinar la presencia de los SC aberrantes (Figura 12).

En las mutantes pet122A, pet111A y cox4A con Cox1 no detectamos a los
SC aberrantes. En las cepas con Cox1AC15 observamos los SC aberrantes en
la mutantes pet111A como esperabamos, los cuales también se encontraron en
la mutante cox4A. Sin embargo, en la pet122A no detectamos la presencia de

los SC aberrantes (Figura 12, panel a-Cox1). Los resultados descritos sugieren
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que la formacién y/o estabilidad de los SC aberrantes en la mutante Cox1AC15
requiere de la presencia de Cox3.

a-Cox1 a-ATPasa
Cox1 Cox1AC15 Cox1 Cox1AC15
< ] < ] < J < J
N8 s TS = T8y ER s
-~ - T -~ - ¥ - - X - - ¥
E3 ¢ 33T 3 3 E3 3 3% 3 3
= 3 3 8323 8 8 = 3 3 823 8 38

MW
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232 -
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Figura 12. En la ausencia de Cox3 no se forman SC aberrantes en la mutante Cox1AC15. A)
Andlisis por Western blot de los complejos solubilizados con digitonina y separados por geles
azules nativos (4-12%) de la cepa WT y las mutantes indicadas en la figura. La ATPasa se us6
como control de carga. Los numeros indican la migracion del marcador de peso molecular (GE
Healthcare). V y V.= Mondmero y dimero de la ATPasa respectivamente. lll,= dimero del

complejo IlI. 11I,/1IV= dimero complejo Il con un mondmero de la CcO. lll,/IV,= dimero complejo llI
con dos monomeros de la CcO. IV= CcO

La adicion del grupo hemo a a Cox1 es necesaria para la formacion y/o
estabilizacién de los SC aberrantes.

La proteina Cox1 se estabiliza con la adicion del hemo a y favorece el
ensamblaje de la CcO (Khalimonchuk et al., 2010; Soto et al., 2012), por lo cual
nos preguntamos si la adicion del grupo hemo a a Cox1 promueve la
formacion/estabilidad de los SC aberrantes, para probarlo, eliminamos a Cox15,
una enzima necesaria para la sintesis del hemo a (Barros et al., 2001; Glerum et
al., 1997). Analizamos los complejos mitocondriales de las mutantes cox15A con
Cox1 WT, Cox1-P521A/P522A o Cox1AC15, mediante BN-PAGE y Western blot
para determinar la presencia de los SC aberrantes. En las mutantes cox75A con
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Cox1 WT y Cox1AC15 observamos bandas muy tenues de los SC aberrantes,
mientras que en la mutante cox75A con Cox1-P521A/P522A no detectamos los
SC aberrantes (Figura 13A). Adicionalmente, realizamos un ensayo de Western
blot de las mismas cepas, pero separamos las proteinas por SDS-PAGE para
determinar la estabilidad de las subunidades Cox1, Cox2 y Cox3. En este caso,
en todas las mutantes cox75A se observaron niveles bajos de todas las

subunidades en comparacion con las cepas COX15 (Figura 13B, Tabla 4).

A =] B Cox1 Cox1 P521A/
WT AC15 P522A
Cox1 Cox1 P521A/ COX15 —3 WT A WT A WT A
WT AC15 P522A
cor >
COX15 == WT A WT A WT A
cox2 > [
Cox3 > [N —
— LAV,
— v 05 > ——————
669 —
420 _
232 _ |coa c
140 —
67— COoX2
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Acox2
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a-ATPasa

Figura 13. La adicidon del grupo hemo a Cox1 promueve la formacion/ estabilidad de los
supercomplejos aberrantes. A) Andlisis por western blot de los complejos separados por geles
azules nativos (4-12%) de los complejos mitocondriales solubilizados con digitonina de la cepa
WT vy las mutantes indicadas en la figura. La ATPasa se usé como control de carga. Los
nuameros indican la migraciéon del marcador de peso molecular (GE Healthcare). V y Vo=
Monémero y dimero de la ATPasa respectivamente. lll,= dimero del complejo lll. 1ll./IV= dimero
complejo Il con un monémero de la CcO. lll/IV,= dimero complejo Ill con dos mondmeros de la

CcO. IV= CcO. B) Analisis por SDS-PAGE y Western blot de las mismas muestras que en A. La
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CS funciona como nuestro control de carga. CS= Citrato sintasa. C) Diluciones seriales 1:10 de

las cepas indicadas que fueron previamente tratadas con peréxido (H.0,). Acox2= cox2-62.

Se propone que durante la adicidon del grupo hemo a Cox1 se producen
intermediarios pro-oxidantes, los cuales ocasionan sensibilidad a H,O, en
mutantes de ensamblaje de la CcO. La sensibilidad a peréxido disminuye con la
eliminacion de Cox1 o al impedir la adicion del grupo hemo a (Khalimonchuk et
al., 2007). Para determinar si Cox1AC15 contenia grupo hemo a en los SC
aberrantes, analizamos la sensibilidad a peréxido de mutantes cox2-62 con
Cox1AC15, en la cual observamos los SC aberrantes (Figura 10B). Las cepas
COX2 WT con Cox1 WT y Cox1AC15 fueron resistentes a 3 mM de H;0;
(Khalimonchuk et al., 2007). En contraste, las cepas cox2-62 con Cox1 WT y
Cox1AC15 fueron igualmente sensibles a 3 mM de H,O,. Comprobamos que la
sensibilidad a H,O, fue ocasionada por el grupo hemo a, dado que la eliminacion
de Cox15 en cepas con Cox1AC15 o Cox1 WT abatié su sensibilidad a H,0;
(Figura 13C) a pesar de que no se ensambla correctamente la CcO (Figura
13B). Nuestros resultados indican que la adicion del grupo hemo a Cox1 es muy
importante para la formacién/estabilidad de los SC aberrantes y que Cox1AC15

contiene el grupo hemo a en esos complejos.

Tabla 4. Analisis densotimétrico de las mutantes cox75A.

Coxi Cox1AC15 P521A/P522A
COX15 WT A WT A WT A
coxt o 0.246* 0.974 0.137* 0.99 0.233*
: +0154 | +0159 | +0.085 +017 +01
0.98 1.04
Cox2 1.0 - +0.08 - +0.22 -
Cox3 o 0.297* 0.949 0.379* 1.11 0.57*
: +0188 +0.14 +015 +0.21 +023

Se indica la fraccion respecto a la cepa Cox1 WT. La seinal de las proteinas se ajusté con la
sefal de la Citrato Sintasa. +: indica el error estdndar de dos experimentos independientes para

*

la Mss51-HA y de dos experimentos independientes para Cox14-Myc. * indica una diferencia
significativa (p<0.05), determinada por un analisis de “t de student” de dos vias entre las cepas
COX15y cox15A. La estadistica se realizé en el programa Prism 6.
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Estudio de la viabilidad celular en mutantes de Cox1 que no regulan

su sintesis.

En esta seccion presentaré datos preliminares que obtuvimos al analizar el
envejecimiento cronoldgico de las mutantes de Cox1 y la actividad de la CcO por
oximetrias. Los siguientes experimentos los hicimos en colaboracion con el
grupo del Dr. Alexander de Luna (LANGEBIO) y el grupo del Dr. Salvador Uribe
Carvajal (IFC).

La mutante Cox1AC15 envejece mas rapido.

La cantidad de Cox1 en la MIM esta muy controlada (Herrmann et al., 2013;
Mick et al., 2010), por lo cual nos preguntamos si la viabilidad celular de
lasmutantes que no regulan la sintesis de Cox1 esta afectada. Estudios previos
indican que la respiracion mitocondrial y el potencial membranal son muy
importantes para evitar el envejecimiento prematuro de las células de levadura
(Jazwinski, 2005; Longo et al., 2012). Un estudio con la coleccién de mutantes
de S. cerevisiae demostré que aquellas en las que se afectd la funcion
mitocondrial (ej. mantenimiento de genoma mitocondrial, traduccion mitocondrial,
respiracion, ciclo de Krebs, etc.) morian antes que la cepa WT (Garay et al.,
2014). Por tal motivo decidimos evaluar si las mutantes Cox1AC15 y Cox1-
P521A/P522A envejecian prematuramente.

En S. cerevisiae hay dos ensayos principales para medir envejecimiento; en
el replicativo se mide la cantidad de veces que una célula puede dividirse,
mientras que en el cronologico se determina el tiempo que una célula que no se
divide sobrevive. Ambos ensayos han servido para determinar genes y vias de
sefalizacion que participan en el envejecimiento celular (Jazwinski, 2005; Longo
et al., 2012). En este estudio medimos el envejecimiento cronoldgico de la cepa
WT y de las mutantes de Cox1AC15 y Cox1-P521A/P522A, para lo cual
incubamos las células de levadura hasta la fase estacionaria y posteriormente

evaluamos la cantidad de células viables en el cultivo a lo largo del tiempo (Ver
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meétodos). Observamos que la supervivencia de la mutante Cox1AC15 es menor
comparada con la cepa WT, mientras que la supervivencia de la mutante Cox1-
P521A/P522A es similar a la de la cepa WT (Figura 14A). Este resultado indica
que la mutacion Cox1AC15 afecta la viabilidad de las células de levadura.
Proponemos que el efecto no se debe unicamente a que la mutante Cox1AC15
no regula su sintesis, ya que la mutante Cox1-P521A/P522A no envejece antes.

100 100
—0—WT ——WT
® —O— cox1AC15 —O0— PP521AA
o
S 75 75
2
[
S
2 50 50
(7]
(]
°
X 25 25
0 0
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Dias Dias

Figura 14. La mutante Cox1AC15 envejece antes que una cepa silvestre. Grafica de
supervivencia de las mutantes Cox1AC15 y Cox1-P521A/P522A. Las lineas negras indican la
supervivencia de la cepa WT y las lineas rojas indican la supervivencia de las mutantes de Cox1.

La grafica resume los resultados de tres réplicas bioldgicas hechas con cinco réplicas técnicas.

La cadena respiratoria de la mutante Cox1AC15 funciona normalmente.

El correcto funcionamiento de la respiracion mitocondrial parece ser vital
para prevenir el envejecimiento prematuro de las células (Garay et al., 2014), por
lo cual estudiamos como la mutacion Cox1AC15 podria afectar la respiracion
celular dado que disminuye en un 70% la actividad de la CcO comparada con
Cox1 WT (Figura 5D). Aunque, es importante sefalar que la mutante puede
crecer en medio respiratorio (Figura 5C). Para hacer un ensayo cuantitativo de la

cadena respiratoria medimos el consumo de O, usando etanol como sustrato. En
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concordancia con el crecimiento en medio respiratorio, no observamos una
disminucién significativa del consumo de O, en estado IV o Il en mitocondrias de
la mutante Cox1AC15 comparada con la cepa WT. Asimismo, el control
respiratorio de las células fue similar indicando que el acoplamiento de la
mutante Cox1AC15 no se afectd (Tabla 5). Resulté interesante que el consumo
de O; de la cadena respiratoria en la mutante Cox1AC15 fue similar al de una
cepa WT, a pesar de que tiene solo el 30% de actividad de la CcO (Figura 5D),
lo cual podria indicar que la CcO no es el paso limitante de la cadena
respiratoria en S. cerevisiae, sin embargo, faltan mas datos para comprobarlo.
Con los datos obtenidos hasta el momento no podemos inferir si hay una
relacion directa entre el envejecimiento prematuro de la mutante Cox1AC15 y un
defecto respiratorio, sin embargo, podria ser que los defectos causados por la

mutacion sean paulatinos y acumulativos.

Tabla 5. Consumo de O, de la cadena respiratoria de la mutante Cox1AC15.

