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RESUMEN

La mitocondria es un organelo de vital importancia en casi todos los organismos
eucariontes, ya que realiza varias funciones de crucial importancia en la célula. Consta
de dos membranas, posee sSu propio genoma Yy Sus propias maquinarias
transcripcional y traduccional. La traduccion se localiza en la membrana interna
mitocondrial, y consta de 4 etapas: inicio, elongacién, terminacién y reciclaje de
ribosomas. Durante el inicio de la traduccién se lleva a cabo el reconocimiento codon
de inicio (AUG o AUA) por medio de activadores traduccionales, que interactian con la
subunidad pequena ribosomal y con el extremo 5’-UTR del mRNA.

Ademas de los activadores traduccionales, los siguientes factores traduccionales
orquestan la sintesis de proteinas mitocondriales: el factor del inicio de la traduccion
mitocondrial 2 (mIF2); una GTPasa encargada de la seleccion del tRNA iniciador
(Met-tRNAMeY), asi como de la union de las subunidades ribosomales; Aim23p,
ortélogo del factor del inicio de la traduccion 3 (IF3), es el encargado de la seleccion
de los tRNAs y mRNAs y de posicionar el codon de inicio en el sitio P del ribosoma, al
mismo tiempo que previene la asociacién prematura con la subunidad mayor del
ribosoma. En la elongacion participan los factores EF-Tu y Mefl. EF-Tu es una
GTPasa encargada de hidrolizar una molécula de GTP, al mismo tiempo que un tRNA
aminoacilado es posicionado en el sitio A del ribosoma. Mefl es un homdlogo del
factor EF-G y cataliza la translocacién del peptidil-tRNA del sitio A al sitio P del
ribosoma. Por ultimo, durante la terminacién el reconocimiento del codén de paro se
lleva a cabo por el factor Mrfl y durante reciclaje de ribosomas participan los factores
RrF1, Mef2 y Aim23p.

Durante los ultimos 50 afios, mediante bioguimica y manipulacion genética, muchas
proteinas y algunos factores traduccionales han sido identificados y estudiados. Sin
embargo, su mecanismo de acciébn es poco conocido en la sintesis de proteinas
mitocondriales, debido a la falta de un sistema de traduccidon mitocondrial in vitro. En
esta tesis se probd que la traducciébn mitocondrial no depende del gradiente de
protones, un dato importante porgue nos indica que la traduccién mitocondrial no
depende de una membrana interna mitocondrial integra y, por lo tanto el desarrollo de
un sistema de traduccion in vitro es viable. También se desarrollé un protocolo para la
obtencion de un lisado mitocondrial traduccionalmente activo in vitro. Este protocolo es
aln poco eficiente, pero sienta los fundamentos para el desarrollo de un sistema mas

eficiente en el futuro.



INTRODUCCION

1. Mitocondria
La mitocondria es un organelo de vital importancia en casi todos los organismos
eucariontes ya que es el organelo que genera la mayor cantidad de ATP en la célula.
La mitocondria tiene un origen endosimbionte a partir de una a-proteobacteria y una
arquea relacionada con el superphylum Asgard (Gray, 2012; Roger et al., 2017).
Actualmente la mitocondria aln presenta varias caracteristicas bacterianas, por
ejemplo, esta constituida de dos membranas, posee su propio genoma, asi como, su
propia maquinaria transcripcional y traduccional (Gray, 2012). La membrana externa
(MEM) es permeable a pequefias moléculas (Mr <5,000) e iones que pueden
atravesar la membrana libremente con ayuda de proteinas intermembranales
llamadas porinas. La membrana interna (MIM) es impermeable a moléculas e iones
incluyendo protones (H*) (Nelson & Cox, 2015).

La MIM contiene a los complejos enzimaticos que conforman la cadena
respiratoria, asi como a la ATP sintasa. Delimita a la matriz mitocondrial que contiene
enzimas esenciales para el metabolismo celular, DNA mitocondrial, mitoribosomas,
ATP, ADP, fosfato inorganico (P;), Mg?*, Ca?*, K* e intermediarios metabdlicos solubles
(Nelson & Cox, 2015).

El proteoma mitocondrial consta de mas de 1,000 proteinas que llevan a cabo gran
variedad de funciones bioenergéticas, biosintéticas y sefializacion celular (Chandel,
2015; Zong et al., 2016). Entre estas funciones, podemos destacar la produccion de
ATP a través de la fosforilacion oxidativa que, en resumen, consiste en la trasferencia
de electrones alta energia por NADH y FADH. a la cadena transportadora de
electrones, constituida por una serie de complejos respiratorios que a su vez,
bombean protones (H*) generando un gradiente. Dicho gradiente es utilizado por la
ATP sintasa para formar ATP (Tortora et al., 2007).

Aunque la fosforilacién oxidativa es la funciéon por la cual la mitocondria es
mayormente reconocida, en ella también se llevan a cabo otras funciones de gran
importancia para la célula, como la apoptosis, la formacién de grupos Hierro-azufre,
guinona, la produccion de precursores de macromoléculas como lipidos, proteinas,
nucledtidos y el catabolismo de los acidos grasos. Ademas de la produccion de ROS
(especies reactivas de oxigeno) y de acetil-coA implicados en la en la sefalizacion
celular mediante la acetilacion y la oxidacién de proteinas, que a su vez activan vias

de sefalizacibon como AMPK, involucrada en la adaptacion al estrés celular,



proliferacion y diferenciacion (Derbikova et al., 2018; Zong et al., 2016; Chandel,
2015).

2. Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio

Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular que posee una pared celular
(Alberts & Bray, 2006). Se encuentra principalmente en ambientes acudticos, aire,
suelo, en animales, en la superficie de plantas y en las frutas (Desiderio, 2018; Belda
et al., 2019).Por méas de 10,000 afios esta levadura ha sido aprovechada por el ser
humano en su vida cotidiana para la elaboracién de pan y bebidas alcohélicas como
la sidra, la cervezay el vino (Liti, 2015). Hoy en dia, la elaboracién de estos productos
se realiza a nivel industrial, volviéndose de suma importancia en el area
biotecnoldgica, tanto que actualmente hay muchas cepas disponibles comercialmente
utilizadas para distinto fines como la farmacéutica y la produccion de biocombustibles
(Burgess & Powers, 2017; Belda et al., 2019).

Por otro lado, desde los ultimos 50 afios esta levadura ha sido ampliamente
utilizada como modelo experimental eucarionte en varios campos de la investigacion
cientifica como la genética, la fisiologia y la bioquimica. Estudios realizados en este
modelo han permitido dilucidar deferentes mecanismos celulares, como replicacion,
recombinacion y reparacion del DNA, transcripcion, traduccion, el procesamiento de
RNA, sefalizacion celular, la dindmica del citoesqueleto y trafico vesicular (Siggers &
Lesser, 2008; Foury & Kucej, 2002; Garcia, 2018).También posee enzimas
involucradas en el metabolismo celular y de la biogénesis mitocondrial (Foury & Kucej,
2002; Garcia, 2018).

S. cerevisiaese ha convertido en uno de los organismos mas explorados
experimentalmente ya que presenta diferentes ventajas como un ciclo de vida corto y
es capaz de crecer en diferentes condiciones; posee un genoma pequefio que permite
su facil manipulacion genética nuclear y mitocondrial; y es un organismo anaerobio
facultativo, lo que favorece su estudio a nivel genético y bioquimico a partir de
mutantes mitocondriales sin afectar la viabilidad celular (Alberts & Bray, 2006; Garcia,
2018).

3. Genoma mitocondrial en S. cerevisiae

El genoma mitocondrial de S. cerevisiae fue secuenciado completamente en 1996
(Belda et al., 2019). Consiste en una molécula de DNA circular de aproximadamente
85.5Kb (Derbikova et al., 2018; Belda et al., 2019), capaz de transcribirse, traducirse

y ensamblar sus propias proteinas (Chatterje et al.,, 2006).Codifica dos RNAs



ribosomales (21S y 15S), 24 RNAs de transferencia (tRNA), un RNA 9S (componente
de una RNasa P) y 7 mRNAs (Ott et al., 2016).

Las proteinas que se codifican en el genoma mitocondrial son 8 y pertenecen a
subunidades de la cadena transportadora de electrones, excepto Varlp, una proteina
estructural de la subunidad pequefia del mitoribosoma (Derbikova et al., 2018). Del
complejo 1ll, se codifican el apocitocromo b (Coblp); del complejo IV las subunidades
Cox1p, Cox2p y Cox3p y del complejo V las subunidades Atp6p, Atp8p y Atp9p. Cabe
destacar que Unicamente siete mMRNAs son traducidos, ya que las subunidades Atp6p
y Atp8p se traducen a partir de un templado bicistronico (Derbikova et al., 2018).

Los genes mitocondriales de S. cerevisiae poseen numerosos intrones y estan
separados por largas secuencias intergénicas ricas en adeninas y timinas. También
contienen regiones ricas en guaninas y citosinas llamadas GC clusters, que
representan un 30% del genoma mitocondrial y se asocian con la estabilidad del
mtDNA. Estos clusters generalmente se encuentran en regiones no codificantes,
aunque también se les encuentran en genes ribosomales y en rps3/VAR1 (Wolters et
al., 2015).

4. Cadenatransportadora de electrones de S. cerevisiae.
La cadena transportadora de electrones consiste en una serie de complejos proteicos
intermembranales encargados de la transferencia de electrones. Ademas realiza la
translocacion de protones al espacio intermembranal para generar un gradiente de
protones, utilizado para la sintesis de ATP. A diferencia de la cadena transportadora
de electrones en mamiferos, S. cerevisiae carece del complejo | o NADH
deshidrogenasa y en su lugar posee tres NADH deshidrogenasas tipo Il: NDI1, NDE1 y
NDEZ2. La primera esta ubicada en la cara interna de la MIM, en contacto con la matriz
mitocondrial y las dos Ultimas en la cara externa de la MIM, en contacto con el espacio
intermembranal (Fang & Beattie, 2003).

Se sugiere gue la deshidrogenasa interna se encarga de regular el equilibrio redox
a nivel de NADH mitocondrial producto de ciclo de Krebs; Asimismo oxida NADH
(producto de la oxidacion del etanol). Por otra parte, las dos deshidrogenasas externas
vuelven a oxidar el NADH producto de la glucélisis. Sin embargo, ain no se conoce
con exactitud el papel de estas deshidrogenas y su importancia en la célula (Fang &
Beattie, 2003; Malina et al., 2018). Los complejos que se conservan en la cadena
transportadora de electrones de S. cerevisiae se mencionan a continuacion:
Complejo Il, succinato: ubiquinona oxidoreductasa o succinato deshidrogenasa.
Complejo formado por cuadro diferentes subunidades que tiene cinco grupos

prostéticos (FAD*y tres centros Fe-S) (Nelson & Cox, 2015). Ademas, es la Unica
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enzima del ciclo de Krebs asociada a la membrana interna mitocondrial. Esta enzima
se encarga de la oxidacion de succinato a fumarato, reduciendo FAD* a FADH>; los
electrones son transportados a través los centros Fe-S, hacia la ubiquinona,
reduciéndola a ubiquinol (QH) (Rutter et al., 2010; Garcia, 2018).

Complejo lll, Ubiquinona: citocromo c oxidoreductasa o complejo bci. Este
complejo esta formado por 10 subunidades, de las cuales so6lo el citocromo b (Cyt b)
se encuentra codificado en el genoma mitocondrial. El centro catalitico esta formado
por el Cyt b, que alberga dos grupos hemo tipo b (b. y by) y el citocromo c1 (Cyt cl)
gue alberga una grupo hemo tipo ¢ (cl) y Rieske (Ripl) una proteina hierro-azufre
(Cote et al., 2015).

En el complejo Il se lleva a cabo el ciclo Q, que consiste en la transferencia de dos
electrones del QH: (sustrato de bajo potencial) al citocromo (sustrato de alto potencial).
Como resultado final, una molécula de QH;es oxidada, dos moléculas de citocromo ¢
son reducidas y cuatro protones son translocados al espacio intermembranal (Nelson
& Cox, 2015).

Complejo IV o citocromo oxidasa (CcO): Es el ultimo complejo de la cadena
trasportadora de electrones. Es un homo dimero formado por 12 subunidades, cinco
grupos prostéticos: dos grupos hemo a (a y as) y dos centro de cobre (Cua y Cug)
(Garcia, 2018; Maréchal et al., 2011). Este complejo se encarga del transporte de
electrones del citocromo ¢ al oxigeno molecular para formar H.O, asi como, de la

translocacion de dos protones al espacio intermembranal (Nelson & Cox, 2015).