Cepa Estado IV Estado Il Coeficiente Respiratotio
P (umoles Oz/min*mg) (umoles Ox/min*mg) (Estado II/IV)
Cox1 0.291 + 0.022 0.497 + 0.1 1.68 + 0.27
Cox1AC15 0.254 + 0.054 0.436 + 0.133 1.72+0.15

Se midi6 el consumo de O, en extractos mitocondriales crudos de la cepa Cox1 y de la mutante
Cox1AC15. Se indica el consumo en estado Il y IV con etanol como sustrato. La cantidad de

consumo de O;se ajusto a la cantidad de proteina mitocondrial usada en el ensayo (125 mg).
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Discusion

En este trabajo demostramos que los residuos P521, P522 y V524 de Cox1 son
necesarios para la regulacion de su traduccion. Estos aminoacidos estabilizaron
la union de Mss51 a los complejos COA y por lo tanto controlaron la cantidad de
Mss51 disponible para activar la traduccion del mRNA de COX7. Ademas,
encontramos que en la mutante Cox1AC15 se formaron SC aberrantes cuando
la CcO no se ensambla correctamente. La formacion y/o estabilizacion de estos
complejos dependieron de la presencia de Cox3, del complejo Il y de la adicion
del grupo hemo a Cox1. Nuestros resultados indican que el C-terminal de Cox1
es un regulador central de la biogénesis de la CcO.

Para que se acople la sintesis de Cox1 y el ensamblaje de la CcO se
necesita a Mss51, esta proteina activa la sintesis de Cox1 e interacciona con el
C-terminal de Cox1 en los complejos COA para monitorear el ensamblaje de la
CcO. Se ha propuesto que Mss51 es incapaz de activar la traduccion del mMRNA
de COX1 cuando esta asociada a los complejos COA (Barrientos et al., 2004;
Mick et al., 2010; Perez-Martinez et al., 2009, 2003; Shingu-Vazquez et al.,
2010). En este trabajo descubrimos que los aminoacidos P521, P522 y V524 de
Cox1 estabilizan la unién de Mss51 a los complejos COA. Cuando mutamos
estos residuos, observamos una ligera reduccion en la interaccion de Mss51-HA
con Cox1, Cox14-Myc y Coa3, que forman parte de los complejos COA.
Asimismo, detectamos que la cantidad de la forma TA de Mss51 aumento en la
mutantes Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E, aunque en menor medida que en
la mutante Cox1AC15. Al inmunoprecipitar a Cox14-Myc en la mutantes
Cox1AC15, Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524 no solo disminuyo la interaccion
con Mss51-HA sino también la interacciéon con Cox1 y Coa3, lo cual sugiere que
los residuos P521, P522 y V524 de Cox1 estabilizan la union de Cox14 al
complejo COA. Sin embargo, no podemos descartar que la union de Cox14 con

los complejos COA esté afectada por la reduccion de Mss51 en estos complejos.
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Las P521 y P522 de Cox1 estan conservadas en todas las especies
analizadas. Dado que la prolina es un residuo que restringe el movimiento de la
cadena polipeptidica (Kay et al., 2000), proponemos que las P521 y P522 fijan la
conformacion de los ultimos 15 residuos de Cox1 y de esta manera estabilizan la
unidon de Mss51. De hecho, la region homologa a los ultimos 15 residuos de
Cox1 de levadura pudo ser determinada en la estructura cristalografica de Cox1
de bovino a pesar de tener una estructura de “random coil” (Tsukihara et al.,
1996). Datos previos sugirieron que los residuos VHSFNT de Cox1 eran los mas
importantes para regular su sintesis (Shingu-Vazquez et al., 2010). Al mutar los
residuos V524, H525 y F527 de esta regidn, encontramos que soélo la mutacién
de la V524 afectd la regulacién de la sintesis de Cox1. La V524 fue el unico
aminoacido que no mutamos por alanina (ya que es muy parecido a la valina),
sino por acido glutamico, un residuo con una cadena lateral mas grande y
cargada que podria interferir con la union con Mss51 dado que la posicion de la
cadena polipeptidica esta restringida por las prolinas 521 y 522.

Reportes previos indican que Mss51 es un factor limitante para la sintesis de
Cox1 (Perez-Martinez et al., 2009). Sin embargo, encontramos que en las
mutantes de ensamblaje pet1711A con Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524 hubo
una cantidad menor de la forma TA de Mss51 en comparacién con la mutante
pet111A con Cox1AC15. No obstante, la sintesis de todas las mutantes de Cox1
fue similar. Nuestros datos indican que se requiere una pequefa cantidad de la
forma libre de Mss51 para tener una traduccién normal del mMRNA de COX1.

La sintesis de Cox1AC15, Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E no fue
regulada, sin embargo, no observamos un incremento significativo de la cantidad
de las proteinas Cox1AC15, Cox1-P521A/P522A y Cox1-V524E en las mutantes
pet111A. El resultado anterior nos llevo a pensar que Cox1 contiene sefiales de
degradacion que disminuyen su estabilidad cuando hay defectos de ensamblaje
en la CcO. En el humano se reportaron eliminaciones en el C-terminal de Cox1
que promueven su rapida degradacion. Este estudio encontré que una mutante

sin los ultimos 34 residuos de Cox1 podia incorporarse a la CcO e incluso formar
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SC, no obstante, estos complejos eran muy inestables posiblemente por la
rapida degradacion de Cox1 (Hornig-Do et al., 2012)

En este trabajo descubrimos que el C-terminal de Cox1 podria participar en
la formacion y/o estabilizacién de los supercomplejos Il /IV y llL/IV,.. En la
ausencia de Cox2 o Cox4, Cox1AC15 migré en complejos de alto peso
molecular en geles azules nativos que llamamos SC aberrantes. Estos
complejos disminuyeron drasticamente en la ausencia Cytb (subunidad del
complejo IllI), Cox3 o cuando Cox1 no contiene el grupo hemo a. Adicionalmente,
detectamos que en la ausencia de Cox2, Cox1AC15 comigré con Cox3, Rcf1, y
las subunidades Cytb, Cyt1 y Cor1 del complejo Il en los SC aberrantes.
Pensamos que los SC anormales no contienen un complejo |l completo ya que
no observamos la comigracién de Cox1AC15 con Rip1, una de las ultimas
subunidades que se afiade al complejo Ill (Smith et al., 2012; Zara et al., 2009).
Proponemos que los SC aberrantes no son funcionales ya que contenian una
CcO incompleta y posiblemente el complejo Il tampoco este completamente
ensamblado.

Esta no es la primera vez que se reporta la formacion de SC no funcionales,
ya que un estudio previo reportd que en las mutantes rip1A, qcr9A y bcs1A se
acumula un intermediario tardio de ensamblaje del complejo lll, el cual puede
asociarse con la CcO para formar SC no funcionales (Cui et al., 2014). Incluso
se ha reportado que algunas chaperonas de ensamblaje de la CcO como Shy1,
Pet54, Cox14, Coa3, Cox11 y Cox16 interactuan con subunidades del complejo
lll, probablemente durante el ensamblaje de los supercomplejos (Mick et al.,
2010, 2007). Todos estos datos indican que en S. cerevisiae el ensamblaje de
los complejos respiratorios esta acoplado.

En la ausencia de Cox3, los SC aberrantes desaparecieron casi por
completo en la mutante Cox1AC15, esto sugiere que la formacion y/o
estabilizacion de los SC aberrantes depende de Cox3. El grupo de Tzagoloff
propuso que la CcO se ensambla a partir de tres médulos, cada modulo contiene

una de las subunidades codificadas en la mitocondria asociada a diferentes
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chaperonas y subunidades nucleares (Gavin P McStay et al.,, 2013). En el
modulo de Cox3 se encontréo a Rcfl (Su et al.,, 2014), el cual es un factor
importante para la formacion y/ estabilizacion de los SC (Chen et al., 2012;
Strogolova et al.,, 2012a; Vukotic et al.,, 2011). En la ausencia de Cox2
detectamos la comigracion de Rcfl con los SC aberrantes, por lo cual
proponemos que la presencia de Rcf1 facilita la formacion/estabilizacion de
estos complejos. Rcf1 también es capaz de unirse directamente al complejo lli
(Chen et al., 2012) especulamos que, por esta razén, aun en la ausencia de
Cox3 o cuando no se afiade el grupo hemo a Cox1 podemos detectar una leve
banda de los SC aberrantes en la mutante Cox1AC15.

La adicidon del grupo hemo a a Cox1 es un proceso fundamental para el
ensamblaje de la CcO (Khalimonchuk et al., 2010; Soto et al., 2012). Nuestros
datos indican que Cox1AC15 contiene hemo a en los SC aberrantes y que su
presencia promueve la formacion/estabilizacion. Dos evidencias nos llevaron a
esta conclusion: primero, en mutantes cox75A que no sintetizan hemo a
disminuy6 drasticamente la cantidad de SC aberrantes. Segundo, la mutante
cox2-62 con Cox1AC15 fue igual de sensible a peréxido que la cepa con Cox1
WT. Resulta interesante que la proteina Cox1AC15 contenga el grupo hemo a,
ya que su sintesis no se regula (Shingu-Vazquez et al., 2010, este trabajo) y
podria llevar a la acumulacion de intermediarios pro-oxidantes perjudiciales para
la célula. Aun no estudiamos si esta hipotesis es cierta, pero la disminucion de la
actividad del complejo IV y el incremento del envejecimiento cronolégico (datos
preliminares) de la mutante Cox1AC15 nos sugieren un efecto de la mutacion
sobre la viabilidad celular.

En la ausencia de Cox2, en la mutante Cox1AC15 detectamos una CcO
incompleta posiblemente formada por los modulos de Cox1 y Cox3 que fue
capaz de interactuar con el complejo Ill, lo cual sugiere que el médulo de Cox2
es prescindible en esta interaccién. Especulamos que el modulo de Cox2 podria
integrarse directamente a supercomplejos parcialmente ensamblados. De hecho,

en experimentos de pulso y caza de las proteinas codificadas en la mitocondria
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se detectd primero la interaccion de Cox1 con Cox3, mientras que la interaccion
de Cox1 con Cox2 y de Cox1 con Cytb ocurrié a tiempos similares (Gavin P.
McStay et al., 2013).

Proponemos que la formacién y/o estabilizacién de los SC aberrantes en la
mutante Cox1AC15 podria ser resultado de una combinaciéon de factores.
Cox1AC15 se sintetiza constantemente aun cuando no se ensambla la CcO,
ademas la proteina recién sintetizada interaccioné6 menos con Mss51, Cox14 y
Coa3, lo que podria promover la interacciéon de Cox1AC15 con el médulo de
Cox3. Esta CcO parcialmente ensamblada contiene a Rcf1, por lo cual es
posible que interaccione con el complejo lll para formar los SC aberrantes.
Pensamos que en las mutantes puntuales Cox1-P521A/P522Ay Cox1-V524E no
observamos los SC aberrantes debido a que su interaccion con Mss51, Cox14 y
Coa3 no se afecto tanto como en la mutante Cox1AC15, por lo tanto, el modulo
de Cox3 no puede interaccionar con el médulo de Cox1.

Los datos obtenidos en este estudio indican que el C-terminal de Cox1 es un
regulador central de la biogénesis de la CcO. En la figura 15 proponemos un
modelo de como el C-terminal de Cox1 podria regular la biogénesis de la CcO.
En etapas tempranas del ensamblaje los ultimos 15 residuos de Cox1, en
particular los aminoacidos P521, P522 y V524E estabilizan la formacion de los
complejos COAy la union de Mss51 a estos (Figura 14, paso 1). En mutantes de
ensamblaje de la CcO, el C-terminal de Cox1 promueve su degradacion y
detiene la formacion de intermediarios de ensamblaje posteriores, ya que Cox1
estabiliza al médulo de Cox3 y probablemente al de Cox2 (Gavin P McStay et
al., 2013; Su et al., 2014). Cuando no hay defectos de ensamblaje, entonces el
modulo de Cox1 interacciona con el modulo de Cox3 (Figura 14, paso 2). En
este punto es probable que se pierda la interaccion de Mss51 con Cox1, dado
que este intermediario puede interaccionar con el complejo Il y nunca se ha
detectado a Mss51 en los SC (Mick et al., 2010; Su et al., 2014). Finalmente, el
intermediario formado por los modulos de Cox1 y Cox3 interacciona con el

modulo de Cox2 y con el complejo Il para formar los supercomplejos (Figura 14,
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paso 3). Hasta el momento no sabemos si el moédulo de Cox2 interacciona antes

o al mismo tiempo que el complejo Ill.

Cox1
e
o
3 ¢ ;
N
1 : 2

Traduccion del Formacidén/estabilidad
mRNA de COX1 de los supercomplejos

Modulo
de Cox1

A S \
P521, P522
and V524 SPPAVHFNTPAVQS

Complejo Médulo
11 de Cox2
3
Ensamblaje Supercomplejos
de la CcO

Figura 15. Modelo de regulacion de la biogénesis de la CcO mediada por el carboxilo terminal
de Cox1. 1) Los ultimos 15 aminoacidos de Cox1, particularmente la P521, la P522 y la V524
estabilizan la unién de Mss51 a lo complejos COA y su disponibilidad para activar la traduccion
del mMRNA de Cox1. El C-terminal de Cox1 promueve su degradacion si falla el ensamblaje de la

CcO 2) El ensamblaje de la CcO procede con la adicidon del mddulo de Cox3. 3) Al final el
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moédulo de Cox2 y el complejo Il (posiblemente incompleto) pueden interaccionan con el

intermediario del paso 2 para formar una CcO funcional y los supercomplejos Il1,/IV y Il1,/IV,,.

En otras especies también hay mecanismos que controlan la cantidad de
proteina Cox1 presente en la MIM, pero son diferentes al descrito en S.
cerevisiae. Por ejemplo, en Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) se
encontré que el homdlogo de Mss51 no activa la sintesis de Cox1, pero si es
necesario para estabilizar a la proteina Cox1 (Kuhl et al., 2012). En mamiferos,
el posible homdlogo de Mss51 (llamado Zmynd17) parece ser un modulador del
metabolismo celular especifico de musculo esquelético (Moyer and Wagner,
2014). En humanos, TACO1 activa la sintesis de Cox1, aunque parece que
TACO1 no participa en el ensamblaje de la CcO (Weraarpachai et al., 2009). Sin
embargo, el homdélogo humano de Cox14 (C120rf62) podria participar en la
regulacion de la sintesis de Cox1 (Weraarpachai et al., 2012). Cuando se reduce
la expresion de Cox14 humana hay menor sintesis de COXI, ademas, Cox14
humana interactia con las subunidades COXI, COXIl y COXIV, por lo cual se
propuso Cox14 podria coordinar la sintesis de COX1 y el ensamblaje de la CcO,
aunque se requieren mas estudios para comprobarlo (Weraarpachai et al.,
2012). Adicionalmente, en el humano se reporté que el C-terminal de Cox1 es
importante para la estabilidad de la proteina (Hornig-Do et al., 2012).

En S. cerevisiae, la sintesis de Cytb también esta acoplada al ensamblaje
del complejo Ill, en este caso el complejo Cbp3-Cbp6 es el encargado de
coordinar ambos procesos (Gruschke et al., 2012). El homélogo de Cbp6 en S.
pombe solo es necesario para estabilizar al Cytb y no participa en la activacion
de la sintesis de Cytb (Kuhl et al., 2012). Sin embargo, se reporté que los
homdlogos humanos de Cpb3 (UQCC1) y Cbp6 (UQCC2), son necesarios para
la sintesis, estabilidad y/o ensamblaje del Cytb, lo cual sugiere que en humanos
también podria existir un mecanismo de regulacién de la sintesis de Cytb
(Tucker et al., 2013). Los mecanismos para regular la sintesis de proteinas

codificadas en el DNAmt varian entre diferentes organismos, sin embargo, es
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interesante que los mecanismos parecen ser mas similares entre S. cerevisiae y
humanos, que entre dos especies de hongos como S. cerevisiae y S. pombe.

El acoplamiento entre traduccién y ensamblaje no es exclusivo de complejos
mitocondriales, de hecho, este tipo de mecanismo fue descrito inicialmente para
los fotosistemas del cloroplasto en Chlamydomona reinhardtii por el grupo de
Choquet. Este grupo llamé al mecanismo proceso CES (por sus siglas en inglés
de “control by epistasis of synthesis”) y basicamente consiste en que en la
ausencia de algunas subunidades de un fotosistema, la traduccion de una
proteina del mismo fotosistema codificada en el cloroplasto disminuye (Choquet
y Wollman, 2009). Inicialmente se describio el proceso CES en el complejo
citocromo b¢f, en este complejo la sintesis del citocromo f (subunidad codificada
en el DNA del cloroplasto) se reduce en la ausencia del citocromo bs o la
subunidad IV (Choquet et al., 1998). Incluso, se demostré que el carboxilo
terminal del citocromo f es un regulador negativo de su sintesis (Choquet et al.,
2003). Estudios posteriores demostraron que el proceso CES ocurria en todos
los complejos fotosintéticos de C. reinhardtii e incluso también en la enzima
Rubisco, la cual cataliza el primer paso del ciclo de Calvin (Choquet and
Wollman, 2009).

Otro ejemplo es el ensamblaje del flagelo bacteriano, cuyo proceso es muy
complejo y altamente regulado, ya que se necesita que sus componentes se
expresen en tiempos definidos. El mecanismo principal de control consiste en
regular la transcripcion de los mRNAs de las subunidades del flagelo, pero a su
vez, la expresion de los factores de transcripcion se regula a nivel traduccional y
de secrecion lo cual afade otro punto de control al ensamblaje del flagelo
(Aldridge and Hughes, 2002).

Los estudios de los procesos CES en cloroplasto de C. reinhardtii, del
ensamblaje del flagelo bacteriano y de regulacion de la sintesis de las proteinas
codificadas en el DNAmt en S. cerevisiae muestran que el acoplamiento entre
traduccion y el ensamblaje de complejos moleculares es una estrategia de

regulacion conservada en diferentes organismos.
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Conclusiones.

Los residuos P521, P522 y V524 de Cox1 son necesarios para regular la
traduccion del mMRNA de COX1.

Los residuos P521, P522 y V524 de Cox1 estabilizan la union de Mss51 a
los complejos COA.

La cantidad de Mss51 en su forma traduccionalmente activa no limita la
sintesis de Cox1.

La mutacién Cox1AC15 promueve la formacién y/o estabilizacion de
supercomplejos aberrantes cuando no se ensambla la CcO.

Los supercomplejos aberrantes estan formados por un complejo lli
incompleto y un intermediario de la CcO que contiene a Cox1 y a Cox3.
La formacion y/o estabilizacion de los supercomplejos aberrantes

depende de Cox3, Cytb y de la adicion del grupo hemo a Cox1.

Perspectivas.

Definir la regién de Mss51 que interacciona con el C-terminal de Cox1. El
conocer esta regidén nos ayudaria a esclarecer como funciona Mss51, ya
que Mss51 no cuenta con ningun dominio predicho por analisis de
secuencia que nos lo indique. Ademas, podriamos probar si la region
necesaria para activar la traduccion y la que interactua con el C-terminal
de Cox1 es la misma. Para encontrar la region de interaccion, podriamos
hacer mutantes truncas de Mss51 y analizar su asociacion a Cox1.
Alternativamente, se podria purificar a Mss51 y la region soluble del C-
terminal de Cox1, para intentar determinar la estructura cristalografica del

complejo C-terminal de Cox1-Mss51.
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Conocer la composicidn de los SC aberrantes nos ayudaria a definir si los
SC aberrantes contienen un complejo Il completo o algun intermediario,
ademas podriamos analizar si en estos complejos faltan componentes
presentes en los SC funcionales. Para conocer la composicion de los SC
aberrantes se podria separar en una doble dimension las proteinas que
los conforman y secuenciar la proteinas.

Determinar si la mutacion Cox1AC15 promueve la formacion o la
estabilizacion de los SC aberrantes. Para intentar diferenciar entre estas
dos posibilidades podriamos realizar ensayos de pulso y caza de las
proteinas codificadas en la mitocondria y tomar muestras a diferentes
tiempos para separarlas en geles azules nativos. Si los SC no funcionales
se forman en la cepa con Cox1 WT deberiamos poder observarlos en
tiempos cortos.

Investigar por que la mutacion Cox1AC15 acelera el envejecimiento
cronoldgico de las células. Hasta la fecha son limitados los estudios que
analizan las consecuencias de una falla en la regulacion de la sintesis de
Cox1, por lo cual seria importante analizar como se afecta la funcion
mitocondrial en la mutante Cox1AC15 con el tiempo. Para ello, propongo
hacer un analisis bioenergético de las mutantes Cox1AC15 conforme van
envejeciendo las células. El analisis bioenergético incluiria: la medicion
del consumo de oxigeno de la cadena respiratoria, la medicion de la
actividad de la CcO, la medicién de la produccién de especies reactivas
de oxigeno, la determinacion de la estabilidad del DNAmt, el analisis de
los supercomplejos por geles azules nativos y la medicion de la

produccién de ATP.
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Cytochrome ¢ oxidase (CcO) is the last electron acceptor in Cytochrome ¢ oxidase (CcO)? is the last redox multisubunit .
the respiratory chain. The CcO core is formed by mitochondrial ~ complex of the mitochondrial respiratory chain. This enzyme
DNA-encoded Cox1, Cox2, and Cox3 subunits. Cox1 synthesis  couples the transference of electrons from cytochrome ¢ to oxy-
is highly regulated; for example, if CcO assembly is blocked, gen with the translocation of protons from the matrix to the
Cox1 synthesis decreases. Mss51 activates translation of COX1  intermembrane space. In Saccharomyces cerevisiae, CcO con-
mRNA and interacts with Cox1 protein in high-malecular- tains at least 12 subunits, where Cox1, Cox2, and Cox3 are
weight complexes (COA complexes) to form the Cox1 interme- encoded by mitochor}drial genes and constitute the catalytic
diary assembly module. Thus, Mss51 coordinates both Cox1 €Ore. The corresponding mRNAs are translated by the organ-

2iat] ? i
synthesis and assembly. We previously reported that the last 15 ?HE s ribosomes, and the. Pmtems are subsequently integrated
residues of the Cox1 C terminus regulate Cox1 synthesis by into the CCQ' The remaining subunits are encoded by nuclear
modulating an interaction of Mss51 with Cox14, another com- DNA_ and imported from the cytosol (1, 2) CcO assembly
ponent of the COA complexes. Here, using site-directed ~[equires at least?ﬂ factors to correctly ct.)ordmate the incorpo-

J " y . ration of subunits and to add prosthetic groups (1, 2). Yeast
mutagenesis of the mitochondrial COXI gene from Saccharo- - 2
b 5 . M) CcO is assembled after formation of three subassembly mod-
nryces cerevisiae, we demonstrate that mutations P521A/P522A i -
. = . ules, each containing a mtDNA-encoded subunit and a subset
and V524E disrupt the regulatory role of the Cox1 C terminus. @ : -3
X . X of cytosolic subunits (3—6). The Cox1 module stabilizes the
These mutations, as well as € terminus deletion (Cox1AC15), 3 X

dnced bt of Mt s 14 to CO N 1 " Cox3 module and possibly the Cox2 module (6), suggesting that
rethee : OB “_’ complexes. 38552 assembly of Cox1 orchestrates CcQ assembly. Oneortwo mono-
was enriched in a translaltlonally active fqun that m:.untams mers of CcO interact with the dimeric bc, complex to form
full Cox1 synthesis even if CcO assembly is hloc}(ed in these IIL,/IV and 111,/IV, supercomplexes (7, 8). Formation and sta-
mutants. Moreover, Cox1AC15, but not Cox1-P521A/P522A bilization of these supercomplexes is dependent on the Refl,
and Cox1-V524E, promoted formation of aberrant supercom-  Refy, Aac2, and Cox13 proteins (6, 9—11). Cardiolipin (12), and
plexes in CcO assembly mutants lacking Cox2 or Cox4 subunits.  the proteins Ref3 and Cox26 are also components of supercom-
The aberrant supercomplex formation depended on the pres- plexes (13-15).
ence of cytochrome b and Cox3, supporting the idea that super- Cox1 is the largest CcO subunit, with 12 transmembrane
complex assembly factors associate with Cox3 and demonstrat-  stretches comprising the bulk of the protein. Its only significant
ing that supercomplexes can be formed even if CcO is inactive  hydrophilic domain is formed by ~59 residues exposed on the
and not fully assembled. Our results indicate that the Cox1 inner side of the inner membrane in the assembled enzyme.
C-terminal end is a key regulator of CcO biogenesis and thatitis Cox1 contains hemes a and a, plus Cuy, cofactors for oxygen aa
important for supercomplex formation/stability. reduction as well as the channels for proton translocation (1, 2).