Complejo V o ATP sintasa: Es el complejo enzimético que cataliza la formacion de
ATP a partir de ADP y Pi dirigido por el flujo de protones translocados por la cadena
transportadora de electrones al espacio intermembranal. La ATP sintasa posee una
masa molecular de 600 kDa y esta formada por 13 subunidades organizadas en dos
dominios principales (Velour & Arseli, 2000):

Dominio hidrofilico F1, est4 conformada a su vez por nueve subunidades y cinco
diferentes tipos de proteinas con una composicion asBsyde. El dominio catalitico esta
formado por tres dimeros af, sin embargo, solo las subunidades B tienen un sitio
catalitico para la sintesis de ATP (Nelson & Cox, 2015).

El dominio hidrofébico F,, es una proteina integral de membrana. Esta compuesta
por tres subunidades con una composicion ab,c, donde n puede variar de 8-15
dependiendo del organismo. En levadura esta formada por 10 subunidades, que

forman un anillo de aproximadamente 55 A de diametro denominado “anillo ¢, que
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rota como resultado del flujo de protones a través del complejo (Nelson & Cox, 2015).
Esta rotacion hace girar el tallo central (subunidades y y €) en movimientos sucesivos
de 120°, provocando cambios conformacionales alternados y consecutivos en las
subunidades cataliticas (subunidades a y B); induciendo la unién de los sustratos
(ADP y Pi), asi como la sintesis y liberacion de ATP (Sanchez & Gonzalez, 2017;
Velour & Arseli, 2000).

La ATP sintasa posee un mecanismo con un acoplamiento reversible, es decir,
puede utilizar tanto el flujo de protones a favor del gradiente para generar ATP, como
emplear la energia de la hidrélisis de ATP para bombear protones a través de la
membrana. Esto depende de la magnitud del gradiente de protones presente en la
membrana asi como de su disponibilidad de en el medio (Alberts & Bray, 2006).

4.1 Caracteristicas de la subunidad Il del citocromo c oxidasa (Cox2)

Como se mencion6 en el apartado anterior, el complejo CcO esta compuesto por 12
subunidades en S. cerevisiae, de las cuales sdlo la subunidad Cox2p junto con Cox1
y Cox3 se encuentran codificados en el genoma mitocondrial (Jones et al., 2019).
Estas tres subunidades en conjunto conforman el dominio catalitico de CcO, altamente
conservado en eucariontes y procariontes (Herrmann & Funes, 2005).

Cox2 es una proteina altamente hidrofébica, posee una masa molecular de 19,93
kDa, y esta formada por dos dominios alfa hélice insertados en la membrana interna
mitocondrial y un dominio globular (dominios N- terminal y C- terminal), ubicado en el
espacio intermembranal. El dominio globular forma parte del sitio de acoplamiento
para el citocromo ¢ y contiene un centro metalico Cuadinuclear encargado de captar
los electrones y de pasarlos a la subunidad Cox1 (Maréchal et al., 2011; Herrmann &
Funes, 2005).

En S. cerevisiae, Cox2 junto con la subunidad 6 de la ATP sintasa son las Unicas
proteinas sintetizadas como un precursor (Torello et al., 1996). El precursor de Cox2
presenta una presecuencia de 15 aminoacidos en el dominio N-terminal. Esta
presecuencia es reconocida por la proteina Oxal, encargada de la translocacién de
Cox2 en la MIM. Posterior a su translocacion, el precursor es proteolicamente
eliminado entre los aminoacidos 15 (N) y 16 (D) (Torello et al., 1996; Bonnefoy et al.,
2001).

Torello et al. (1996) eliminaron los codones correspondientes a la presecuencia de
COX2 de S. cerevisiae observando una disminucion en la acumulacion de Cox2, pero
no de los niveles de mRNA de COX2. Concluyeron que la presecuncia promueve la
traduccion y la insercién de Cox2 en la membrana interna mitocondrial (Torello et al.,
1996; Bonnefoy et al., 2001).
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5. Sintesis de proteinas mitocondriales en S.cerevisiae

Las sintesis de proteinas en la mitocondria de S. cerevisiaees es el resultado de la
coordinacion del genoma nuclear y mitocondrial. Casi todas las proteinas ribosomales
y todos los factores traduccionales estan codificados por el genoma nuclear, mientras
gue los RNAs ribosomales y los tRNAs estan codificados en el genoma mitocondrial
(Desai et al., 2017).

El ribosoma mitocondrial de S.cerevisiae tiene un coeficiente de sedimentacion de
74S. La subunidad pequefia (37S) consta del rRNA 15S y 34 proteinas y la subunidad
mayor (54S) consta del rRNA 21S y 44 proteinas (Herrmann et al., 2013; Desaiet al.,
2017). El genoma mitocondrial de S. cerevisiae contiene genes que codifican
Unicamente 24 tRNAs que corresponden para 20 aminoacidos. Los tRNAs reconocen
codones que difieren del codigo genético estandar; por ejemplo, el codon de paro UGA
codifica para triptéfano, el codén para isoleucina (AUA) codifica para metionina; y los
codones para leucina (CUA, CUC, CUG y CUU) codifican treonina. Por ultimo, cabe
mencionar que los tRNAs mitocondriales presentan una estructura secundaria peculiar
ya que no presentan la interaccion entre los brazos Dy T (Herrmann et al., 2013).

Los mMRNAs mitocondriales no presentan CAP ni cola poly (A), pero en su lugar
poseen regiones 5’ y 3’- UTR (untranslated regions) que varian en tamafio y pueden
llegar a tener cientos de nucleétidos. El mRNA con el 5-UTR mas corto es el de
COX2, que consta de 54 nucleétidos (Chacinska & Boguta, 2000; Costanzo & Fox,
1990). En comparacién con los mRNA de E. coli, los mensajeros mitocondriales
carecen de una secuencia Shine-Delgarno y en su lugar se propone la secuencia de
un octanucleétido (UAUAAAUA), junto con estructuras secundarias formadas en el
extremo 5’-UTR como los principales elementos para el reconocimiento del ribosoma
durante el inicio de la traduccion (Chacinska & Boguta, 2000; Herrmann et al., 2013;
Garcia et al., 2016; Ott et al., 2016). Sin embargo, alin no se ha demostrado la funcién
del octanucle6tido como Shine-Delgarno, asi como el mecanismo por el cual se lleva
a cabo el reconocimiento del mRNA por el ribosoma durante el inicio de traduccion
(Herrmann et al., 2013).

La traduccién se localiza en la MIM. Por lo tanto, durante la sintesis de proteinas
el ribosoma permanece unido a la MIM con ayuda Oxal, una translocasa encargada
de insertar proteinas en la membrana interna mitocondrial. Tiene un dominio C-
terminal de unién a ribosoma que facilita la interacciéon de la proteina naciente con la
membrana. Igualmente, Mbal es una proteina periférica de membrana que funciona
como receptor del ribosoma y la proteina Mdm38 coopera con Mbal en la union de

la subunidad mayor (Kuzmenko et al., 2014).
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Al igual que la citosolica, la sintesis de proteinas mitocondriales consta de cuatro
etapas: inicio, elongacion, terminacion y el reciclaje de ribosomas. En el inicio de la
traduccion se lleva a cabo el reconocimiento del codon de inicio (AUG o AUA) por
medio de activadores traduccionales, que interactian con la subunidad pequefia
ribosomal y con el extremo 5’-UTR del mRNA (Herrmann et al., 2013; Ott et al., 2016;
Gruschke & Ott, 2013).

Ademas de los activadores traduccionales, hay una serie de factores que regulan la
sintesis de proteinas mitocondriales. Entre ellos se encuentran el factor del inicio de la
traduccién mitocondrial 2 (mIF2), una GTPasa encargada de la seleccion del tRNA
iniciador (Met-tRNAMe") y de la unién de las subunidades mitocondriales igual que su
homologo en bacterias (IF2); y Aim23p, ort6logo del factor del inicio de la traduccion 3
(IF3) y encargado de la seleccién de los tRNAs y mRNAs, asi como del posicionar el
codon de inicio en el sitio P del ribosoma al mismo tiempo que previene la asociacion
prematura con la subunidad mayor del ribosoma (Kuzmenko et al., 2014).

En elongacion participan los factores EF-Tu y Mefl. EF-Tu es una GTPasa
encargada de hidrolizar una molécula de GTP, al mismo tiempo que un tRNA
aminoacilado es posicionado en el sitio A del ribosoma. Mefl es homdlogo del factor
EF-G y cataliza la translocacién del petidil-tRNA del sitio A al sitio P del ribosoma y el
factor de fidelidad Gufl, que actla catalizando la translocacién hacia atras de un
coddén, cuando el tRNA esta mal posicionado en el ribosoma (Chiron et al., 2005;
Herrmann et al., 2013).

Durante la terminacion, el reconocimiento del codén de paro se lleva a cabo por el
factor Mrfl. Finalmente, en el reciclaje de ribosomas estan involucrados los factores
RrF1, Mef2 y Aim23p (Herrmann et al., 2013). Cabe mencionar que, debido a la falta
de un sistema de traduccion mitocondrial in vitro ain se sabe poco acerca de los
factores involucrados en la sintesis de proteinas mitocondriales y de su mecanismo

de accién (Kuzmenko et al., 2014; Herrmann et al., 2013).

5.1 Regulacidon de la sintesis de proteinas mitocondriales

La regulacién de la sintesis de proteinas mitocondriales S. cerevisiae se lleva a cabo
por un grupo de proteinas codificadas en el genoma nuclear denominadas activadores
traduccionales. Cada mRNA mitocondriales reconocido por uno o mas activadores
traduccionales (Tabla 1) esenciales para la sintesis de proteinas. La eliminacién de
cualquiera de estos genes deriva en la pérdida de la fosforilacion oxidativa (Derbikova
et al., 2018). En la Tabla 1 se describen los activadores traduccionales especificos que

reconoce a cada mRNA mitocondrial asi como sus interacciones fisicas y genéticas.
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Tabla 1. Activadores traduccionales. mRNAs mitocondriales con sus respectivos
activadores traduccionales y sus interacciones genéticas y fisicas durante la sintesis de
proteinas mitocondriales en S. cerevisiae (modificado de Derbikova et al., 2018).

Tamanfo
Activador Interacciones Interacciones
MRNA del 5’-UTR _ . .
traduccional genéticas fisicas
(nt)
Cbsilp
Cbs2p Mitoribosoma
Cbplp
COB 954 5-UTR Tunel de salida
Cbp3p del mitoribosoma
Cbp6p y con Cobl
recién sintetizada
Pet309p MRNA de Cox1
Cox1 recién
5-UTR y parte o
MssS51p -~ sintetizado
codificante del mMRNA
COX1 461 Mam33p
5-UTR
Mss116p
Mitoribosoma
5-UTR y parte
COX2 54 Petllp .
codificante del mMRNA
Pet54p 5-UTR
COX3 613 Petl22p 5-UTR y mitoribosoma
Pet494 5-UTR
Atp22p
ATPS8- 5-UTR
308 0 883 Aep3p
ATP6
Smtlp 5-UTR
Aeplp MRNA
ATP9 168
Aep2p Probablemente 5’-UTR
VAR1 162 Sovlp

Se propone que los activadores traduccionales regulan la traduccion de diferentes
maneras: (1) reconocen el extremo 5’UTR de manera especifica; (2) interactuan con

proteinas ribosomales, tanto de la subunidad mayor como de la subunidad menor
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durante el inicio de la traduccion; (3) varios activadores traduccionales son proteinas
periféricas o integrales de membrana por lo que facilitan que la sintesis de proteinas
se lleve a cabo cerca de la membrana interna mitocondrial; (4) hay un nimero limitado
de activadores traduccionales en la mitocondria; y (5) en algunos casos se unen al
péptido naciente y permanece unido hasta que el complejo este ensamblado
(Herrmann et al., 2013; Gruschke & Ott, 2013).

Cuando el ensamblaje de algun complejo de la cadena transportadora de
electrones es bloqueada, ya sea por la falta de subunidades codificadas en el nucleo
o factores de ensamblaje de algunos activadores traduccionales, la subunidad
intermediaria es secuestrada Yy la sintesis de proteinas se detiene. Sin embargo, aun
se sabe poco sobre las funciones que realizan todos los activadores traduccionales
durante la sintesis de proteinas (Herrmann et al., 2013; Gruschke & Ott, 2013).

5.2 Regulacion de la sintesis de Cox2

La expresion del mMRNA de COX2 esta regulada por el activador traduccional Pet111,
una proteina PPR (pentatricopeptide repeat) anclada a la membrana interna
mitocondrial. EI extremo 5’-UTR de este mRNA forma una estructura secundaria de
tallo-bucle estable con los primeros 31 nucleétidos de la  region codificante. Se
propone que Petlll podria actuar modificando el tallo-bucle del mensajero, evitando
la formacién del duplex de tal manera que esta regidon sea monocatenaria y, por lo
tanto, accesible para que el ribosoma pueda reconocer el codén de inicio (Jones et
al., 2019).

También se piensa que dentro de los 31 nucle6tidos que forman la estructura de
tallo-bucle hay dos elementos de repuesta para la sintesis de Cox2, uno positivo y otro
negativo. El elemento de control positivo se encuentra dentro de los primeros catorce
codones correspondientes al péptido lider, de los cuales los codones 2 al 6 son
cruciales para que la traduccién se lleve a cabo. Por otro lado, el elemento de control
negativo se encuentra dentro de los codones 15-16 que forman un tallo-bucle que

inhibe la traduccién de Cox2 (Jones et al., 2019).

6 Antecedentes de sistemas de traduccién mitocondrial in vitro
Durante los afos 50’s, experimentos realizados por Hutin (1950), Keller et al. (1954) y
Mc Lean et al. (1958) demostraron que mitocondrias aisladas de higado de rata eran
capaces de incorporar aminoacidos radioactivos en proteinas recién sintetizadas en
estudios in vivo.

Posterior a esta propuesta surgid un debate sobre la sintesis de proteinas

mitocondriales in vitro. Se argumentaba que las proteinas obtenidas eran resultado de
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contaminacién por bacterias en el medio o por ribosomas citosélicos (Butow & Wood,
1978). La primera hipétesis fue debatida por los trabajos de Beattie et al., (1967),
guienes observaron que la cantidad de bacterias presentes no era significativa para la
incorporacion de aminoacidos radioactivos. La segunda hipotesis fue rechazada
mediante la incorporacion de cloranfenicol (CAP) y cicloheximida (CHX), antibiéticos
capaces de inhibir la sintesis de proteinas citosoélica, pero no la mitocondrial (Lamb et
al., 1968). Por otro lado, los ensayos de traduccion llevados a cabo en condiciones de
esterilidad y suplementados con antibiéticos como la penicilina seguian presentando
incorporacion de aminoacidos radioactivos (Beattie et al. 1967, Butow & Wood, 1978).

Posterior a estas publicaciones, Truman (1963) aislo fragmentos submitocondriales
con alta capacidad de sintesis de proteinas después de administrar aminoacidos
radioactivos en ensayos in vivo. También, mediante diferentes procedimientos con
digitonina, desoxicolato y etanol, obtuvo fracciones submitocondriales que
conservaban la cadena transportadora de electrones y la fosforilacién oxidativa activa
a diferentes niveles. Ademas observé que las fracciones que se asociaban a la MIM
presentaban mayor incorporacion de aminoacidos radioactivos. Con base en estos
estudios la sintesis de proteinas mitocondriales y biogénesis de este organelo se
convirtié en un campo ampliamente estudiado (Beattie et al. 1966).

Posterior a los estudios de la sintesis de proteinas mitocondriales in vivo se
comenzaron los intentos por desarrollar un sistema de traduccion in vitro. Entre los
primeros autores en proponer un lisado de traduccién in vitro estan Avandhani &
Butow (1972). Ellos reportaron el aislamiento de ribosomas y polisomas de Euglena
gracilis traduccionalmente activos en un lisado de traduccién heterélogo, ya que
contenia tRNAs y enzimas E. coli. Este trabajo concluyd que la traduccién mitocondrial
tiene naturaleza procarionte.

Blossey & Kiintzel (1972) reportaron un sistema acoplado de transcripcién y
traduccion hibrido in vitro en Neurospora crassa. Agregaron RNA polimerasa de E.
coli, para demostrar que los productos del DNA mitocondrial pueden ser transcritos
en mRNAs y a su vez traducidos en proteinas bajo un sistema submitocondrial in
vitro. En este trabajo s6lo se reportd la sintesis de cuatro proteinas con un peso
molecular de 11,000 -180,000 daltons.

Avadhani & Rutman (1974) aislaron mitocondrias de células de Ehrlich libres de
contaminacion citosoélica y traduccionalmente activas mediante lavados con digitonida.
El sistema fue suplementando el lisado con tRNAS de lavadura, factores
traduccionales de E. coli, ATP, GTP y un sistema regenerador de energia. Su sistema

obtuvo alta actividad de sintesis de poli (U), detectada con fenilalanina radioactiva,
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Pfisterer & Butow (1981) publicaron un sistema de traduccion mitocondrial in vitro
en Saccharomyces carlsbergensis, compuesto por ribosomas, tRNAs y mRNAS
mitocondriales. Compararon el rendimiento de la sintesis de proteinas al agregar
ribosomas, tRNAs, mMRNAS de E. coli y obtuvieron mayor sintesis de proteinas con
componentes mitocondriales en presencia 10 mM de Mg®* y 100 mM HN4CI.
Concluyeron que, debido a las caracteristicas distintivas del genoma mitocondrial, asi
como del aparato traduccional, el desarrollo de un sistema de traduccion in vitro podria
tener componentes especializados para cada organismo.

Dekker et al.,(1992) demostraron en un estudio de traduccion in vitro que la sintesis
de poli (U) en un sistema homdlogo in vitro en S. carlsbergensis era mucho mas
eficiente en comparacién a los sistemas de traduccion heterélogos reportados en
trabajos anteriores. A partir de estas observaciones intentaron desarrollar un sistema
de traduccién in vitro homoélogo mitocondrial, pero utilizaron un reportero mas
complejo, el mMRNA de COX2. Sin embargo, su sistema no funcioné. Su hipotesis fue
gue hubo un fallo durante el inicio de la traduccién en su sistema de traduccién in vitro
y, para comprobarlo, hicieron un experimento con formilmetionil-puromicina y un
trinucleiotido ApUpG, ribosomas mitocondriales, tRNAs aminoacilados y GTP.
Mediante este experimento concluyeron que toda la maquinaria del inicio de la
traduccion se unia de manera ineficiente, por lo tanto el ribosoma no era capaz de
reconocer el AUG de inicio.

Posterior estos estudios y durante los dltimos 50 afios, mediante bioguimica y
manipulacién genética, muchas proteinas y su papel en traduccién mitocondrial han
sido identificadas. Por ejemplo, durante el inicio de la traduccion se sabe que
participan mIF2 y Aim23p, ortélogos de los factores IF2 y IF3 en E. coli. La funcion
gue desempefian estos factores se infiere por la funcién que llevan a cabo en
procariontes, sin embargo, su funcién ain no se ha comprobada experimentalmente
en mitocondrias (Kuzmenko et al., 2014).

Entre las proteinas involucradas en el inicio de la traduccion estan los activadores
traduccionales. Se ha demostrado que activadores traduccionales interactian con el
extremo 5°-UTR y promueven la traducciéon de mRNAs especificos. Estos ayudan a
anclar el ribosoma a la MIM e interaccionan directamente con el péptido recién
sintetizado hasta que este se haya ensamblado correctamente en su complejo
respiratorio. Otras proteinas involucradas en el reclutamiento del tRNA iniciador son
Aep3p, Rsm28p, y Rdm9. En comparacion con los activadores traduccionales, estas
proteinas no interactian directamente con el mMRNA (Kuzmenko et al., 2014).

La Figura 1 resume en el tiempo el desarrollo de sistemas de traduccion

mitocondriales in vivo e in vitro.
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capaz de sintetizar traduccion traduccion manipulacion
proteinas mitocondrial in mitocondrial in vitro ~ 9eneticas estandar
vitro
Truman (1963) Avandhani &

Mayor incorporacion B_u'lo"‘{ (1972) Pfisterer & Butow S Y DOLUUS
de aminoacidos cerca aislamiento de (1981) NS>

de la MIM (in vivo) ribosomas y Dekker et al. (1992)

polisomas S. carlsbergensis

traduccionalmente
activos

Células Ehrlich, E. gracilisy
N. crassa

Figura 1. Linea de tiempo de trabajos reportados de intentos de sistemas de
traduccién mitocondrial in vivo e in vitro heter6logos en diferentes modelos de
estudio.

Los factores traduccionales, los activadores traduccionales son componentes
importantes en la traducciébn mitocondrial. Sin embargo, aun hay muchos otros
factores, proteinas y mecanismos que permanecen sin ser entendidos debido a la
falta de un sistema de traduccion in vitro (Lightowlers et al., 2014). El desarrollo de un
sistema de traduccion in vitro nos permitiria responder preguntas clave, como: ¢Cémo
reconoce el ribosoma el AUG de inicio?; ¢cual es la funcion que cumplen los

activadores traducciones durante el reconocimiento del AUG de inicio y su papel

durante toda ronda de traduccion?; ¢como interaccionan los activadores

traduccionales, el ribosoma y el mMRNA durante el inicio de la traduccion?; ¢qué otras
proteinas estan implicadas en la regulacion traduccional durante el inicio, la
elongacion, terminacion y el reciclaje ribosomal?

Basandonos en los trabajos antes mencionados, asi como de sus metodologias
publicadas, en esta tesis proponemos desarrollar un  sistema de traduccién
mitocondrial in vitro, alin no reportado en S. cerevisiae como modelo de estudio. Una
metodologia reproducible en este organismo seria muy Gtil, ya que es un modelo de
estudio muy importante, tiene un bajo costo, es de facil manejo experimental y
cuenta con muchas herramientas genéticas. Ademas se conoce su genoma completo,
del cual 30% de los genes implicados en enfermedades humanas pueden tener

ortélogos en el proteoma en humanos. También es uno de los modelos que mas ha
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sido estudiado experimentalmente en la regulacion de la expresion genética,
transducciéon de sefales, ciclo celular, metabolismo, apoptosis, desordenes
neurodegenerativos y otros procesos biolégicos. Ademas, es uno de los modelos con
muchas aplicaciones biotecnoldgicas en diferentes &mbitos como la investigacion, la
industria y salud publica (Karathia et al., 2011).
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JUSTIFICACION

El desarrollo de un sistema de traduccion in vitro en mitocondrias de S. cerevisiae nos
permitiria dilucidar diversos pasos de la traduccion mitocondrial y su regulacion.
También nos permitiria abordar preguntas relacionadas con el desarrollo de
enfermedades de origen mitocondrial como miopatias, diabetes, cancer vy

enfermedades neurodegenerativas.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un protocolo para obtener un lisado de traduccién in vitro en mitocondrias

de S. cerevisiae.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar si la traduccion mitocondrial depende del gradiente electroquimico

de protones mediante un ensayo de traduccion in organello.
*  Obtener un lisado mitocondrial traduccionalmente activo.

» Comparar condiciones experimentales reportadas de sistemas de traduccion in

vitro heterélogos y proponer un nuevo disefio experimental.

HIPOTESIS

El desarrollo de un lisado mitocondrial traduccionalmente activo dependera de
componentes homologos, asi como de condiciones Optimas de sonicacion,

concentracion de iones y temperatura.
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MATERIALES Y METODOS

En la seccién de Anexo se encuentran especificados todos los medios de cultivo,

amortiguadores, soluciones y reactivos usados en esta tesis.

Obtencion de la fraccidon mitocondrial cruda

La extraccion de la fraccion mitocondrial se modific6 de Diekert et al. (2001).
e Cultivo

Se parti6é de un precultivo de 10 ml en medio YPGal (10 g de extracto de levadura, 20
g bacto peptona, 20 g de galactosa y adenina) de la cepa YC133 de S. cerevisiae y se
dej6é incubando a 30°C con agitacion (200 rpm) por 2 noches. Posteriormente del
precultivo se tomaron 5 ml, se colocaron en un cultivo de un litro de medio YPGal y se
incubaron a 30°C en agitacion (200 rpm) por 19 horas hasta una O.D <1.0. En
promedio los cultivos se dejaron hasta una O.D. de 0.880 midiendo a una absorbancia
de 740.

e Extraccion de mitocondrias

Las células se centrifugaron a 4,000 rpm a 4°C por 5 minutos y se lavaron con agua
destilada dos veces. Las células se resuspendieron en el amortiguador TD (7 ml/g de
peso humedo); se incubaron durante 10 minutos a 30°C en agitacion (200 rpm) y se
centrifugaron a 3,300 rpm a 4°C por 5 minutos. El botén se resuspendié en el
amortiguador MPZ (7 ml/ g de peso humedo), se adicion6 zimoliasa-20T (3 mg/g de
peso humedo), se agité durante 60 minutos a 30°C, hasta formar esferoplastos.