Partially assembled Cox1 may form pro-oxidant intermediaries

containing unassembled heme a,-Cuy, (16). Indeed, yeast Cox1

synthesis is down-regulated when CcO assembly is defective
s 3 e e b B e (for reviews, see Refs. 1 and 17).

is work was supported by Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia . o . .

Research Grant 47514 (to X. P.-M.) and Fellowships 250726 (to R. G.-V.) and Tran;latlon of the COX1 mRNA in mlFOChond“a l,s SPECIﬂ

289024 (to A. C.-0.) and Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e cally activated by Pet309 and Mss51 (18 -22). According to the

Innovacion Tecnolégica (PAPIT) UNAM Grants IN204414and IN209217 (to current model, newly synthesized Cox1 enters a progressive

X. P.-M.). This work is part of the Ph.D. thesis of R. G.-V. from the Programa series of intermediaries named D1-D5 (or COA comp]exes) in

de Doctorado en Ciencias Biomédicas, Universidad Nacional Auténomade . ) X

Mexico. The authors dedlare that they have no conflicts of interest with the which Mss51 is present together with Cox14, Coa3, and Coal

cantents of this article.

' To whom correspondence should be addressed: Dept. de Genética Molec-
ular, Instituto de Fisiologla Celular, Universidad Nacional Auténoma de  *The abbreviations used are: CcO, cytochrome ¢ oxidase; BN-PAGE, blue-na- AQ: R

México, Mexico City 04510, Mexico. Tel.: 52-55-5622-56662; Fax: 52-55-
5622-5630; E-mail: xperez@ifc.unam.mx.

SASBMB

tive gel electrophaoresis; TA, translational activator; Tricine, N-[2-hydroxy-
1,1-bis(hydroxymethyl)ethyl]glycine; CS, citrate synthase.

1. Biol. Chem. (2017) 292077) 1-xx 1

© 2017 by The American Society for Biochemistry and Molecular Biology, Inc.  Published in the US.A.



|tapraid4/zbc—bc/zbc—bc/zbc02317fzbc6925-i?z ZSUBMIT 12 xppws5=4 22/5/17 1:49 | 4/Color Figure(s) F3,4,8

ARTNO: M116.773077

F1

AQ:B

82

The Cox1 C-terminal end regulates CcO biogenesis

and subunits Cox4, Cox5, Cox6, and Cox8 (4, 6). In these sub-
assembly complexes, Shyl, Sscl, and Cox15 are also present
(23-25). Progression of CcO assembly promotes release of
Mss51 and Sscl from the COA complexes (24, 26), making
Mss51 available for further translational activation. At this
point, Pet54 is required to render Mss51 competent for efficient
translational activation of the COX1 mRNA (27). If CcO assem-
bly is blocked, then Cox1 synthesis decreases because Mss51 is
sequestered in the COA complexes and thus is unavailable for
translational activation (21, 26).

Interaction of the translational activator/assembly factor
Mss51 with COA complexes is stabilized by Cox14 and Coa3.
Elimination of these factors disrupts the assembly-mediated
down-regulation of Cox1 synthesis (21, 26, 28, 29), We previ-
ously demonstrated that deletion of the last 11 or 15 C-terminal
residues of Cox1 also disrupted the assembly-mediated regula-
tion of Cox1 synthesis, but not the assembly of active CcO. In
the coxl truncation mutants, the interaction of Mss51 with
Cox14 was reduced (30), indicating that, together with Cox14
and Coa3, the Cox1 C-terminal residues are necessary for nor-
mal sequestration of Mss51 in COA complexes for assembly-
mediated regulation of Cox1 synthesis. In the present study, we
examined the effects of site-directed mitochondrial mutations
affecting conserved residues near the Cox1 C terminus and
identified several that have functional importance. We found
that this region of Cox1 was not only essential for assembly-
mediated regulation of Cox1 synthesis, but also for supercom-
plex formation and/or stability. The Cox1 C-terminal end is
important to stall supercomplex formation/stability when CcO
assembly is blocked. Our results point to important participa-
tion of the hydrophilic Cox1 C-terminal domain in regulation
of CeO biogenesis.

Results

Mutations P521A/P522A and VV524E on the Cox1 C-terminal
end disrupt Cox1 synthesis regulation

We previously demonstrated that in site-directed mitochon-
dial mutants lacking the last 15 or 11 residues of Coxl1, there
was no assembly-mediated regulation of Cox1 synthesis. In
contrast, deletion of the last 5 residues did not affect the Cox1
assembly-feedback regulatory loop (30). An alignment of the
last 15 residues of S. cerevisiae Cox1 with those of several fungi
and mammals revealed that at least Pro-521, Pro-522, His-525,
Phe-527, and Pro-530 are conserved in fungi and mammals,
despite the fact that their deletion does not prevent respiratory
growth of yeast (Fig. 14). To ask whether these residues have a
role in the Cox1 C-terminal regulatory function, we integrated
into mtDNA COX1 genes encoding the double mutation
P521A/P522A or the single point mutations H525A, F527A,
and P530A. In addition, we mutated V524E, which is partially
conserved in fungi. None of these mutations affected the
steady-state levels of Cox1, Cox2, or Cox3 (Fig. 1B) or growth
on non-fermentable medium (Fig. 1C) compared with wild
type. Spectrophotometric determination of complex IV activi-
ties indicated that all of the Cox1 mutants had activity similar to
that of the strain carrying wild-type Cox1, with the exception
of the Cox1AC15 mutant, which retained 30% CecQO activity.

2 Biol Chem. (2017) 292(77) 1-xxx

Complex III activities were similar in all Cox1 mutants and
wild-type Cox1 (Fig. 1D).

To test whether the Cox1 missense mutations affected the
assembly-mediated regulation of Cox1 synthesis, we disrupted
CcO assembly in the mutants by deletion of either the Cox4
CcO subunit or Pet111, translational activator of the mitochon-
drially encoded COX2 mRNA (31). Mitochondrial translation
products were pulse-labeled in whole cells with [**S]methio-
nine in the presence of cycloheximide, and the products were
detected by SDS-PAGE and autoradiography. As expected,
wild-type Cox1 labeling decreased upon deletion of cox4
(Fig. 2A) and peti11 (Fig. 2B). In agreement with previous
observations, synthesis of truncated Cox1AC15 was not
reduced by either the pet111 or cox4 deletions (30). Interest-
ingly, the double COX1 missense mutant P521A/P522A and
the single mutant V524E also prevented any reduction in
Cox1 synthesis when CcO assembly was disrupted by cox4 or
petll11 deletions. In contrast, Cox1 mutants H525A, F527A,
and P530A did not affect assembly-mediated regulation of
Cox1 synthesis because deletion of cox4 or pet111 decreased
labeling of those Cox1 variants, These results suggest that
the Cox1 residues Pro-521 and/or Pro-522, as well as Val-
524, promote interactions required for sequestration of
the translational activator/assembly factor Mss51 in COA
complexes.

The Cox1 P521A/P522A and VV524A mutants reduce
interaction of Mss51 with the COA complexes

Mss51 sequestration in the COA complexes depends upon
interactions with Cox14 that occur when Cox1 is newly synthe-
sized (1, 21, 26). The Cox1AC15 mutation compromises the
interaction between Mss51 and Cox14, as detected by co-im-
munoprecipitation (30), making free Mss51 more abundant to
promote COX1 mRNA translation (27, 32). We therefore inves-
tigated whether binding of Mss51 to Cox14 and other compo-
nents of the COA complexes was similarly compromised in our
Cox1 missense mutants. Mss51 and Cox14 in the mutant
strains were tagged with triple hemagglutinin (Mss51-HA) or
triple c-MYC (Cox14-Myc) epitopes at their C-terminal ends,
respectively. The addition of these epitopes did not affect res-
piratory growth (data not shown). Purified mitochondria car-
rying wild-type Cox1, Cox1AC15, or the Cox1 missense pro-
teins were solubilized with 0.5% dodecyl maltoside, Mss51-HA
was immunoprecipitated from the resulting extracts, and co-
precipitated proteins were analyzed by SDS-PAGE and West-
ern blotting. As reported previously (30), the co-precipitation
of Mss51-HA and Cox14-Myc decreased in the Cox1AC15
mutant as compared with Cox1 wild type (Fig. 3A). [n addition,
interaction of Mss51-HA with Coa3 was also reduced. The mis-
sense mutations P521A/P522A and V524E similarly reduced
the interactions of Mss51-HA with Cox14-Myc and Coa3 (Fig.
3A). In contrast, the H525A Cox1 mutation, which does not
affect assembly-mediated regulation of Cox1 synthesis (Fig. 2),
did not reduce co-precipitation of Mss51 with Cox14-Myc,
Cox1, or Coa3 (Fig. 34). We also immunoprecipitated Cox14-
Myc from the mitochondrial extracts and analyzed the pres-
ence of co-precipitated Mss51-HA, Cox1, and Coa3. As

SASBMB

AQ:C



tapraid4/zbc-be/zbc-bc/zbc02817/zbc6925-17z ZSUBMIT 12 xppws S=4 22/5/17 1:49 | 4/Color Figure(s) F3,4,8

[ ArTnO: M116.773077

AQO
AQ: P

83

S. cerevisiae
C. glabrata
K lactis

Y. lipolytica
S. pombe

B. faurus

H. sapiens

Fungi

Mammals

B Cox1 Cox1 P521A/
WT  AC15 P522A

w)

-
o
o

g =
ik

..,

=
Qo
<

o
o

Normalized
CIV activity / CS (%)

T B
o #“9 '53{\"’“ FESE

[P )
g
&5

The Cox1 C-terminal end regulates CcO biogenesis

VE524E H525A F527A PE30A

g

g
38
23

B

U
N
+~“‘{\,\§' ‘;ﬂ’;‘:
g \Vg
&

& ¥ v
i A7
PG E

Figure 1. Cox1 C-terminal end mutations do not affect CcO activity. 4, alignment of the last 15 residues from 5. cerevisiae Cox1 with fungal and
mammal Cox1 homologues. The alignment was obtained using the Jalview version 2.8.0b1 software (56). Dark gray boxes, highly conserved residues;
light gray boxes, partially conserved residues. Asterisks show the amino acids that were mutated in the present study. Numbers indicate position of the
last 15 residues of Cox1 in each species. B, mitochondria from wild type and the Cox1 mutants were separated by SDS-PAGE and analyzed by Western
blotting using the indicated antibodies. C, 10-fold serial dilutions from wild type and Cox1 mutants were spotted in complete medium with either
glucose orethanol/glycerol. The plates were incubated for 3 days at 30 °C. D, spectrophotometric measurements of complex IV and complex lll activities
from mitochondria carrying the indicated Cox1 mutations were normalized to the activity of CS. Statistical significance was determined by one-way
analysis of variance and Dunnett’s test for multiple comparisons with the WT values (***, p < 0.001; n = 3 independent assays) using Prism version 6

software. Error bars, S.D.

expected, only Cox1AC15, Cox1 P521A/P522A, and Coxl
V524F caused decreased interactions with Mss51-HA, Cox1, or
Coa3 (Fig. 3B).