A partir de este punto todo el protocolo se llevé a cabo a 4°C. Las células se
centrifugaron a 2,500 rpm por 5 minutos, posteriormente se resuspendieron en el
amortiguador Dounce (13.4 ml/g de peso humedo) y se rompieron los esferoplastos
con un homogeneizador y pistilo de vidrio estrecho. La muestra se centrifugé dos
veces a 3,300 rpm por 5 minutos (se recuper6 el sobrenadante), después a 12,000
rom por 12 minutos y se desechd el sobrenadante. El boton se lavdé en 2 ml de
amortiguador SEH, después resuspendié completamente en 8 ml del amortiguador. La
muestra con las mitocondrias se centrifugaron dos veces a 12,000 rpm por 12
minutos. Por Ultimo el boton se resuspendid en 300 pl de amortiguador SEH, se

hicieron alicuotas de 50 pl y se guardaron a -70°C.
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Cuantificacién de mitocondrias con el método de Lowry (Modificado Markwell et al.,

1978)

e Curva estandar de albumina de suero bovino (BSA)

Las curvas se realizaron con las siguientes cantidades de BSA a una
concentracion de 1 mg/ml: O pl, 10 pl, 20 pl, 40 pl, 50 pl, 60 pl, 70 pl, 80 pl, 90 ul,
100 pl. Posteriormente cada tubo se llevé a un volumen final de 1 ml con agua
esteril.

Las muestras con las mitocondrias se diluyeron 1:10 con agua estéril.
Posteriormente se colocaron las siguientes cantidades de la muestra: 10 pl, 20 ply
20 pl acadatuboy se llevé a un volumen final de 1 ml con agua estéril.

A cada tubo se le adicionaron 3 ml de la solucién C (100 volumenes de la
soluciéon A y un volumen de solucién B.), se mezclaron con vortex y se dejaron
incubar 10 minutos a temperatura ambiente. Después se agregaron 300 pl de la
solucién D (1 volumen de reactivo de Folin y un volumen de agua) y se incubo por
30 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, la OD de las muestras fue >1.0 la

cual se midi6é a una longitud de onda de 740 nm.

Cuantificacion de proteinas con el método de Bradford

Las cuantificaciones de proteinas de la fraccion mitocondrial y del lisado citosélico se
realizaron por el método colorimétria, con el reactivo de Bradford Protein Assay Dye
Ragent Concentrate (Bio Rad) Las cuantificaciones se realizaron por duplicado,
partiendo de una curva estandar con concentraciones conocidas de BSA (10 pg/ml, 25

pg/ml, 50 pg/ml, 65 pg/mly 80 pug/ml). Cada pozo se llevd a un volumen final de 500
pl.

Las muestras se diluyeron a una concentracion 1:500 con agua ultra pura destilada
MiliQ (Invitrogen). A cada pozo se le adicionaron 40 pl del reactivo de Brandford y se
mezclé cuidadosamente con la una micropipeta. La reaccion se dejé incubando 20
minutos y se midié en un espectrofotometro (BioTek) a una longitud de onda de 595

nm.
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Traduccién mitocondrial in organello (Modificado Herrmann et al., 2001)

Se partieron de 50 pg de mitocondrias de la cepa YC133 con la mutaciéon nucl. En 4
tubos de 1.5 ml se colocé el volumen requerido de mitocondrias, se llevé a un
volumen final de 100 pl con amortiguador SH; después se agregaron 55 pul de
amortiguador 1.5X oiTL. Las muestras se incubaron 5 minutos a 30°C; y se
mezclaron a cada minuto con pequefios golpes con los dedos.

Se agregaron 10 pCi (reactividad especifica 7.46 uCi) de [**S]- Metionina (METRIX)
a cada muestra y se dejaron incubando 17.5 minutos a 37°C y se mezclaron cada 5
minutos con pequefios golpes con los dedos. Se tomaron 20 pug de mitocondrias de
cada tubo (Pulso), se colocaron en un tubo nuevo; y se llevaron a un volumen final de
1ml con amortiguador SHP. Las muestras centrifugaron a 12,000 rpm; se les retir6 el
sobrenadante y se les agregaron 15 ul de amortiguador de carga 2X. Las muestras se
guardaron a — 70°C.

A los 30 pg de mitocondrias restantes se les aplicé una condicion experimental
diferente a cada tubo: 1) control negativo; 2) 2 ul de oligomicina (50 pug/ml); 3) 1 pl de
CCCP (0.1 mg/ml) y 4) 2 ul de oligomicina mas 1 pl de CCCP. Las muestras se
incubaron 17.5 minutos a 37°C mezclando cada 5 minutos con pequefios golpes con
los dedos; se tomaron 15 pl de la reaccion a los cuales se le colocaron 15 pl de
amortiguador de carga 2X y se guardaron a — 70°C.

Se corrid un gel de poliacrilamida al 16 % a 300 V por 2 horas. Las proteinas se
transfirieron a una membrana de PDVF (Millipore) con un tamafio de 7x15 cm; a 10 V
y a 158 mA por 1:5 h. La membrana se introdujo en un casete durante un dia; después
la sefal de radiactividad se detectd con el escaner Typhoon 700 (Amersham).

Como control de carga se us6 a la encima citrato cintasa y se hizo un Western blot,
como anticuerpo primario se usé anti citrato sintasa (Proporcionado por la Dra. Xochitl
Pérez Martinez) en una concentracion 1:1000 y como anticuerpo secundario se usé un
anti conejo a una concentracién 1:5000.

El revelado se llevo a cabo mediante la reacciéon de peroxidasa con el kit ECL
(Thermo Scientific). Para la reaccién se colocaron el reactivo 1 y el reactivo 2 en una
relacion 1:1; la membrana se colocé entre dos acetatos y se colocé en contacto con un

film (Kodak) durante 1minuto.
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Obtencién de la fraccién mitocondrial cruda, con medio YPG (Pfisterer & Butow, 1981)

e Cultivo.

Los cultivos se crecieron a partir de la cepa Yeast Foam (S. cerevisiae). Las células
se sembraron en una placa con medio sélido de YPD con y se incubaron toda la noche
a 30°C. Se tomo6 una asada del cultivo anterior; se inoculé en 5ml de YPG liquido y se
dej6 incubando una noche a 30°C en agitacién (200 rpm). Posteriormente se sembr6 1
ml del precultivo en 250 ml de medio YPG (4 matraces); el cultivo se incubo a 30° C en
agitacion (200 rpm) hasta una OD de 0.7 -1.4 la cual se midi6 a una longitud de onda
de 740 nm

e Extraccion de mitocondrias

Se separé el medio de cultivo de las células centrifugando a 4,000 rpm a 4°C por 5
minutos y se lavaron con agua destilada dos veces. Las células se resuspendieron en
el amortiguador TM (3 volimenes), se incubaron durante 15 minutos a 30°C en
agitacion (200 rpm) y se centrifugaron a 3,300 rpm a 4°C por 5 minutos. Las células
se resuspendieron en el amortiguador STE (3 volumenes); centrifugaron a 3,300 rpm a
4°C por 5 minutos. El botdn se respondié en amortiguador STE con 100 mM [-
mercaptoetanol (3 volimenes), también se adicion6 zimoliasa 20T (3 mg/g de peso
himedo) y se agitaron durante 60 minutos a 30°C, hasta formar esferoplastos.

A partir de este punto todo el protocolo se llevé a cabo a 4°C. Las células se
centrifugaron 3,500 rpm por 5 minutos. Posteriormente se resuspendierén en el
amortiguador STE (3 volumenes); se centrifugaron 3,500 rpm por 5 minutos; se
resuspendier6n en amortiguador STE pH 6.7 y se centrifugaron 3,500 rpm por 5
minutos.

Los esferoplastos se rompieron en amortiguador STEB (3 voliumenes) con un
homogenizador y pistilo de vidrio estrecho (20 veces). Las muestras se centrifugaron
dos veces a 1500 Xg por 10 minutos (se recuperd el sobrenadante); después se
centrifugaron a 13,000 Xg por 10 minutos y se desechd el sobrenadante. El boton se
lavd en 2 ml de amortiguador ATM, se centrifugd a 13,000 Xg por 10 minutos. Por
altimo, el botén se resuspendié en 300 pl de amortiguador STME; se hicieron alicuotas

de 50 pl y se guardaron a -80°C.
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Lisado citosolico

Los lisados citosodlicos se realizaron de acuerdo con Gonzalez (2016) con la cepa
silvestre Yeast Foam. Las células se sembraron en una placa con medio YPD y se
incubaron toda la noche a 30°C.Se tom6 una asada del cultivo anterior y se inoculé en
5ml de YPD liquido y se dejé incubando una noche a 30°C en agitacion (200 rpm).
Posteriormente se sembrd 1 ml del precultivo en 250 ml de medio YPD, el cultivo se
incubo a 30° C en agitacion (200 rpm) hasta una O.D. de 1 a una longitud de onda de
740 nm. Después las células se lavaron con agua bidestilada estéril y se centrifugaron
a 300rpm por 5 minutos a 4°C. Las células obtenidas se resuspendierén en 30 ml del
amortiguador Il y se centrifugaron a 600 rpm por 5 minutos a 4°C; el mismo
procedimiento se repitid tres veces mas. El botén de aproximadamente 2 g de peso
hamedo se resuspendié en 1 ml de amortiguador Il y fue colocado por goteo en un
mortero (previamente enfriado con hielo seco); cuando las esferas se congelaron, se
trituraron con el pistilo del mortero hasta formar un polvo fino. EI homogenado se
colocé en tubos de 1.5 ml y se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 minutos a 4°C, el
sobrenadante se colocé en una columna de exclusidbn molecular de plastico de 20
cm®, la cual previamente se prepar6 pesando 4g de Sephadex G-25 (Sigma) hidratado
en 30 ml de amortiguador de hidratacién durante 3 horas en agitacion (4rpm) a 4°C.
Finalmente se agregaron 10 ml de amortiguador de elucién, se colectaron fracciones

de 500 pl del lisado y se guardaron a -80°C.
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Geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)

Se realizaron geles de poliacrilamida para evaluar los ensayos de traduccion

mitocondrial in organello y la fraccion mitocondrial cruda, con los reactivos y en el

orden mostrados en las Tablas 2 y 3.

Tabla 2. Preparacion de geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) para evaluar el

ensayo de traduccién in organello. Los geles se prepararon

separador al 16% y el apilador al 4%).

alal 16% (gel

Gel separador Gel apilador
16% 4%
Acrilamida 30%
Bisacrilamida 0.3% g mi 050 M
Tris 2M pH 8.8 29ml -
Tris 2M pH 6.8 - 312.5 ul
SDS 20% 80 pl 25 ul
H20 4.87 ml 3.95 ml
TEMED 16 pl 5 ul
APS 10% 26.6 pl 50 pl

Tabla 3. Preparacién de geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) para evaluar la

fraccion mitocondrial cruda. Los geles se prepararon all5% (gel separador al

15% vy el apilador al 4%).

Gel separador Gel apilador
15% 4%
Acrilamida 30%
Bisacrilamida 0.3% >m 130u!
Tris 2M pH 8.8 1.87mi -
Tris 2M pH 6.8 - 64. 2 ul
SDS 10% 106 i 10 pl
H20 2.95 ml 2.78 ml
TEMED 10 pl 1l
APS 10% 16.6 pl 10 pl
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Western blot

Para comparar que la fraccion mitocondrial estuviera libre de componentes citosélicos,
se realiz6 un Western blot con el lisado citosolico y la fraccion mitocondrial. Para ello,
se parti6 de 1 ng de proteina tanto citosélica como mitocondrial. A una de las dos
muestras evaluadas de mitocondrias se le agrego 1 ml de amortiguador SHP y se
centrifugaron a 12,000 rpm a 4°C por 12 minutos.

Tanto a la muestra de lisado citosélico como las mitocondriales se les agregaron
10 ul de amortiguador de carga 2x (Laemmli) y se incubaron 5 min a 95°C. Las
muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 15% con amortiguador de corrida
y se dejaron corriendo a 130 V por 2 horas. Posteriormente las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa con amortiguador de transferencia a 30
V por 1 h.

El bloqueo de las membranas se llevé a cabo con 10 ml de solucién de bloqueo y
se dej6 incubando en agitaciéon durante 1 h. Después del bloqueo se puso el
anticuerpo primario; para las muestras mitocondriales se uso6 el anticuerpo anti citrato
sintasa en una dilucion 1:1000 y para las muestras citosolicas se us6 en anticuerpo
anti G6PDH (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa) en una dilucion 1:10,000. Los
anticuerpos primarios se dejaron incubando toda la noche a 4°C en agitacion.

Se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno con el amortiguador PBT y se
colocé el anticuerpo secundario. Para las muestras mitocondriales se usé el anticuerpo
anti conejo 1:5000 y para las muestras citosélicas se utilizé el anticuerpo anti ratén en
una dilucién 1:5000. Los anticuerpos se dejaron incubado 1 h y se realizaron 3
lavados de 15 minutos cada uno con el amortiguador PBT.

El revelado se llevo a cabo mediante la reaccion de peroxidasa con el kit ECL
(Thermo Scientific).Para la reaccién se coloco el reactivo 1 y el reactivo 2 en una

relacion 1:1. Por ultimo la bioluminiscencia se detect6 mediante un escaner C-DGIT.

Extractos mitocondriales

La metodologia para obtener los extractos mitocondriales se modificé de Shrestha et
al. (2012). Se parti6 de 2 mg de mitocondrias aisladas de la cepa YC133. Como
primer paso, se retir6 el amortiguador, centrifugando a 14,000 rpm a 4°C durante 5
minutos. Posteriormente, las mitocondrias se resuspendieron en amortiguador N
(20mM Hepes-KOH pH 7.4, acetato de potasio 60 mM, acetato de magnesio 3.5 mM,

DTT 1 mM e inhibidores de proteasas) y se sometieron a tres condiciones:

26



1. Output 1, duty cycle 10%, 6 pulsos 7 ciclos (sonicacion).
2. Output 5, duty cycle 40%, 6 pulsos 3 ciclos (sonicacion).
3. En un homogeneizador con pistilo de vidrio, 10 veces.

Por dltimo, los lisados se centrifugaron a 7,000 rpm a 4°C por 3 minutos y se

conservaron a -70°C.

Obtencion de tRNAs mitocondriales

Los tRNAs mitocondriales se extrajeron de acuerdo a Farnsworth et al. (2004) a partir
de 2 mg de mitocondrias de la cepa Yeast foam. Para obtener el RNA total se agreg6
1 ml de TRIzol (Ambion), se resuspendié con la micropipeta y se dej6é incubando 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron 20 pl de cloroformo
frio; la muestra se agit6 manualmente durante 15 segundos y se dej6é incubando 3
minutos a temperatura ambiente. Después se centrifugo a 12,000 Xg se recupero el
sobrenadante; se afadieron 500 ul de isopropanol, se incub6é 10 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugd a 12,000 Xg por 10 minutos.

El RNA total se resuspendié en amortiguador TE (100 mM Tris- HCI 6.8 y 1 mM
EDTA pH 8) y se agregaron 50ul de LiCl 5M para precipitar los RNAs pesados; se
recuperd el sobrenadante y los RNAs pequefios de precipitaron con isopropanol y
etanol al 70%. Los tRNAs mitocondriales se cuantificaron y se corrieron en un gel de

agarosa al 1% a 100 V durante 40 minutos.

Obtencion de plasmidos

Se partioé de colonias obtenidas en placas de medio LB de bacterias de la cepa DH5a
(E. coli) transformadas con los plasmidos pUC57 pRepoter2 y pUC57 pRepoter2LL. Se
tomé una asada de las colonias y se inocularon en 3 ml de medio LB con ampicilina
(100 pg/ml); los cultivos se dejaron creciendo durante 16 horas a 37°C en agitacion
(200 rpm). La extraccién de los plasmidos se realizé con el kit comercial E.Z.N.A.

Plasmid DNA mini kit, siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Restriccion / Linealizacion de los plasmidos

La restriccion de los plasmidos pUC57 pReporter, pUC57 pRepoter2 y pUC57
pRepoter2LL se llevd a cabo con la enzima BamHI de acuerdo a las siguientes

reacciones:
Plasmido pUC57 pRepoter, para una
reaccion de 40 pl
Amortiguador 10x 8 ul
Enzima BamHI 4 ul
DNA 110 ng
H-O llevar a 80 pl
Plasmido pUC57 pRepoter2, para Plasmido pUC57 pRepoter2LL, para
una reaccion de 40 pl una reaccion de 40 pl
Amortiguador 10x 4 ul Amortiguador 10x 4 ul
Enzima BamHlI 3.6 ul Enzima BamHI 4 ul
DNA 3600 ng DNA 4311 ng
H.O llevar a 40 pl H20 llevar a 40 ul

Las reacciones se dejaron incubando a 37°C por 3 horas y se verificaron mediante
un gel de agarosa (Bio-Rad) al 0.8% P/V en amortiguador TBE 0.5X y 0.5 ul de
bromuro de etidio (1 pg/ ul). Las muestras se prepararon adicionado amortiguador de
carga de Thermo Scientific, 6X DNA Loading Buffer y Gene Ruler 1Kb Plus Ladder
(Fermentas) como marcador de peso molecular. El gel se corrié a 120 V por 60

minutos.
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Purificacién de DNA a patrtir de un gel de agarosa

Los geles se expusieron a luz UV evitando el contacto directo. Para ello, el gel se
colocd sobre un vidrio transparente y la banda de interés se cort6 con una navaja
nueva. EI DNA plasmidico se extrajo del gel de agarosa y se proces6 con E.Z.N.A. Gel
Extraction kit (Omega Bio-Tek), siguiendo las instrucciones del fabricante. El DNA
obtenido fue eluido en 8 pl de elution buffer del kit y se cuantific6 en un
espectrofotdmetro Epoch (Biotek).

Transcripcion de los reporteros in vitro

e Transcripcion del gen reportero pReporter

La sintesis de mRNA del reportero pReporter se llevd a cabo mediante una

retrotranscripcion con la polimerasa RNA T7 de acuerdo con la siguiente reaccion de

PCR: Reaccion de transcripcion 50 pl: pRepoter
Amortiguador de trasncripcion 5X 10 pl
Enzima T7 RNA polimerasa 1.5l
GTP, ATP, UTP, CTP Mix 10 pl
DNA 2 ng
RNAsiIn 50 U
H.0 Llevar a 50 pl

Las reacciones se dejaron incubando durante 2 horas a 37°C. Posteriormente se

agregd DNAsa de acuerdo a la siguiente reaccion:

Amortiguador de DNAsa con MgCl . 6 pl
DNasa 2 ul
H.0 2 ul
Las reacciones se dejaron incubando 30 minutos a 37°C. Posterior al tiempo de
incubacién se agregaron 2 uyl de EDTA pH 8.0; se dejaron incubando durante 15

minutos mas a 37°C. Por ultimo, el mMRNA se purific6 mediante la técnica TRIzol-

Isopropanol y se corrié en un gel de agarosa al 1% durante 40 minutos a 100 V.
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e Transcripcion de los nuevos reporteros

La sintesis de mMRNA de los reporteros se realiz6 con el kit MAXIscript T7 (Ambion). Se
utilizaron 321 ng de DNA del reportero Repoter2 y 555 ng del reportero pRepoter2LL.

La transcripcion se llevé a cabo de acuerdo con la siguiente reaccion:

Reaccidn de transcripcion 40 pl: pRepoter2 Reaccién de transcripcién 40 pl:
Amortiguador de transcripcion 10X 4 pl PRepoterzLL
Enzima T7 Mix 4 ul Amortiguador de transcripcion 10X 4 pl
GTP 4 pl Enzima T7 Mix 4 pl
UTP 2.l GTP 4l
ATP 2 ul UTP 2 ul
CTP 2 ul ATP 2 ul
DNA 321 ng CTP 2ul
H20 Llevar a 40 pl DNA 555 ng
H20 Llevar a 40 pl

Las reacciones se incubaron 3:45 h a 37°C, pasado este tiempo se agreg6 1 ul de

TURBO DNase incluida en el kit y dejé incubando 15 minutos mas a 37°C.

e Purificacion de mRNA
La purificacion del mRNA se llevdé a cabo con el kit RNase y Minielute Claeanup
(Qiagen). Las muestras se pasaron por una columna de silice RNeas y Minelute spin

Column (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Determinacion de la integridad de mRNA

Para ver la integridad del mRNA se realizaron geles de agarosa al 1.2% P/V con
amortiguador TBE 0.5X (preparado con agua DEPC) y 0.5 ul de bromuro de etidio (1
pg/ul). Las muestras se prepararon adicionado amortiguador de carga (Ambion),
Loading Buffer Il y se utiliz6 Gene Ruler 1Kb Plus Ladder (Fermentas) como marcador

de peso molecular. Los geles se corrieron a 90 V por 1:20 h.
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Traduccioén in vitro

Los ensayos de traduccion in vitro se realizaron probando los extractos mitocondriales
de la cepa YC133 (nucl). Las reacciones se llevaron a cabo agregando los siguientes

componentes:

Tabla 4. Reactivos y concentraciones utilizadas los ensayos de
traduccion mitocondrial in vitro.

Concentracion final
(1 reaccion 10 pl)

Hepes KOH pH 7.4 200 mM
DTT 1 mM
Aminoacidos 0.6 mM
Acetato de Magnesio 3.5mM
Fosfoenol piruvato 3.5mM
Cicloheximida 1yl
RNasa out 1U/ul
Extracto mitocondrial 50% de la reaccion
ATP 1mM
GTP 0.03 mM
tRNAs ~60 ng
Piruvato cinasa 20 mg/ ml
MRNA 20 ng
[*°S]-Metionina 5 ng/ul

Las reacciones se incubaron durante 2 h a 25°C. Posteriormente, se agregaron 10
pl amortiguador de carga (10 pl de B- mercaptoetanol 5X a 100 ul de amortiguador

Laemmli 2X) y se incubaron a 65°C por 5 minutos.
e Slot blot

El Slot blot se llevé acabo activando una membrana de PDVF con amortiguador al
80% (20 ml de etanol al 100% y 80 ml de amortiguador de corrida 1X). Los pozos se

lavaron con 500 ul de amortiguador al 80%, se cargo toda la reaccion de traduccion in
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vitro y se adhirié la muestra a la membrana con vacio. Posteriormente, la membrana
se lavo con 300ul de amortiguador al 80%.

Las membranas se lavaron con etanol al 100% durante 10 segundos y se dejaron
secar. Se cortaron solo los fragmentos donde la muestra se queddé adherida a la
membrana y colocaron en frascos de vidrio con 1 ml de Ultima Gold LSC Cocktalil
(Sigma) y la seiial de [**S]- Metionina se cuantificé en el analizador de centello Tri-
Carb 2910 TR (Perkin Elmer).
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RESULTADOS

La traduccion mitocondrial no depende del gradiente electroquimico de la

membrana mitocondrial.

La mitocondria es un organelo encargado de sintesis de ATP mediante la fosforilacion
oxidativa. Posee su propia maquinaria traduccional que se encarga de la sintesis de
proteinas altamente hidrofébicas que forman parte de complejos respiratorios de la
cadena transportadora de electrones y de la ATP sintasa.

La sintesis de proteinas se localiza muy cerca de la membrana interna mitocondrial,
gue con ayuda de las proteinas Oxal y Mbal reclutan al mitoribosma cerca de la
membrana interna mitocondrial. Estudios previos han demostrado que el ribosoma
permanece anclado a la membrana interna mitocondrial incluso en ausencia de Oxa 1
y Mba 1, Ilo que indica que probablemente haya mas proteinas o fuerzas
electrostaticas implicadas en esta interaccion (Pfeffer et al., 2014; Liu & Spremulli,
2000).

Aunado a esto una de las principales funciones de la mitocondria es generar un
gradiente de protones para la sintesis de ATP, aunque este gradiente de protones
también se usa para otros procesos como la importacion de proteinas, el transporte de
sustratos como calcio, de moléculas pequefias cardas como el ATP, ADP y fdsforo
inorganico, asi como su participacion en la actividad de diferentes enzimas (Alberts et
al., 2002).