Mss51 molecules are present in distinct complexes within
mitochondria that are distinguishable by blue-native gel elec-
trophoresis (BN-PAGE) and sedimentation velocity (24, 27, 29,
33, 34). Mss51 is detected in high-molecular-weight COA com-
plexes that correspond to Cox1 assembly intermediates. Mss51
is also detected in lower-molecular-weight complexes that cor-
respond to the translational activator (TA) form of the protein.
If the Cox1 missense mutations P521A/P522A and V524E dis-

SASBMB

rupt assembly-mediated regulation of Cox1 synthesis by reduc-
ing sequestration of Mss51 in COA complexes, then mutant
mitochondria should contain elevated levels of the lower-mo-
lecular-weight TA Mss51 complex relative to wild type. To test
this idea, we solubilized mitochondria from the different Cox1
mutants with 1% digitonin and then analyzed the extracts by
BN-PAGE and Western blotting. Under these conditions,
Mss51 co-migrated with high-molecular-weight COA com-
plexes of —250—450 kDa, whereas the translational activator
form migrated at ~120-180 kDa. Mitochondria carrying the
Cox1AC15, P521A/P522A, and V524E alleles showed elevated

1. Biol. Chem. (2017) 292007} 1-xxx 3
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Figure 2. Mutations Cox1AC15, Cox1-P521A/P522A, and Cox1-V524E are Important for assembly feedback regulation of Cox1 synthesis. A and
B, cells carrying either wild-type or mutated Cox1 were pulse-labeled with [**S]methionine in the presence of cycloheximide. The Cox1 variants were
combined with either cox4A (A) or pet111A (B) mutations, as indicated. Translation products were separated by SDS-PAGE and analyzed by autoradiog-
raphy. Cox1 labeling intensity is shown at the right side of each panel. It was quantified using the ImageJ software and normalized to the Cox3/Atp6
(ATPase subunit 6) signal. Labeling intensity was expressed as a percentage of the wild-type Cox1 signal. Error bars, 5.D. from three independent
experiments. We also compared the signals of Cytb and Var1 (ribosomal protein) to the Cox3/Atp6 signal, showing that the observed pattern in A and
B is specific for Cox1 (data not shown). The relevant significant differences between strains (¥) were determined by Student's t test. A p value of < 0.01

was considered statistically significant.

accumulation of Mss51 in the translational activator form,
although Mss51 in COA complexes was also detected. In con-
trast, mitochondria carrying H525A, F527A, or P530A Coxl
alleles showed distribution of Mss51 complexes similar to that
of mitochondria bearing the wild-type Cox1 protein (Fig. 3C).
When the same blot was decorated with antibodies against
Coxl1, respiratory supercomplexes were evident in strains car-
rying either wild-type or mutant Coxl proteins, suggesting
that supercomplex formation is not affected by impairing the
assembly-mediated regulation. An improved separation of
supercomplexes by BN-PAGE indicated that in the Cox1AC15
mutant, the supercomplex IIL,/IV is enriched as compared
with mitochondria carrying wild-type Cox1, suggesting that in
this mutant supercomplex I11,/TV,, formation/stability is com-
promised. Mitochondria from Cox1-P521A/P522A and Cox1-
V524E mutants also showed accumulation of supercomplex
IIL,/IV, but to a lesser extent (Fig. 3D).

CcO assembly mutants overaccumulate Mss51 in the COA
complexes and underaccumulate Mss51 in translational activa-
tor form, decreasing the rate of Cox1 synthesis (24, 27, 29, 33,
34). We examined the distribution of Mss51 in the Cox1 point

4 Biol Chem. (2017) 202(77) 1-xxx

mutants when CcO assembly was blocked by deletion of Pet111
(causing the absence of Cox2). As expected, disrupting CcO
assembly in mitochondria containing wild-type Cox1 caused
Mss51 to overwhelmingly accumulate in COA complexes,
whereas the translational activator form was barely detectable
(Fig. 3E). In contrast, disrupting CcO assembly in mitochondria
containing Cox1AC15 did not prevent accumulation of the
translational activator form of Mss51. The Mss51 translational
activator form was also enriched in the absence of assembly by
the Cox1 missense mutations P521A/P522A and V524E, albeit
to a lesser extent. Taken together, these data indicate that
Cox1AC15, Cox1-P521A/P5224A, and Cox1-V524E mutations
compromise the association of Mss51 with the COA complexes
when CcO assembly is blocked. Moreover, because the Cox1
mutants affect Cox1 synthesis similarly to Cox1AC15 while
accumulating less translational activator Mss51 than Cox1AC15,
our data suggest that the lower levels of translational activator
Mss51 are sufficient to support normal synthesis of Cox1. This
conclusion is consistent with the finding that overall levels of
Mss51 are not strongly rate-limiting for expression of a reporter
gene inserted in the COX1 locus (21).
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C-terminal truncation of Cox1 (Cox1AC15) induces
accumulation of aberrant, nenfunctional supercomplexes
Respiratory supercomplexes comprise one or two CcO mono-
mers associated with one be, complex dimer. I11,/IV and 111,/
1V, supercomplexes can be resolved by BN-PAGE of digitonin-
solubilized wild-type yeast mitochondria (7, 8). We investigated

Total IP a-HA
< <
& &

0 i @ i
oo oo
3E%2£g %E%Em%
S EXENE SEERON
P! 32 < A B Z 000 >I

The Cox1 C-terminal end regulates CcO biogenesis

supercomplex accumulation in mitochondria from the Cox1
mutants in which assembly-mediated regulation of Cox1 syn-
thesis was impaired. Extracts of mitochondria containing wild-
type Coxl, Cox1AC15, Cox1-P521A/P522A, or Cox1-V524E
were separated by BN-PAGE and analyzed by Western blotting
using antibodies against Cox1. Mitochondria from all of the
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Figure 4. Inthe absence of Pet111, Cox1AC15 led to formation of a supercomplex-like band in BN-PAGE. 4, digitonin-solubilized mitochondria from wild
type and Cox1 mutants carrying either wild-type PETT1T (WT) or a pet171A mutation (A) were separated by BN-PAGE (5-13%) as in Fig. 3. In parallel, a second
BN gel was stained for CcQ activity using diaminobenzidine and cytochrome ¢ (right). The monomeric form of active CcQis indicated (/V). B, mitochondria from
A were saparated by SD5-PAGE and analyzed by Western blotting using the indicated antibodies. CS was used as a loading control.

Cox1 variants showed the presence of high-molecular-weight
bands associated with [11,/IV and I11,/IV,, supercomplexes (Fig.
4A). Additional bands corresponding to COA complexes and
the assembled CeO enzyme (200 —450 kDa) were also detected.
Therefore, assembly-mediated regulation of Cox1 synthesis is
not necessary for respiratory supercomplex formation.

As expected, disruption of CcO assembly by a pet111A muta-
tion prevented the accumulation of supercomplexes in other-
wise wild-type mitochondria, as well as in those containing
missense variants of Cox1 (Fig. 44). Surprisingly, however, dis-
ruption of CcO assembly in mitochondria containing the trun-
cated Cox1AC15 protein did not prevent accumulation of a

high-molecular-weight species exhibiting similar size as nor-
mal supercomplexes. This supercomplex-like band was consis-
tently observed in extracts of Cox1AC15 mitochondria, but not
in extracts of wild-type Cox1 or Cox1-P521A/P522A mito-
chondria. In some repeats of this experiment, a faint supercom-
plex-like band was also visible in Cox1-V524E mitochondria.
As expected, CcO assembly-competent (PET111) mitochon-
dria exhibited CcO enzymatic activity, whereas the pet111A
mutants did not (Fig. 44, right).

Formation of the observed aberrant high-molecular-weight
complex could be promoted if C-terminal truncation of Cox1
makes it unusually stable in the absence of CcO assembly.

Figure 3. The interaction between Mss51 and the COA complexes decreased in the Cox1-P521A/P522A, Cox1-V524E, and Cox1AC15 mutants. A,
mitochondria (500 wg of proteins) from wild type and the Cox1 mutants were solubilized with dodecyl maltoside and incubated with an antibody against HA
epitope to immunoprecipitate Mss51-HA. A strain without HA tag in Mss51 was used as a negative control. The total and immunoprecipitated (/P) fractions
were separated by SOS-PAGE and transferred to a PVDF membrane for Western blotting analysis with the indicated antibodies. Total fractions represent 3% of
the mitochondrial extract, whereas all immunoprecipitated protein was loaded onto the gel. B, mitochondrial proteins from wild type or Cox1 mutants were
analyzed as in A, but an antibody against Myc was used to immunoprecipitate Cox14-Myc. C, digitonin-solubilized mitochondria from WT and Cox1 mutants
were separated by BN-PAGE (5-13%) and transferred to a PVDF membrane for Western blotting analysis with antibodies against HA epitope (a-HA) or Cox1
(ee-Cox1). An antibody against ATP synthase was used as loading control (V and V.). Bands corresponding to supercomplexes (S0), COA complexes containing
Cox1, and the translational active form of Mss51 (TA) are indicated. All strains carried the Mss51-HA variant. D, mitochondria from € were separated by a
BN-PAGE (4-12%) to resolve supercomplexes lll;/IV; and lll;/IV. The separated proteins were analyzed by Western blotting using antibody against Cox1and by
CcO in-gel activity. £, digitonin-solubilized mitochondria from WT and Cox1 mutants bearing wild-type PET117 or a pet111A mutation were separated by
BN-PAGE and analyzed asin C

6 J. Biol. Chem. (2017) 292(77) 1-xxx
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Steady-state accumulation of the mitochondrially encoded
CeO subunits was analyzed by SDS-PAGE and Western blot-
ting. The truncated Cox1AC15 protein was indeed present at
higher levels than wild-type Cox1, Cox1-P521A/P5224A, or
Cox1-V524E when assembly was disrupted by the petl1iA
mutation (Fig. 4B). Interestingly, the accumulation of unas-
sembled Cox3 was also increased in mitochondria containing
Cox1AC15 and, to a lesser extent, Cox1-P521A/P522A or
Cox1-V524E, compared with wild-type Cox1.

To test whether the aberrant supercomplex-like species
actually contain respiratory complex I1I (the be, complex), we
removed cytochrome b by deleting the COB mRNA-specific
translational activator Cbs2 (35). Mitochondrial extracts were
prepared from petl111A and petl111A/cbs2A double mutants
containing either wild-type Cox1 or Cox1AC15 and subjected
to BN-PAGE. Blots were probed with antibodies against Cox1
or cytochrome b (Fig. 54). Respiratory supercomplexes I11,/TV
and IIL,/IV, containing either wild-type Coxl or Cox1AC15
were detected using both antibodies when assembly of com-
plexes I1I and IV was allowed to occur (PET111, CBS2). As
expected, the supercomplexes containing wild-type Cox1 dis-
appeared when assembly was disrupted by pet11 1A or pet111A/
cbs2A mutations. The aberrant supercomplex-like species con-
taining Cox1AC15 that formed in the absence of CcO assembly
(pet111A) co-migrated with a species containing cytochrome b
and disappeared when cytochrome b synthesis was prevented
(chs2A), strongly suggesting that it contains complex I11 in addi-
tion to unassembled subunits of CcO, complex IV. To rule out
the possibility that the aberrant supercomplex-like species
form as a direct result of the absence of Pet111 rather than the
absence of Cox2, we also analyzed a Cox1AC15 mutant bear-
ing a mitochondrial cox2 deletion (cox2-62 allele (36)). We
obtained similar results with cox2-62 mutants, indicating that
the presence of the supercomplex-like band is due to the lack of
Cox2 rather than the lack of Pet111 itself (data not shown; Fig.
5C).

We further investigated the composition of the aberrant
supercomplex-like species using a second Tricine-SDS-PAGE
dimension after BN-PAGE. To detect Refl, the chaperone
involved in supercomplex assembly, we transformed cells with
a plasmid carrying Refl-His.-HA , (9). Wild-type mitochondria
showed clear co-migration of CcO subunits (Cox1, Cox2, and
Cox3), complex III subunits (cytochrome b, cytochrome ¢,
core 1, and Rip1), and Refl in supercomplexes (Fig. 5B). When
CcO assembly of mitochondria carrying Cox1AC15 was dis-
rupted by the cox2-62 allele, a small fraction of cytochrome b,
cytochrome ¢, and core 1 subunits co-migrated with the aber-
rant supercomplex-like species, together with Cox3, Cox1AC15,
and Refl (Fig. 5C). These results further support the hypothesis
that the high-molecular-weight band containing Cox1ACI15
but lacking Cox2 is an aberrant supercomplex. Rip1, however,
was not observed on aberrant supercomplexes, suggesting that
the b, complex is not fully assembled on these species. Alter-
natively, the observed high-molecular-weight complexes could
represent genuine intermediates in supercomplex assembly
that accumulate as a result of the combined deletion of the
Cox1 C-terminal end and Cox2.

SASBMB
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Cox3 is required for the formation/stability of the aberrant
supercomplexes containing Cox1AC15

Each mitochondrially encoded CcO subunit interacts with a
subset of cytoplasmic subunits to form intermediate preassem-
bly modules (4, 6). In addition, Cox3 physically interacts with
Refl, a factor that participates in formation of 111,/TV and 11,/
IV, supercomplexes (6, 9—-11). Indeed, Rcfl interacts with
newly synthesized Cox3, probably before assembly (6, 10).
Thus, we investigated whether Cox1AC15 could induce forma-
tion of aberrant supercomplexes in the absence of Cox3. To
remove Cox3, we deleted Pet122, one of the COX3 mRNA-
specific translational activators (37, 38). We also deleted the
Cox4 subunit, which is proposed to interact with either the
Cox1 or Cox3 modules (4, 6). Analysis of mitochondrial
extracts by BN-PAGE revealed that the aberrant supercomplex
containing Cox1AC15 failed to accumulate in the absence of
Cox3 but did accumulate in the absence of Cox4 (Fig. 6). These
data suggest that Cox3 is essential for the formation of aberrant
supercomplexes in the Cox1AC15 mutant.

Cox1 hemylation is necessary for formation of aberrant
supercomplexes

We investigated whether the addition of heme a to Cox1 was
necessary for formation of aberrant supercomplexes. We elim-
inated Cox15, a chaperone necessary for heme a synthesis (39,
40), from cells carrying either wild-type Cox1, Cox1-P521A/
P522A (both strains are controls of cells unable to form aber-
rant supercomplexes), or Cox1AC15. Digitonin-solubilized
mitochondrial extracts were analyzed by BN-PAGE and West-
ern blotting. Only trace amounts of aberrant supercomplexes
were detectable in the cox15A, Cox1AC15 strain (Fig. 7A), indi-
cating that hemylation of Cox1 is a requisite to form/stabilize
these complexes. This observation could result from the low
levels of Cox1 in the absence of Cox15, making it difficult to detect
in supercomplexes (Fig. 7B). Interestingly, Cox1AC15, coxI5A
mitochondria accumulated slightly higher levels of Cox3 com-
pared with Cox1, cox15A mitochondria (Fig. 7B). This is reminis-
cent of the observation in Fig. 4B, where Cox3 accumulates in
Cox1AC15, pet111A mitochondria. This result suggests that even
when Cox1AC15 drives accumulation of Cox3, hemylation is nec-
essary to form/stabilize aberrant supercomplexes.

Hemylated Cox1 intermediaries produce pro-oxidant spe-
cies that result in cell sensitivity to H,0,. The peroxide sensi-
tivity is reduced by deletion of Cox1 or inhibition of Cox1
hemylation (16). To test whether Cox1AC15 present in aber-
rant supercomplexes is hemylated, we analyzed the peroxide
sensitivity of a strain with the cox2-62 mutation, which drives
the formation of aberrant supercomplexes (Cox1AC15, cox2-
62). This strain was sensitive to 3 mm peroxide, whereas cells
carrying Cox1AC15 with wild-type COX2 were resistant (Fig.
7C). Moreover, Cox1AC15, cox2-62 cells were equally sensitive
to H,0, when compared with a strain carrying wild-type Cox1
and cox2-62. As expected, when Cox15 was deleted from these
strains, peroxide resistance increased. Together, these results
indicate that Cox1 hemylation is necessary for formation of
aberrant supercomplexes and that hemylated Cox1AC15 is
present in these supercomplexes.

. Biol. Chem. (2017) 292(77) 1-xxx 7
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Figure 5. Cox1AC15-induced f ion of functional, bc, complex-dependent supercomplexes in the absence of Cox2. 4, digitonin-solubilized

mitochondria of WT, pet1714, or peti11A/cbs2A mutants containing Cox1 or Cox1AC15 were separated by BN-PAGE (4-12%) and analyzed by Western
blotting using antibodies against Cox1 (a-Cox1), cytochrome b (a-Cytb), or ATP synthase. Supercomplexes Ill,/IV, and Il /IV are indicated. B, mitochondria
from cells carrying wild-type Cox1, COX2, and a plasmid encoding Ref1 fused te His; and HA; (3) were solubilized with digitonin and separated by BN-PAGE
{4-12%). A lane of this gel was further resolved by 2D Tricine-SDS-PAGE (129%) and analyzed by Western blotting with the indicated antibodies. C, mitochondria
of cox2-62 cells containing Cox1AC1T5 and Rcf1-His,-HA, were analyzed as in 8.

Discussion

Newly synthesized Cox1 plays a central role in the assembly
of yeast CcO (3—6), and its synthesis is coupled to assembly at
the level of translation (21, 26). CcO assembly and its incorpo-

8 1 Biol Chem. (2017) 292(77) T—xxy

ration into respiratory chain supercomplexes are highly regu-
lated processes that involve a plethora of factors (1, 1315, 41,
42). In this study, we have examined the effects of altering the
sequence of Cox1 C-terminal amino acids on the regulation of
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Figure 6. Supercomplex-like bands induced by Cox1AC15 are absentin pet122A (and thereof Cox3 deletion) but presentin cox4A mutants. Digitonin-
solubilized mitochondria of pet711A, pet1224, and cox4A cells containing either Cox1 or Cox1AC15 were separated by BN-PAGE (4-12%) and analyzed by
immunobletting with a Cox1 antibody. ATPase antibodies were used to detect complex V as loading control.

its own synthesis, its stability, and the incorporation of CcO
into supercomplexes.

We previously demonstrated that deletion of the last 15 res-
idues of the yeast Cox1 C terminus does not prevent assembly
of active CcO, as judged by respiratory growth of the mutant,
despite the fact that this region includes a number of residues
that are highly conserved among fungi and mammals (30).
Because these residues do not appear to be critical for function
per se, it is likely that these C-terminal Cox1 residues play reg-
ulatory roles that confer selective advantage. Indeed, deletion of
the last 15 Cox1 residues does impair assembly-mediated reg-
ulation of Cox1 synthesis in yeast. Furthermore, this region of
the protein is required for a stable association of the transla-
tional activator Mss51 with the COA assembly-intermediate
complexes during Cox1 biogenesis (30). In the present work, we
explored the effects of mutations altering conserved amino
acids in this region of Cox1. We identified at least two, and
possibly three, missense mutations that similarly impaired reg-
ulation of Cox1 synthesis and association of Mss51 with COA
complexes: P521A and/or P522A and V524E (Fig. 8 (1)). These
mutations also increased the relative amounts of the transla-
tional activator form of Mss51, although the effect was less pro-
nounced in the point mutants than in the Cox1AC15 trunca-
tion. However, mutations altering conserved residues Pro-530,
His-525, and Phe-527 to alanine did not detectably alter the
regulation of Cox1 synthesis. Thus, because prolines restrict
the movement of polypeptide chains (43), it seems likely that
Pro-521 and Pro-522 stabilize a conformation of newly synthe-
sized Cox1 that nucleates association of Mss51 and other fac-
tors (21) in COA complexes. The nearby V524E mutation could
similarly affect a binding structure or simply interfere sterically.
In any event, conservation of these residue positions near the
Cox1 C terminus in fungi and mammals may be due more to a
role for this region in regulation of Cox1 synthesis and assembly
than to function of the assembled enzyme.

Our experiments with the truncated Cox1, lacking the last 15
residues, have revealed new post-translational effects of this
mutation, beyond the abrogation of assembly-mediated syn-

SASBMB

thesis control. First, deletion of C15 greatly increased the
steady-state level of Cox1 under conditions where CcO assem-
bly was blocked by a mutation that prevented Cox2 synthesis.
This suggests that degradation of unassembled Coxl1 is carried
out by proteases that recognize the Cox1 C terminus in defec-
tive COA complexes. The increased level of Cox1 under these
conditions does not appear to be due to loss of assembly-medi-
ated regulation leading to an increase in Cox1 synthesis because
the Cox1-P521A/P522A and Cox1-V524E variants did not have
a dramatic effect on the steady-state levels of unassembled
Coxl. Interestingly, the Cox1AC15 truncation also greatly
increased the steady-state level of unassembled Cox3. Assem-
bly of yeast CcO proceeds through parallel formation of three
modules, each one containing a mitochondrially encoded sub-
unit and a set of cytoplasmic subunits and chaperones (3-6).
Our finding is consistent with the previous observation by oth-
ers that the Cox1 module stabilizes the Cox3 module (6). The
yeast Coxl C-terminal end also triggers oligomerization of
Cox10, the heme o synthase involved in Cox1 hemylation (32).

CeO containing wild-type Cox1 is assembled into respiratory
supercomplexes with complex III (bc;) (7, 8). We found that
CcO containing truncated Cox1AC15 was also assembled into
such supercomplexes. Interestingly, we observed that in mito-
chondria with Cox1AC15, the II1,/IV supercomplex accumu-
lated, whereas the I111,/IV, supercomplex levels decreased when
compared with wild-type mitochondria. This phenotype is sim-
ilar to that of cells lacking Ref1, a supercomplex assembly factor
(9—-11). Pull-down and immunoprecipitation experiments
indicate that Cox1, directly or indirectly, interacts with Refl
(9-11), suggesting that deletion of the Cox1 C terminus could
affect Refl function. In otherwise wild-type cells, disruption of
CcO assembly by removal of Cox2 prevented supercomplex
formation. However, disruption of CeQ assembly in mitochon-
dria synthesizing truncated Cox1AC15 led to the accumulation
of aberrant supercomplex-like species. Our data demonstrate
that these aberrant complexes contain cytochrome b and do not
form in its absence, indicating that they contain complex I11
that associates with preassembly modules of CcO containing
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Figure 7. Formation of aberrant supercomplexes requires Cox1 hemyla-
tion. A, mitochondria from cells carrying wild-type Cox1, Cox1AC15, or Cox1-
P521A/P522A and either cox15A or wild-type COX15 were separated on BN-
PAGE and analyzed as in Fig. 6. 8, mitochondria from A were separated by
SDS-PAGE and analyzed by Western blotting using the indicated antibodies.
5 was used as a loading control. G, cells carrying either the wild-type Cox1or
Cox1AC15 and either cox2A (allele cox2-62 (36)) or cox15A were incubated
with 3 mm H,0, or were mock-treated. 10-fold serial dilutions were grown on
YPD plates for 3 days at 30 °C.
Cox1AC15 and Cox3. Formation/stability of these aberrant
supercomplexes requires hemylation of Cox1. Consistent with
this observation, cells that produce the aberrant supercom-
plexes (Cox1AC15, cox2-62) are sensitive to hydrogen perox-
ide, suggesting that Cox1AC15 is hemylated. They also contain
Cox3, which is stabilized by the truncated Cox1AC15, and do
not form in its absence. We propose that the stabilization of
unassembled Cox1AC15, caused by the C-terminal truncation,
leads to aberrant accumulation of CcO preassembly modules in
the absence of Cox2, which are then able to associate with com-
plex I to form the aberrant supercomplex-like species we
observed (Fig. 8 (2)).