Por lo tanto, en este trabajo se quiso probar si la traduccion mitocondrial es un
proceso que depende del gradiente de electroquimico de protones de la membrana
interna mitocondrial, ya que al realizar un lisado de traduccién mitocondrial se rompen
tanto la membrana externa como interna y con ellas el gradiente electroquimico vy
probablemente es por ello qgue no se ha podido realizar un sistema de traduccién
mitocondrial in vitro.

Para probar si la traduccién mitocondrial depende del gradiente electroquimico de
protones se realiz6 un ensayo de traduccién in organello con carbonilcianuro-m-
clorofenilhidrazona (CCCP) y oligomicina (Figura 2). EI CCCP es un protonéforo que
disipa el gradiente de protones y con ello la sintesis de ATP (Woronowicz et al., 2015).
Cuando esto ocurre, la ATP sintasa también puede funcionar como una bomba de
protones accionada por ATP, iniciando su accién de hidrolasa girando en direccion
contraria y por lo tanto hidrolizando ATP y simultdneamente translocando protones al
espacio intermembranal (Woronowicz et al., 2015).

La oligomicina es un antibidtico que inhibe la sintesis de ATP actuando sobre la

subunidad Fo de la ATP sintasa bloqueando la translocacion de protones (Woronowicz
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et al., 2015). De esta forma, para poder desarrollar un sistema de traduccion
mitocondrial in vitro se espera que en presencia de CCCP y oligomicina la traduccién
mitocondrial no se vea afectada.

Para el ensayo de traduccion in organello, se trabaj6 con mitocondrias aisladas
enteras traduccionalmente activas. Las mitocondrias se resuspendieron en un
amortiguador con todos los componentes necesarios para que se lleve a cabo la
traduccién mitocondrial (aminoéacidos, fosfoenol piruvato, GTP, ATP, Magnesio,
potasio, piruvato cinasa) y se dejaron incubar 3 minutos a 30°C.

Posteriormente se agregd metionina radioactiva y de dej6é incubando 2.5 minutos,
para permitir la entrada de todos los componentes a la matriz mitocondrial, como el
ATP (Alberts et al., 2002) ya que la entrada de estos componentes depende del
gradiente de protones. A este tiempo le llamaremos pulso. Finalmente a cada tubo se
le agregaron diferentes condiciones, oligomicina o CCCP vy se dej6é incubando por

17.5 minutos como se muestra en el siguiente diagrama.

200 pg de mitocondrias enteras
mas
aa, ATP, GTP, PEP, PK, Magnesio

Incubar 5 min a 30°C

25 pCi de [**S]-metionina
|
Incubar 2.5 min a 30°C

_— —

Condicién Pulsos

. CCCP 20 ug de
- Oligomicina proteina

Incubar 17.5 min a
30°C

Diagrama del ensayo in organello. En este diagrama se muestra la estrategia
experimental utilizada para mostrar la dependencia del gradiente electroquimico
y la sintesis de proteinas mitocondriales utilizando el antibiético oligomicina y al
desacoplante CCCP.
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La Figura 2A muestra un autoradiografia del ensayo in organello, en el que
podemos observar que al tratar a las mitocondrias solo con oligomicina la sintesis de
proteinas disminuye (carril 4). Por otro lado, al tratar con CCCP (carril 6) la sintesis de
proteinas es similar nuestro control positivo, donde las mitocondrias no recibieron
tratamiento (carril 2), sin embargo, en algunas proteinas se pude ver una ligera
disminucion en su sintesis, como en Var 1, Cox 1y Cox 3.

Para ver si la diminucion en la sintesis de estas proteinas con CCCP es
estadisticamente significativa, se realiz6 una densitometria y una t de Student (p value
< 0.05) para ver si la diferencia es estadisticamente significativa (Figura 2B). La
prueba indica que hay diferencia en la sintesis de Varl y Cox1, pero no en la sintesis
de Cox2, Cox3, Cytb.

Podemos concluir que la sintesis de las proteinas Cox2, Cox3 y Cytb no depende
del gradiente electroquimico generado por la cadena transportadora de electrones,

pero la sintesis general de proteinas si depende del suministro de ATP.
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® Sin condicién m CCCP

Figura 2. Ensayo de traduccién in organello con CCCP y oligomicina. A) Las
mitocondrias fueron incubadas con el amortiguador 1.5X 0iTL, durante 2.5 minutos
(pulsos: carriles 1, 3, 5 y7) y durante 17.5 minutos con [*®*S]-metionina méas oligomicina
(carril 2), CCCP (carril 6) y oligomicina mas CCCP (carril 8). Como control de carga se
hizo una inmureplica tipo Western blot contra citrato sintasa (CS). B) Densitometria
comparando la sintesis de proteinas mitocondriales sin tratamiento y con CCCP, las
barras representan el error estandar, la diferencia se determiné a partir de triplicados
con de la prueba t de Student.
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Traduccién mitocondrial in vitro

El método de lisis es uno de los puntos mas importantes en un sistema de traduccion
in vitro. Por lo tanto, para hacer el lisado mitocondrial, se probaron 3 extractos
obtenidos bajo tres condiciones de lisis: sonicacion alta, sonicacion baja y
homogenizando. El disefio del amortiguador se basé en algunos de los componentes
y concentraciones generamente utilizados en un sistema PURE (Protein synthesis
Using Recombinant Elements). Cada extracto se suplementd con tRNAs
mitocondriales (Figura 3), aminoacidos, magnesio, DTT, ATP, GTP, fosfoenolpiruvato,
piruvatocinasa y controlando el pH del medio (Tabla 4).

RNA
total tRNAs pb

1000

500

—
tRNAs 100

Figura 3. Extraccion de tRNAs mitocondriales. Gel de agarosa al 1% que
muestra la extraccion del RNA total (1218 ng/pl) mediante el método Trizol-

isopropanol. La separacién de tRNAs (25 ng/ pl) de los RNAs grandes se llevo a
cabo precipitando con LiCI 5 M.

Para la deteccion de sintesis de proteinas mitocondriales de novo, se disefié un
MRNA reportero (Figura 4). Este reportero cuenta con 282 pb, un promotor T7 vy
codifica en cada marco de lectura un epitope deferente (HA, FLAG y V5). En la Figura
4B se muestra que el plasmido con el gen reportero es capaz de transcribir in vitro un
MRNA del tamafio esperado.
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Cfr101 180
Eco311 1790.
Eam11051 1718

Promotor T7 HA

TAATACGACTCACTATAGATGAATGAATGTATATATATTGGTGGTGGTTATCCATATGATGTTCCTGATTATGCTTATATATATATATGGTGGTGGTGAT < 100
Y I 6 G G Y P YDV PDUYAYTIVYTIWWUWUWL
Yy I LVvvVVIHMMYPFILTIMTILIYTIYSGSGGD
I RLTTIDEWMYTIYWWWTU LS IWUCSWILOCULYTIUYMUVVVI
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Figura 4. Disefio del gen reportero. A) El gen reporterose encuentra en el plasmido
pUC57 mide 282 pb, codifica para un promotor T7 y codifica tres epitopes (HA, FLAG y
V5), cada uno en un marco de lectura diferente. B) transcripcion in vitro del gen
reportero. Carril 1) DNA molde linearizado con Xbal; Carril 2) el DNA linearizado se
transcribié con la RNA polimerasa T7 por 2 h; Carril 3) la reaccién se traté con DNasal
durante 30 min.

En la Figura 5, se muestra la incorporacion de metioninas radiactivas durante la
sintesis de proteinas de novo en los tres extractos mitocondriales de dos experimentos
independientes, como molde de utilizo el mMRNA reportero de la Figura 4. En la Figura
5 A se observa mayor sintesis del mRNA reportero con sonicacion alta, sin embargo,
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podemos observar que los controles negativos (sin mRNA) presentan mas cuentas por
minuto que en los controles positivos.

En la Figura 5 B, se observé mayor incorporacién de metioninas radioactivas en el
extracto obtenido mediante homogenizaciéon. Sin embargo, igual que en la Figura 5A,
en sonicacion baja hay mayor incorporacion de metioninas radioactivas en los
controles negativos que en los controles positivos. Este patrén se observé en otros
ensayos de traduccion realizados bajo las mismas condiciones.

Para ver si habia diferencias significativas entre las condiciones con y sin el
reportero, se realizé una prueba t de Student (p value <0.05). Con esta prueba
estadistica se determind que no hay diferencia estadisticamente significativa entre
ambas condiciones. Por lo tanto, pensamos que el ribosoma no esta reconociendo al
reportero y que la sintesis de proteinas podria estar ocurriendo a partir de mRNA
enddgeno ya que la sintesis de proteinas mitocondriales depende del extremo 5’-UTR
del mMRNA. Pero no sabiamos si la traduccién era llevada a cabo por ribosomas

mitocondriales o citosélicos presentes en los extractos mitocondriales.
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Figura 5. Ensayo de traduccion in vitro con tres métodos de lisis de dos
experimentos independientes. Cuentas por minuto (CPM) de incorporacion de
[*®*S]- metionina. Se observan mayores CPM con sonicacién alta en A y en B con
homogenizacion con el reportero. A y B presentan mayores CPM sin el reportero con
sonicacioén baja (A y B) y homogenizacion (A). Para cada condicion se hicieron 3
repetidos y se analizaron con la prueba t de student (p value <0.05), donde n.s. hace
referencia a que no hay diferencia estadisticamente significativa.
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Para descartar la posibilidad de que el mRNA se estuviera transcribiendo por
ribosomas citosoélicos y asegurarnos que la incorporaciéon de metioninas radioactivas
era debido a la sintesis de proteinas mitocondriales, agregamos a los tres extractos
puromicina, un antibiético que inhibe la traduccion mitocondrial y cicloheximida, que
inhibe la traduccioén citosolica y como molde, usamos el mRNA reportero de la Figura
4. En la Figura 6 se pude observar que al agregar puromicina la incorporacién de
metioninas radiactivas disminuye a comparacion con los extractos con cicloheximida,
en sonicacion baja y sonicacion alta. La prueba estadistica t de student (p value <0.05)
nos indic6 que con sonicacion baja y con el homogenizado no hay diferencia
significativa. Sin embargo, si hay diferencia significativa con sonicacion alta con
cicloheximida y puromicina. Podemos concluir que hay sintesis de proteinas de

origen mitocondrial, con sonicacién alta sin embargo es poco eficiente.
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Sonicacion baja Sonicacion alta Homogenizado
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@ mRNA+CHX & mRNA+ puromicina
p<0.05

Figura 6. Ensayo de traduccién con cicloheximida (CHX) y puromicina. CPM de
incorporacion de metionina La incorporacion de [*®*S]-metionina, probando tres
diferentes condiciones de lisis y los antibiéticos CHX y puromicina. Se observan
diferencias significativas con sonicacion alta. Para cada condicion se hicieron 3
repetidos y se analizaron con la prueba t de student (p value <0.05), donde n.s. hace
referencia a que no hay diferencia estadisticamente significativa
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Metodologia propuesta para el desarrollo de un sistema de traduccion

mitocondrial in vitro en S. cerevisiae.

Mediante los ensayos de traduccion in vitro mostrados anteriormente podemos inferir
gue hay traduccién mitocondrial. Sin embargo, la sintesis de proteinas ocurre de
manera muy ineficiente. En teoria y con las observaciones del apartado anterior, un
lisado de traduccién contiene los elementos necesarios (ribosomas, tRNAs
aminiacilados, factores de iniciacion, elongacion, terminacion, enzimas metabdlicas,
chaperonas etc.) activos para la sintesis proteinas. Sin embargo, en un sistema de
traduccion in vitro es necesario suplementar el lisado con componentes como
aminoacidos, nucleétidos, DNA o mRNA de la proteina de interés, un sistema
regenerador de energia, y sales que nos ayudan a mimetizar la matriz mitocondrial
para obtener una mayor eficiencia en la sintesis de proteinas (Carlson et al., 2012).

En esta tesis se realiz6 una busqueda bibliografia de sistemas de traduccion
mitocondrial in vitro heterdlogos reportados en diferentes especies y con base en ellos
se disefid una metodologia experimental para la sintesis de proteinas en S. cerevisiae.
En la Tabla 5 mostramos el resultado de esta busqueda.