The exact composition of the non-functional, aberrant
supercomplexes remains to be determined, whereas it is possi-
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Figure 8. Model depicting the participation of the Cox1 C-terminalend in
CcO biog is and supercomplex accumulation. A model of 5. cerevisiae
Cox1 was constructed with SWISS-MODEL (57) based on the crystallographic
structure of bovine Cox1({58). The last 15 residues of Cox1 areindicated in red.
Pro-521, Pro-522, and Val-524 are indicated in bfue. The last 15 Cox1 residues,
and mainly Pro-521/Pro-522 and Val-524, regulate Cox1 synthesis by promot-
ing association of Mss51 with the COA complexes (1). In addition, the whole
Cox1 15-residue C terminus (with sequence SPPAVHFNTPAVQS), rather than
Pro-521/Pro-522 and V524E is important to modulate accumulation of respi-
ratory chain supercomplexes (2). According to our results, the Cox1and Cox3
assembly modules can associate with bc; complex before the integration of
the Cox2 module to form fully functional supercomplexes (3).

Supercomplexes

ble that the bc, dimer is not fully assembled in them. In our
experiments, Ripl was not detected in these complexes, but
core 1 and cytochrome ¢, subunits were present, suggesting
that be, complex is not fully assembled. Indeed, ripiA, ger9A,
and besl A mutants accumulate a late-assembly intermediary of
be, complex, which can interact with assembled CeO to form
non-functional supercomplexes (44). CcO assembly chaper-
ones such as Shyl, Pet54, Cox14, Coa3, Coxll1, and Coxl6
interact with bc, subunits, probably during assembly of super-
complexes (11, 25, 29). Refl, which was present in the aberrant
supercomplexes, facilitates formation or stabilization of I11,/IV
and 111, /1V, supercomplexes and interacts with Cox3 (6, 9—11).
This is in agreement with our observation that in the absence of
Cox3, the Cox1AC15 mutant does not form aberrant super-
complexes, indicating that Cox3 is important for their forma-
tion. Thus, the assembly of CcO and bc, complexes may sub-
stantially be interconnected in wild type.

Our data indicate that the Cox1 and Cox3 preassembly mod-
ules are able to interact with the be, complex in the absence of
the Cox2 module (Fig. 8 (3)). Thus, it is possible that in wild
type, the Cox2 module could integrate with partially assembled
supercomplexes to complete the assembly of CcO. Consistent
with this possibility, rapid interactions between newly synthe-
sized pulse-labeled Cox1 and Cox3 are detectable, before inter-
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Table 1
List of strains used in this study

All of these strains are congenic or isogenic to D273-10B. Mitochondrial genotypes are shown in parenthesis. AXqi refers to an intronless COX/ gene.

Strain Genotype nuclear (mitochondrial) Reference/source
LSR2 Mata, lys2, arg8:hisG, ura3-52, len2-3, 112, cox4A::LEU2 (p', AZai, COXIACIS) Ref. 30
TF258 Mate, 1}52 ura3-52or A, his4-519, leu2-3, 112, MSS51: 3XHA COX14:3xMYC, (p ', AXai) Ref. 21
TF272 Mate, lys2, ura3-52 or A, his4-519, len2-3, 113, MSS51:3xHA, COX14:3xMYC, (p", AER{. COXIACIS) Ref, 21
JPM49 Mate, lys2, arg8:hisG, ura3-52, len2-3, 112, MSS551-3xHA, pet]22A:KANMX (p*, Ref, 27
TPM57 Mata, lys2, arg8:hisG, ura3-52, len2-3, 112, MSS51-3xHA, pet]22A:KANMX (p*, Aza:, COXIACIS) Rel. 27
YCl46 Mata, lys2, arg8:hisG, ura3-52, len2-3, 112, MSS51-3xHA, cox4A-LEUD, (p*, Azm) This work
YC151 Mata, fys2, arg8:hisG, ura3-52, len2-3, 112, MSS51-3xHA, coxdA-LELZ, (p*, AXai, COXIACIS) This work
XPM51 Mate. [ys2, arg8:hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox4A=LEU2 (p*, AXai) Ref. 30
XPM201 Mata, lys2, argB::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (p*, AZai) Ref. 30
XPM202 Mate, lys2, ar, isG, wra3-532, his3:HindIll, (p'l ASai, cox2-62) Ref. 30
XPM209 Mate, lys2, arg8:hisG, ura3-52, len2-3, 112, (p°, AXai, COX1ACIS) Ref. 20
XPM210 Mata, lys2, arg8:hisG, ura3-52, his3:HindIll, (p*, AZai, COXIACIS, cox2-62) Ref. 30
XPM295 Mata, [ys2, an isG, wera3-52, lew2-3, 112, MSSSI -3xHA, (p*, AZai) Refl. 30
XPM298 Mata, lys2, argB:isG, ura3-52, len2-3, 112, MS551-3xHA, (p*, AXai, COXIACIS) Ref. 30
MS62 Mata, lys2, an isG, ura3-52, fer.(2-3, 112, (p*, AZai, CGXI-PSZJA/PSZZA) This work
MS63 Mata, I352, arg8:hisG, ura3-52, len2-3, 112, (p*, AZai, COXI-V524E) This work
MS64 Mata, lys2, arg8:hisG, ura3-52, len2-3, 112, (p*, ALai, COX1-H5254) This work
MS65 Mata, lys2, arg8:hisG, ura3-52, len2-3, 112, (p*, AXai, COX1-F5274) This work
MS66 Mata, lys2, arg8:hisG, ura3-532, leu2-3, 112, (p*, AZai, COX1-P5304) This work
RGV22 Mata, lys2, ura3-52 or A, his4-519, len2-3, 112, M§S51:3xHA, COX14:3xMYC, (p*, AXai, COXI-P521A/P5224) This work
RGV23 Mata, lys2, ura3-52 or A, his4-519, len2-3, 112, MSS51::3xHA, COX14:3xMYC, (p ', AXai, COXi-V524E) This work
RGV24 Mate, lys2, ura3-52 or A, his4-519, len2-3, 112, MSS51:3xHA, COX14:3xMYC, (p ', AZai, COXI-H5254) This work
RGV73 Mata, fvs2, arg8:tisG, ura3-52, lew?-3, 112, MSS51-3xHA, pet 1 HIA:URAS, (p', AZai) This work
RGV74 Mata, lys2, ar (56, tra3-. >2 lew2-3, 112, MSS51-3xHA, pe.ﬁJUA :URA3, (p*, Axai, COX1ACIS) This work
RGV75 , A¥ai, COX1- HSZSA) This work
RGV77 Y, AZai, COX1-P521A/P5224) This work
RGV78 AEHI COX1-V524E) This work
RGV79 *, A¥ai, COX1-F5274) This work
RGVE0 *, A¥ai, COX1-P530A) This work
RGV95 ﬁm COXI-P521A/P5224) This work
RGV96 *, ASai, COXI-H5254) This work
RGVI7 ., AXai, COXI-F5274) This work
RGVIE Mata, lys2, an isG, ura3-52, lew2-3, 112, coxdAcLELZ, (p*, AEm’, COXI-P5304) This work
RGV99 Mata, lys2, arg8:hisG, ura3-52, lew2-3, 112, coxdA:LEU2, (p*, AZai, COX1-V524E) This work
RGV101 Matee, [ys2, arg8:hisG, ura3-52, len2-3, 112, pet111A:UIRAS, {p* AZai) This work
RGV102 Mata, lys2, an isG, ura3-52, leu2-3, 112, petl 11 A:URAS, (p*, AXai, COXIACIS) This work
RGV103 Mata, lys2, arg8:hisG, ura3-52, leu2-3, 112, petl11A:URA3, (p', AZai, COX1-P521A/P5224) This work
RGV104 Mata, Iys2, arg. G, ura3-52, leu2-3, 112, petl 1 1A:LURAS, (p*, AXai, COXI-VS24E) This work
RGV105 Mata, lys2, arg8:hisG, ura3-52, lew2-3, 112, pet111A=URA3, (p*, AXai, COXI-H5254) This work
RGV106 Mata, lys2, ar, isG, ura3-52, len2-3, 112, pet1 11A:URA3. (p', AXai, COX1-ES274) This work
RGV107 Mata, Iys2, arg8ihisG, ura3-52, len2-3, 112, pet] 1 1A:URA3, (p*, AXai, COXI-P5304) This work
RGV108 Mate, lys3, arghehisG, ura3-52, len2-3, 112, MSS51-3xHA, petl IL1A-URA3, (p*, AXai, COX1-V5HME) This work
RGV109 Mata, lys2, arg8:hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, pet] 11A:URA3, (p', AZai, COXI-P521A/P5224) This work
RGV112 isG, MHZ.?—SZ, lene2-3, 112, MSS51-3xHA, peﬂllA;xURAg, chs2A:KanMX4, (p', AZail This work
RGV113 5 *, A¥ai, COXIACI1S) This work
YCVI63 , 1953, LS'G nmi’ 52 fgrsZ 3 U" MSS51 SxHA coxl5A: LEUZ f , Alai, COX1-PP52144) This work
YCV164 Mate, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, coxISA=LEU2, (p*, AZai) This work
YCV165 Mata, [ys2, arg8:hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS§51-3xHA, coxI5A=LEU2, (p*, ASai, COXIACIS, cox2-62) This work

actions of Cox1 with Cox2 and interactions of Cox1 with cyto-
chrome b, which exhibit similar kinetics (4). Interestingly, it
was reported that a C-terminal deletion in the human Cox1 was
able to assemble in CeO and to form supercomplexes, although
these complexes were highly unstable because Cox1 was rapidly
degraded (45). It is likely that the Cox1 C terminus is a key
regulator of CcO biogenesis in different organisms. As demon-
strated in the present work, this region of the protein contains
signals that regulate formation/stability of supercomplexes,
depending on the assembly state of the CcO.

Experimental procedures
Strains, media, and genetic methods

S. cerevisiae strains used in this study are congenic or iso-
genic to D273-10B (ATCC24657) and are listed in Table 1
Standard genetic procedures and recipes for media were as
described elsewhere (46, 47). Complete fermentable media
were YPD or YPGal (1% yeast extract, 2% Bacto-peptone, and
2% glucose or 2% galactose) or synthetic complete media (0.67%
yeast nitrogen base, 2% glucose) lacking the indicated amino

acids. Non-fermentable medium was YPEG (1% yeast extract,
2% Bacto-peptone, 3% ethanol, and 3% glycerol). The nuclear
deletion constructs with L/RA3, LEU2, or KanMX4 were
obtained by PCR. Plasmids containing the cox1 point mutations
were transformed by high-velocity microprojectile bombard-
ment into the rho0 strain NAB69 (48). Transformants were
selected by their ability to rescue respiratory growth when
mated with the strain L74 carrying a G124D mutation in Cox1
(49). Transformants with the coxJ mutant plasmids were mated
with XPM10b (containing cox 1 Az ARG8m construct), and cyto-
ductants were selected for their ability to grow in YEPG as hap-
loids. Correct integration of the COX1 constructs into mtDNA
was confirmed by PCR and DNA sequencing.