Como primera propuesta y de acuerdo con Pfisterer & Butow (1981), se propone
crecer 10 L de cultivo con la cepa Yeast foam, a 30 °C a una O.D. + 1.0 midiendo a
una absorbancia de 740. Esto con el fin de enriquecer componentes esenciales y
limitados para la traduccion mitocondrial como factores y activadores traduccionales
(Tabla 6).

S. cerevisiae es un organismo aerobio facultativo, que en presencia de glucosa
prefiere fermentar en lugar de utilizar oxigeno. En estas condiciones reprime genes
respiratorios (Gancedo, 1998). Por esta razon las levaduras se cultivaron en YPG, un
medio respiratorio con 20% glicerol; bajo estas condiciones garantizamos que las
células son completamente dependientes de la expresion de los genes mitocondriales
y por lo tanto de la sintesis de proteinas en este organelo. Ademas, las mitocondrias
cultivadas en este medio son mas resistentes al dafio mecanico durante el proceso de
extraccién, por lo que es mas facil aislarlas sin contaminacion citosélica (Linnane &
Lukins, 1975).

Proponemos realizar la extraccibn de mitocondrias siguiendo la metodologia de
Pfisterer & Butow (1981) con algunas modificaciones: por ejemplo, cultivar las
levaduras en medio YPG y crecerlas a una O.D. 0.7-1.4 midiendo a una absorbancia
de 740. Formar los esferoplastos con Zimoliasa 20 T y romper las células con un

homogeneizador de vidrio
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Tabla 5. Sistemas de traduccién mitocondrial in vitro heter6logos publicados. Resumen de
componentes utilizados en sistemas de traduccién mitocondrial in vitro heterélogos en Saccharomyces
carlsbergensis, Neurosporacrassa, Mus musculus, Bostaurus y Euglena gracilis.

Parametro Mamifero Protista Hongo
Referencia Takemoto et al., Avadhani & Pfisterer & Butow, Blossey & Kiintzel,
o ) Narayan et al., 1974 Dekker P., 1993
bibliogréfica 2009 Butow, 1972 1981 1972
Sistema In vitro In vitro In vitro In vitro In vitro In vitro
) B Saccharomyces Saccharomyces
Organismo Mus musculus Bos taurus Euglena gracilis . ) Neurosporacrassa
carlsbergensis carlsbergensis
Lisis celular - Sonicacion Esferas de cristal Prensa francesa Sonicacion Sonicacion
Lisis 0.3% desoxicolato | 0.5% desoxicolato L
. . - - i . Sonicacion -
mitocondrial de sodio de sodio
H 30mM Tris-HCI 50mM Tris-HCl 50mM Tris-HCl 30mM Tris-HCl 50mM Tris-HCl
P pH 7.5 pH 8.5 pH 7.6 pH7.8 pH 8.0
Temperatura 35°C 37°C 37°C - 30°C 37°C
Tiempo (min) 30 30 30 60 30 60

K+ 120mM Cloruro 30mM cloruro 25 mM cloruro 100 mM cloruro - 50 mM cloruro
Mg2+ 15mM acetato 7mM Cloruro - 10mM acetato 15mM acetato 11mM acetato
NH4+ - - - 100mM Cloruro 60mM Cloruro 100mM cloruro
B-ME mM - - - - -

Radiactividad

[3H]-Fenilalanina

[14C] Phe- tRNA

[14C]-aminoéacidos

[35S]-Metionina

[3C]-Fenilalanina

[12C]-aminoéacidos

mRNA/Reportero Poly (U) Poly (U) 80ug de RNA total imM pé)gx(sz) [12C]-aminoéacidos
0.8- 1.5mM . . .
tRNA Levadura E.coli 10ug (E. coli) 0.1nmol/ml 0.6 mg/ml (E.coli)
1mM
DTT - - 2mM - 1mM
Espermidina - 1mM - - - )
ATP 0.5mM - 0.0015M 1mM - 4amM
GTP 0.1mM 0.5mM 0.003 M 20uM 1mM 2mM
Sistema
20 ug/ml PK

regenerador de 3mM PEP 2U/ml PK 0.006M - - 5mM PEP

energia
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Para obtener una mayor incorporacion de [**S]-metionina en un sistema in vitro, la
composicion idnica es muy importante. Uno de los iones méas abundantes en la célula
es el potasio. En sistemas procariontes el potasio es importante para el plegamiento
de las proteinas, ya que disminuyen la repulsién de cargas. La sintesis de proteinas
en estos sistemas tiene altos requerimientos de cloruro de potasio (KCI), en
concentraciones alrededor de 60-120 mM (Butow & Wood, 1978). Ademas, cabe
destacar que en las metodologias publicadas (Tabla 5) se utilizan cloruros. Por ello en
esta tesis proponemos remplazarlos por acetatos ya que de acuerdo con Gonzéalez
(2016) los cloruros inhiben la traduccion durante la iniciacion, debido a que se unen a
la subunidad pequefia evitado la unién del mMRNA cuando se usan concentraciones por
encima de 50 mM. Por lo tanto, es muy importante determinar las concentraciones
Optimas de potasio (Jackson, 1991; Gonzalez, 2016). Para ello, proponemos hacer
una curva de concentracion probando 0, 50 y 100 mM de acetato de potasio.

Otro de los componentes mas importantes en la célula es el magnesio. Este ion
actla estabilizados grupos cargados negativamente como los grupos fosfato en los
acidos nucleicos y como confactor de muchas enzimas, especialmente aquellas que
requieren ATP para su funcionamiento, como es el aminoacil tRNA sintetasa (Pilchova
et al., 2017).

El magnesio también es necesario para la asociacion de las subunidades
ribosomales. Por ejemplo, en E. coli se necesitan concentraciones de magnesio por
arriba de 15mM para que se forme el complejo 70S. Por otra parte, bajas
concentraciones de este ion promueven el reciclamiento de los ribosomas ya que a
una concentracion 1mM se disocia el complejo 70S (Nierhaus, 2014). Estudios indican
gue en la traduccion mitocondrial se requiere una concentracién del ion magnesio 5-
10 mM (Butow & Wood, 1978), por lo que para el lisado proponemos usar una
concentracion de 10 mM de magnesio.

La temperatura es uno de los principales parametros que determina una mayor
tasa de sintesis de proteinas, asi como el correcto plegamiento y la funcionalidad de la
proteina recién sintetizada. La temperatura o6ptima para la traduccién in vitro
mitocondrial reportada va de los 30°C a los 37°C (Butow & Wood, 1978). Sin embargo,
estas temperaturas estan reportadas para mamiferos, protistas y hongos filamentosos.
Por lo tanto, se propone hacer una curva de temperatura de los 25°C a los 30°C, para
definir la temperatura 6ptima de sintesis de proteinas en S. cerevisiae.

Por ultimo, para monitorear la sintesis de proteinas se propone utilizar los genes
Reporter2 y Reporter2LL como reporteros, los mapas de ambos genes se muestran en

la Figura 7.
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Figura 7. Mapa de los genes reporteros. A) Gen Reporter2. Codifica el extremo
5-UTR de COX2 y un dodecamero en el extremo 3’-UTR importantes para la
traduccion y estabilidad del mRNA. B) Gen Reporter2LL. Este gen no posee el
extremo 5’-UTR ni el dodecamero en el extremo 3’-UTR. Ambos genes codifican
metioninas (en rojo) y los epitopes HA, FLAG y V5 en los tres marcos de lectura.
Ademas, contienen tripletes TGA que en el codigo genético estandar son codones

de paro pero en el codigo genético mitocondrial codifican para triptéfano (en azul).
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Ambos genes codifican un promotor T7, un codén de inici6 (AUG), un codon de
termino (UAA) y tripletes TGA en los tres marcos de lectura, que codifican paro en la
traduccion citosdlica, pero en el cddigo genético mitocondrial codifican para triptéfano.
Estos codones UGA se incluyeron para evitar el uso de antibiéticos como
cicloheximida, que se disuelve en etanol y podria inhibir la sintesis de proteinas.

Para detectar la posible sintesis de proteinas en alguno de los tres marcos de
lectura, este gen reportero codifica para tres epitopes diferentes (HA, FLAG y V5), uno
en cada marco de lectura, y que seran detectados por Western blot. Ademas, codifica
para metioninas para posibilitar una mayor incorporacion de [*S]-Metionina al péptido
naciente, lo que facilitaria la cuantificacion (CPM) del reportero en un ensayo de
traduccion in vitro.

Los reporteros también presentan caracteristicas distintivas del gen mitocondrial
COX2, el cual se observo que su traduccion no se ve afectada cuando se rompe el
gradiente de protones (Figura 2). El gen Reporter2 sera nuestro control positivo, mide
348 pb, posee el extremo 5-UTR de COX2, esencial para el reconocimiento de
Petll1l, y un dodecamero involucrado en procesamiento, estabilidad y traduccion del
MRNA (Butow et al., 1989). Por otra parte, el gen Reporter2LL mide 294 pb, no
posee el extremo 5-UTR de COX2 ni el dodecamero y funcionard como nuestro

control negativo.
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Tabla 6. Resumen de las condiciones propuestas en esta tesis para el establecimiento de un

sistema de traduccién mitocondrial in vitro en S. cerevisiae.

Parametro

Condicién utilizada

Condiciones propuestas

Referencia

Medio de cultivo

YPGal

YPG

Gacedo, 1998;
Linnane & Lukins,1975

Lisis celular

Homogeneizador de vidrio

Homogeneizador de vidrio

(Dounce)

Lisis mitocondrial

Sonicacion/ Homogeneizador

de vidrio

Sonicacion alta

pH 200mM Hepes KOH pH 7.4 30mM Tris-acetatopH 7.8 Pfisterer & Butow, 1981
Temperatura 25°C 25°C- 30°C
Tiempo (min) 120 60 Pfisterer & Butow, 1981
Butow & Wood, 1978; Pfisterer &
K* - 0, 50,100mM acetato Butow, 1981
Butow & wood, 1978
Mg2* 3.5mM 10mM acetato
Reporter
Reportero Genes Reporter2 y Reporter2LL
60ng Spirin & Swartz, 2008
tRNA 10 ug
0.6mM Spirin & Swartz, 2008
DTT 2mM
1mM Spirin & Swartz, 2008
ATP imM
0.03 mM Spirin & Swartz, 2008
GTP 20uM
Sistemaregenerador de 20ug/ml PK 20ug/ml PK
energia 5mM PEP SmM PEP

Como parte de la primera propuesta las fracciones mitocondriales se aislaron de

acuerdo a Pfisterer & Butow (1981), con algunas modificaciones. Las células fueron

crecidas en medio YPG con 2 % glicerol, hasta una O.D. 0.7-1.4, midiendo a una

absorbancia de 740. Los esferoplastos se formaron con zimoliasa 20 T y se rompieron
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con un homogeneizador de vidrio. Con esta modificaciones se obtuvo la fraccion
mitocondrial libre de contaminacién citosélica en una concentracion de 1.918 mg/ mli

de mitocondrias (Figura 8).
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Figura 8. Extraccién de la fraccion mitocondrial con la metodologia modificada
de Pfisterer & Butow (1981). Western blot contra citrato sintasa (CS) y contra
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) para corroborar que o hay contaminacion
citosolica en la fraccion mitocondrial. En esta tesis se corrieron dos fracciones
independientes (1 y 2) de la fraccién mitocondrial.

También se transcribieron in vitro los reporteros Reporter2 y Repoter2LL utilizado
para su obtencion ala T7 RNA polimerasa (Figura 9). Para el reportero Reporter2 se
obtuvo una concentracion de mRNA de 172 ng/ul vy para el reportero Repoter2LL se

obtuvo una concentracién de mRNA de 174.32 ng/ul.
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Figura 9. Transcripcion in vitro de los genes reporteros. El mRNA se obtuvo en
una concentracion final de 172 ng/ul para el gen pRepoter2 y 174.32 ng/ul para el

gelpRepoter2LL.

En esta tesis solo logro llegar hasta este punto de la nueva metodologia propuesta,
debido a la falta de tiempo, reactivos y espacio para su demostracion experimental.
Sin embargo hasta este punto hemos observado que bajo nuestras primeras
condiciones si hay traduccion mitocondrial in vitro y se espera en un futuro poder

comprobar experimentalmente las bases tedricas sentadas en esta tesis.
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DISCUSION

En teoria, deber poder establecer un sistema de traduccién in vitro de cualquier
organismo a partir de un lisado, ya que este contiene todos los componentes
macromoleculares necesarios como ribosomas, tRNAs, amino tRNA sintetasas, ATP,
GTP vy factores de inicio, elongacién y terminacion (Carlson et al., 2019; Gonzélez,
2016). Aunque actualmente se han desarrollado sistemas de traduccién citosolicos in
vitro muy eficientes en eubacterias y eucariontes, esto no se ha conseguido lograr en
mitocondria.