Construction of cox1 mutant genes

The 3" half of the COX! coding region was amplified with
primers that incorporated the mutations encoding P521A/
P522A, V524E, H525A, F527A, or P530A. As template, we used
plasmid pXPM57 containing the full-length, intronless COX1
gene (30). These products were digested with Ndel and Aflll
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and ligated into pXPM57 equally digested. Mutations were
confirmed by PCR and DNA sequencing.

Analysis of mitochondrial proteins

Yeast cells were grown in YPGal to late exponential phase.
Crude mitochondria were obtained by treating the cells with
Zymolyase 20T or with glass bead disruption, as described else-
where (50). Immunoprecipitation was performed as described
previously (30). Briefly, mitochondria (500 p.g) were solubilized
with 0.5% (w/v) dodecyl maltoside and centrifuged, and the
cleared supernatant was incubated with anti-HA or anti-Myc
antibodies coupled to protein A-Sepharose beads. Total (3% of
sample) and immunoprecipitated fractions were separated by
SDS-PAGE and transferred to PYDF membrane. Western blots
were probed with antibodies against HA (Roche Applied Sci-
ence), Myc (Roche Applied Science), Cox1, Coa3 (A. Barrien-
tos), Cox2 (Mitosciences), Cox3 (Mitosciences), and citrate
synthase. [ vivo pulse labeling of cells or in organello labeling of
crude mitochondria with [**S]Methionine was performed as
described previously (51). The radiolabeled proteins were sep-
arated by SDS-PAGE, and the gel was dried before analysis with
a Typhoon 8600 Phosphorlmager (GE Healthcare).

BN-PAGE and 2D Tricine-SDS-PAGE

BN-PAGE and 2D Tricine-SDS-PAGE were perfarmed as
described previously (52). The mitochondrial pellet (100 pg of
proteins) was resuspended in 50 pl of sample buffer (750 mm
6-aminocaproic acid, 50 mm BisTris, pH 7, 1% digitonin) and
centrifuged. The supernatant was loaded in either 5-13%
or 4-12% polyacrylamide gradient gels. When indicated, BN-
PAGE lanes were excised and separated by 2D Tricine-SDS-
PAGE using 12% polyacrylamide gels. Gels were transferred to
PVDF membranes and probed with antibodies against HA
(Roche Applied Science), Cox1, Cox2 (Mitosciences), Cox3
(Mitosciences), Cytb, and ATPase (Diego Gonzalez-Halphen).
The high-mass protein markers were obtained from GE
Healthcare. In-gel CeO activity was performed after BN-PAGE
using 0.04% diaminobenzidine (Sigma-Aldrich) and 0.02%
horse heart cytochrome ¢ (Sigma-Aldrich) in phosphate buffer,
pH 7.4 (53).

Spectrophotometric enzyme assays

Complex 11T and complex IV activities were determined by
following the absorbance changes resulting from the reduction
and oxidation of cytochrome ¢, respectively, at 550 nm (€554 =
18.5 mm “ecm~!) in a SPECTRAmax PLUS384 microplate
reader (Molecular Devices) according to Ref. 54. Briefly, com-
plex III activities were measured in a buffer containing 25 mm
potassium phosphate (pH 7.5), 75 um oxidized cytochrome ¢
from horse heart, 0.1 mm EDTA, 1 mm sodium cyanide, and 10
pg of protein/ml of mitochondrial membranes. The reaction
was started with 100 pm decylubiquinol. Complex IV activities
were measured in a buffer containing 25 mm potassium phos-
phate (pH 7) and 50 pm reduced cytochrome ¢ from horse
heart. The reaction was started by adding mitochondrial mem-
branes to a final concentration of 10 pg of protein/ml. Citrate
synthase (CS) activity was measured at 412 nm (e = 13.6 mm '
cm~!) in a buffer containing 10 mm Tris-HCI (pH 8), 0.3 mm

12 J Biol Chem. (2017) 292(27) 1—xxx

acetyl-CoA, 0.1 mm 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid, 0.1%
Triton X-100, and 10 pg of protein/ml of mitochondrial mem-
branes. The reaction was started with 0.5 mm oxaloacetate (55).

Peroxide sensitivity assays

Cells were grown overnight on YPD until exponential phase,
atan Ay, 0f0.6. H,O, was added to a 3 mum final concentration,
and cultures (10 mg/ml of wet weight cell pellet) were incu-
bated for 2 hat 30 "C with gentle agitation. Alternatively, mock-
treated cells were incubated with H,O and treated equally. Cells
were washed with sterile water and plated on YPD in 10-fold
serial dilutions for 2 days at 30 °C.
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ANEXO 2

Listas de cepas, plasmidos y oligonucleétidos utilizados.

Lista de cepas.

Nombre Genotipo nuclear (mitocondrial) Referencia
LSR2  |Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox4A::LEU2 (o*, AZai, | (Shingu-Vazquez,
COX1AC15) 2010)
TF258 Mata, lys2, ura3-52 or A, his4-519, leu2-3, 112, MSS51::3xHA, (Pérez-Martinez,
COX14::3xMYC. (o*._ASai) 2009)
TE272 Mata, lys2, ura3-52 or A, his4-519, leu2-3, 112, MSS51::3xHA, (Pérez-Martinez,
COX14::3xMYC. (0*. ASai. COX1AC15) 2009)
JPM49 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, (Mayorga, 2016)
net122A::KANMX (0. ASai)
JPM57 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, (Mayorga, 2016)
net122A::KANMX (o*. ASai. COX1AC15)
YC146 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, Este trabajo
cox4A::L EU2. (0" ASai)
YC151 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51- Este trabajo
3xHA.cox4A::L EU2. (o*. ASai. COX1AC15)
XPM51  Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox4A::LEU2 (p*, AZai) | (Shingu-Vazquez,
2010)
XPM201 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (p*, AZaif) (Shingu-Vazquez,
2010)
XPM209 |Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (o*, AZai, COX1AC15) | (Shingu-Vazquez,
2010)
XPM295 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, (p”, (Shingu-Vazquez,
2010
AXai) )
XPM298 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, (p”, (Shingu-Vazquez,
2010
AZai. COX1AC15) )
MS62 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (o*, AZai, COX1- Este trabajo
P521A/P522A)
MS63 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (o*, A>ai, COX1- Este trabajo
V524E)
MS64 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (o*, A>ai, COX1- Este trabajo
H525A)
MS65 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (o*, A>ai, COX1- Este trabajo
F527A)
MS66 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (p*, AXai, COX1- Este trabajo
P530A)
RGV22 Mata, lys2, ura3-52 or A, his4-519, leu2-3, 112, MSS51::3xHA, Este trabajo

COX14::3xMYC._ (o*_ ASai_ COX1-P521A/P522A)

96




RGV23 Mata, lys2, ura3-52 or A, his4-519, leu2-3, 112, MSS51::3xHA, Este trabajo
COX14::3xMYC._ (0" ASai. COX1-V524F)
RGV24 Mata, lys2, ura3-52 or A, his4-519, leu2-3, 112, MSS51::3xHA, Este trabajo
COX14::3xMYC. (0™ ASai. COX1-H525A)
RGV73 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, Este trabajo
pet111A::URA3. (0*. A>ai)
RGV74 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, Este trabajo
pet111A::URA3. (o*. ASai. COX1AC15)
RGV75 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, (p*, Este trabajo
ASai. COX1-H525A)
RGV77 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, (p*, Este trabajo
AZai. COX1-P521A/P522A)
RGV78 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, (p*, Este trabajo
AXai. COX1-V524E)
RGV79 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, (p*, Este trabajo
AXai. COX1-F527A)
RGV80 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, (o*, Este trabajo
AXai. COX1-P530A)
RGV95 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox4A::LEU2, (p*, Este trabajo
AZai. COX1-P521A/P522A)
RGV96 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox4A::LEU2, (p*, Este trabajo
ASai. COX1-H525A)
RGV97 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox4A::LEU2, (p*, Este trabajo
ASai. COX1-F527A)
RGV98 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox4A::LEU2, (p*, Este trabajo
ASai. COX1-P530A)
RGV99 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox4A::LEU2, (p*, Este trabajo
ASai. COX1-V524E)
RGV101 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet111A::URA3, (po*, Este trabajo
ASaid)
RGV102 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet111A::URA3, (o*, Este trabajo
AZai. COX1AC15)
RGV103 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet111A::URA3, (p", Este trabajo
AZai. COX1-P521A/P522A)
RGV104 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet111A::URA3, (p*, Este trabajo
AXai. COX1-V524E)
RGV105 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet111A::URA3, (p*, Este trabajo
AZai. COX1-H525A)
RGV106 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet111A::URA3, (p*, Este trabajo
AZai. COX1-F527A)
RGV107 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet111A::URA3, (p*, Este trabajo
AZai. COX1-P530A)
RGV108 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, Este trabajo

pet111A::URA3. (o* ASai_ COX1-V524F)
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RGV109

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,

pet111A::URA3_(o* ASai COX1-P521A/P522A)

Este trabajo

RGV112

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,

net111A::URA3. chs2A::KanMX4. (n*. ASai)

Este trabajo

RGV113

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,

pet111A::URA3. chs2A:-KanMX4. (0* ASai COX1AC15)

Este trabajo

YCV164

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,
cox15A::LEU2, (p*, AZai)

Este trabajo

YCV165

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,

cox15A:LEU2, (p*, AZai, COX1AC15)

Este trabajo

YCV163

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA,

cox15A:LEU2, , (p*, ASai,COX1-P521A/P522A )

Este trabajo

Lista de plasmidos.

Todos los plasmidos contienen un gen de resistencia a ampicilina.

Nombre Esqueleto Inserto

pXPM57 pGEM T-Easy COX1 flanqueado por sus extremos UTRs
pXP132 pGEM T-Easy Regién 3' UTR de COX1 con la mutacion P521A/P522A
pXP133 pGEM T-Easy Regién 3' UTR de COX1 con la mutacién V524E
pXP134 pGEM T-Easy Regién 3' UTR de COX1 con la mutacion H525A
pXP135 pGEM T-Easy Region 3' UTR de COX1 con la mutacién F527A
pXP136 pGEM T-Easy Region 3' UTR de COX1 con la mutacion P530A
pXP139 pBlueScript + COX1-P521A/P522A flanqueado por sus extremos UTRs
pXP140 pBlueScript + COX1-V524E flanqueado por sus extremos UTRs
pXP141 pBlueScript + COX1-H525A flanqueado por sus extremos UTRs
pXP142 pBlueScript + COX1-F527A flanqueado por sus extremos UTRs
pXP143 pBlueScript + COX1-P530A flanqueado por sus extremos UTRs
YEp352 pUC18 URAS3, 2u
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Lista de oligonucleétidos.

En negro se indica el sitio de restriccién para Aflll.

Nombre [Secuencia 5’-3’

CO1NdeF |GTATGATCACATCATATGTATATTGTAGG

CO1-521R |ACTTAAGATTGTACAGCTGGTGTATTAAATGAGTGTACAGCTGCTGCAGAAGTTAATAAG

CO1-524R |ACTTAAGATTGTACAGCTGGTGTATTAAATGAGTGTTCAGCTGGTGG

CO1-525R |ACTTAAGATTGTACAGCTGGTGTATTAAATGAAGCTACAGCTGGTG

CO1-527R |ACTTAAGATTGTACAGCTGGTGTATTAGCTGAAGCTACAGC

CO1-530R |ACTTAAGATTGTACAGCTGCTGTATTAAATGAG
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