Se han publicado 6 trabajos que reportan haber optimizado un sistema de
traduccién mitocondrial in vitro. En ellos se reportan la sintesis de péptidos pequefios
sintetizados a partir de templado poli (U) y aminoacidos radioactivos.
Desafortunadamente, ninguno de estos sistemas reportados es lo suficientemente
eficientes para estudios mas complejos, ademas de ser poco reproducibles.

En su mayoria los datos reportados se obtuvieron mediante sistemas heterélogos,
con componentes de origen bacteriano o de levadura. Sin embargo, debemos
considerar, que debido a la divergencia de la maquinaria traduccional de este
organelo con respecto a la maquinaria traduccional citosélica y bacteriana, la sintesis
de proteinas en este organelo presenta caracteristicas Unicas. Es por esto que para el
desarrollo de un sistema de traduccion mitocondrial in vitro es muy importante que los
componentes sean homoélogos.

En esta tesis se intentd establecer un protocolo para la obtencién de un lisado de
traduccion mitocondrial in vitro de S. cerevisiae con factores homdlogos bajo tres
condiciones de sonicacion baja, sonicacion alta y homogenizado. En los resultados
mostrados podemos observar que el lisado presenta traduccién mitocondrial a partir de
RNA enddgeno, pero con muy baja eficiencia. Esto podria ser debido a que alguno de
los componentes utilizados esté inhibiendo la sintesis de proteinas o debido a que no
estamos usando las condiciones adecuadas que asemejen el ambiente éptimo para la
sintesis de proteinas mitocondriales. Es por ello que en esta tesis se propone una
nueva metodologia basada en datos ya publicados que reportan ser Utiles para un
sistema de traduccién mitocondrial in vitro y que se resume en la Tabla 6.

El primer punto clave que hay que considerar en la traducciébn mitocondrial es la
necesidad de tener presente a la membrana interna mitocondrial. En la Figura 2
mediante un ensayo de traduccidon in organello se demostr6 que el gradiente
electroquimico no juega un papel relévate en la traduccion mitocondrial. A partir de
este resultado nosotros proponemos romper ligeramente la membrana, de tal manera

gue se conserven los ribosomas anclados y traduccionalmente activos.
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Otra caracteristica interesante que hay que considerar es que S. cerevisiae es un
organismo anaerobio facultativo, por lo tanto, el medio de crecimiento es un factor
importante. En este trabajo se propone el aislamiento de la fracciébn mitocondrial a
partir de un medio respiratorio como el medio YPG, esto con el fin de evitar la
represion por catabolito, mantener la expresion del genoma mitocondrial y por lo tanto
la maquinaria traduccién viable y activa.

Dentro los componentes y pardmetros mas importantes dentro de un sistema de
traduccion in vitro estan el pH, la composicion iénica, ATP, un sistema regenerador de
energia, la temperatura y el tiempo de reaccion. Para proponer los intervalos
aproximados de magnesio y potasio, nos basamos en los datos ya reportados en
lisados mitocondriales, asi como, en lisados de E.coli. Sin embargo, ain
desconocemos cuales van a ser la temperatura y las concentraciones definitivas para
S. cerevisiae. Es por ello que preponemos hacer curvas de concentracion para
determinarlas.

Consideramos que estos son parametros importantes en lisado, debido a que
influyen directamente en el ensamblaje de la maquinaria traduccional y en la sintesis
de proteinas, plegamiento de las proteinas, asi como, en la actividad de las enzimas
involucradas en la traduccion.

Para detectar y medir la sintesis de proteinas se disefiaron y trascribieron in vitro
dos genes reporteros (pRepoter2 y pReporter2LL), que poseen caracteristicas del
MRNA de COX2. Entre las que cabe destacar la secuencia de extremos 5-UTR
importante para la formacion del complejo de inicio conformado por Petlll, la
subunidad pequefia del ribosoma y el mMRNA. Se sabe que el complejo formado por
Petlll con el extremo 5-UTR ayuda a posicionar al ribosoma en el AUG de inicio.
Consideramos que estas caracteristicas del inicio de la traduccion son muy
importantes para el desarrollo de un sistema de traduccion in vitro en mitocondria,
debido a que, es en este punto cuando el complejo interacciona con la membrana
interna y factores traduccionales y proteinas encargadas de censar el posicionamiento
correcto del ribosoma; del mRNA en el ribosoma, asi como, la insercién del péptido

recién sintetizado en la membrana interna mitocondrial.
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CONCLUSIONES

« El gradiente electroquimico de protones no afecta la traduccion mitocondrial de
las subunidades Cox2, Cytb y Cox3 pero las de Varl y Cox1.
* Los lisados de traduccion in vitro son traduccionalmente activos, sin embargo,
presentan baja eficiencia.
+ Se propone nuevas condiciones para un lisado mitocondrial in vitro
homologo en S. cerevisiae como:
— Medio de cultivo
— Método de lisis
— Dos mRNAs reporteros
— Intervalos para determinar las concentraciones 6ptimas de potasio y

temperatura.

PERSPECTIVAS

» Determinar las condiciones Optimas lisis, de temperatura y potasio para un

lisado de traduccion in vitro, probando los mMRNAS reporteros.

« Cuantificar la sintesis de proteinas de novo marcadas con [**S]- metionina e

identificar los epitopes mediante Western blot.
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ANEXO

Lista de cepas utilizadas en esta tesis.

Cepa Genotipo

Referencia

YC133 Mata,
ura3A,ade2nuc1A::KanMX4[p*]

Zamudio et al. 2014

Yeast Foam wild type

Coleccion de la Dra.
Xochitl Pérez Martinez

Lista de medios de cultivo utilizados

Medio YPGal (1 L)

Extracto de levadura: 10 g
Bactopeptona: 20 g
Galactosa: 20 g

Medio de cultivo YPG (1 L)
Extracto de levadura: 10 g
Glicerol: 20 mi

Bacto peptona: 20 g

Medio de cultivo YPD (1 L)
Extracto de levadura: 10 g
Peptona: 20 g

Dextrosa: 20 g

Agar: 20 g

Medio LB (1L)
Bactopentona: 10g
Extracto de levadura: 59
NaCl: 10g

53




Amortiguadores utilizados para la purificacion de mitocondrias

e TD (Tris-DTT)
Tris-SO4 pH9.4: 0.1 M
DTT: 10 mM

e MPZ
Sorbitol: 1.2 M
Buffer de fosfatos (KH2PO4/K:HPO4) pH 7.4: 20 mM
Zimoliasa 20T (Accurate Chemical and Scientific Corporation): 3mg/g peso

humedo.

e Homegenizacion (Dounce)
Tris pH 7.4: 10 mM
EDTA pH 8.0: 1 mM
BSA: 0.2% (p/v)
TLCK: 50 pg/ml
Sorbitol: 0.6 M
PMSF: 1 mM

e SHE
Sorbitol: 0.6 M
Hepes: 20 mM

Amortiguadores utilizados para la cuantificacién de mitocondrias por el método
de Lowry (Modificado Markwell et al., 1978)

e Soluciéon A
NaszCOs: 2% (p/v)
NaOH: 0.4% (p/v)
Nactartrato: 0.16% (p/v)
SDS: 1% (p/v)
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e Solucion B
CuzS04 5H20: 4% (p/v)

e Solucion C

Solucién A/ soluciéon B: 100/1

e Solucion D
Reactivo de Folin / H,O: 1/1

Amortiguadores utilizados para la purificacion de mitocondrias para el ensayo

de traduccién mitocondrial in organello

e Amortiguador 1.5X 0iTL con 0.2% (v/v) de piruvatocinasa

Solucién concentrada

Adicionar para 1ml

Sorbitol 2.4 M 375 pl

KC 1M 225 pl
Amortiguador de fosfatos pH 7.2 1M 225 ul
Tris-HCl pH 7.4 1M 30 pl
MgSOa4 1M 19 ul

Albumina 100 mg/mi 45 pl

ATP** 200 mM 30 pl

GTP** 50 mM 15 ul
Aminoacidos (-met, -tyr,-cys) 2 mg/ml 9.1l
Cisteina 10 mM 10 ul

Tirosina Img/mi 18.2 ul

Acido a-cetoglutarico 1.7mg
Fosfoenolpiruvato 3.5mg
Piruvatocinasa** 3.5mg

** Agregar estos reactivos hasta el final.
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e Amortiguador SHP
Sorbitol: 0.6 M
Hepes pH 7.4: 20 mM
Inhibidor de proteasas (SIGMA): 6.6 ul/ 10ml de amortiguador

e Amortiguador de carga 2X Laemmli (Laemmli, 1970)
Tris-HCI pH 6.8: 100mM
SDS: 20% (p/v)
Glicerol: 20% (v/v)
B-mercaptoetanol 2% (adicionar al momento de cargar las muestras)

Mantener las alicuotas a -20°C

Amortiguadores utilizados para la obtencion de la fraccion mitocondrial cruda,
con medio YPG (Pfisterer & Butow, 1981)

e Amortiguador TM
Tris- HCI pH 9.3: 100 mM
EDTA: 20 mM

B-mercaptoetanol: 15 pl por cada 100 ml de células en suspension.

e Amortiguador STE
Tris-HCI pH 5.7: 10 mM
Sorbitol: 1.2 M
EDTA: 1mM

e Amortiguador STE pH 6.7
Tris-HCI pH 6.7: 10 mM
Sorbitol: 1.2 M
EDTA: 1 mM

e Amortiguador STEB
Tris-HCI pH 6.7: 10 mM
Sorbitol: 0.6 M
EDTA: 1 mM
BSA: 0.1% (p/v)



e Amortiguador ATM
Tris- HCI pH 7.5: 10 mM
NH4CI: 50 mM
MgOAc: 10 mM
B- mercaptoetanol: 5 mM

e Amortiguador STME
Tris-HCI pH 6.7: 10 mM
Sorbitol: 0.5 M
EDTA: 1 mM

Amortiguadores utilizados para el lisado citosdlico

e Amortiguador Il
amortiguador A:
DTT 1X: 2 mM
Manitol: 8.5% (p/v)
PMSF: 0.5 mM
Coctel de inhibidores de proteasas (Roche): 2 tabletas, agregar hasta el

momento de utilizar el amortiguador

e Amortiguador A:
Hepes pH 7.4: 150mM
CHsCO2K: 500 mM
Mg (CH3COOQO),: 10mM

¢ Amortiguador de hidratacién
DTT: 2mM
PMSF: 0.5 mM

e Amortiguador de elucion
amortiguador A:
DTT 2mM
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Coctel de inhibidores de proteasas (ROCHE): 2 tabletas, agregar hasta el

momento de utilizar el amortiguador

Amortiguadores utilizados para Western blot

e Amortiguador SHP
Sorbitol: 0.6 M
Hepes pH 7.4: 20 mM
Inhibidor de proteasas (SIGMA): 6.6 pl/ 10ml de amortiguador

e Amortiguador de Corrida (1L)
SDS:10g
Tris: 30.3 g
Glicina144.1 g

e Amortiguador de transferencia (1L)
SDS: 0.37¢g
Tris: 5.8 ¢
Glicina: 2.9 g
Metanol: 200m|

e Soluciéon de bloqueo
Leche Svelty: 5% (p/v)
Aforar al volumen requerido con amortiguador PBT (amortiguador PBS + 0.2%

tween 20)

e Amortiguador PBS 10x (1L)
NaCl.: 80 g
KCl: 2 g
Na;HPO4 7H,0: 26.8 g
KH,PO4: 2.4 g
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Amortiguadores utilizados para la restriccion / linealizaciéon de los plasmidos

e Amortiguador TBE 10X (1 L)
Tris: 108 g
Acido bérico: 55 g
EDTA: 9.3 g

Amortiguadores utilizados para la determinacion de la integridad de mRNA
e Amortiguador TBE 10X (1 L)
Tris: 108 g
Acido bérico: 55 g
EDTA:9.3 g
Aforara 1 L con agua DEPC

e Agua DEPC

Adicionar 100 pl de dietilpirocarbonato (DEPC) por cada 100 ml de agua
bidestilada. Agitar durante toda una noche
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