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Resumen

El complejo enzimatico citocromo c¢ oxidasa, localizado en la membrana interna
mitocondrial es un componente vital y Gltimo complejo en la cadena transportadora de
electrones. En Saccharomyces cerevisiae esta compuesta de 12 subunidades. Tres de
estas subunidades, Cox1p, Cox2p y Cox3p son codificadas por el genoma mitocondrial y
son el centro catalitico del complejo enzimatico. La subunidad I de la citocromo ¢ oxidasa
(Cox1p), codificada por el gen mitocondrial COX1, es la subunidad mas grande de este
complejo respiratorio, tiene 12 cruces transmembranales por lo que es altamente

hidrofdbica y parte esencial del nlcleo catalitico de la enzima.

La mitocondria es un organelo complejo con un alto contenido de proteinas
hidrofobicas que posee su propio material genético asi como la maquinaria necesaria para
expresar su genoma. Las mitocondrias requieren de un gran numero de proteinas de
origen nuclear para poder llevar a cabo la correcta expresion de los genes codificados en
su DNA mitocondrial. Los activadores traduccionales son proteinas que reconocen el
extremo 5° no traducido de su mRNA mitocondrial blanco para activar la traduccién. Se
sugiere que estas proteinas pueden mediar la interaccidn entre la proteina mitocondrial y
su sitio de ensamblaje dentro de la membrana interna mitocondrial. La proteina Pet309p
es un activador traduccional, la cual tiene origen nuclear. Es especifica para el mRNA de
COX1, y esta localizada en la membrana interna mitocondrial. Mutantes nulas de pet309
son incapaces de respirar, ya que Coxlp no se sintetiza. Pet309p contiene 7 dominios
PPR (de sus siglas en inglés “pentatricopeptide repeat”) localizados en la parte central de
la proteina. Estos son motivos de 35 aminoacidos arreglados en serie. Se predice que
cada motivo PPR forma dos o hélices, y que el conjunto de motivos PPR forma una
cavidad la cual podria unir RNA. Hasta el momento no se sabe cual puede ser la funcién

de estos motivos PPR dentro de la proteina Pet309p.

En este trabajo nos interesa analizar la importancia de los dominios PPR de la

proteina Pet309p sobre la expresion del mRNA de COX1. Por medio de PCR se construyd



una version del gen PET309 en el que se eliminaron los siete dominios PPR (pet3094ppr).
Con esta construccion se obtuvieron mutantes de S. cerevisiae. Se encontré que la
mutante perdi6 su capacidad respiratoria cuando se crece en un medio no fermentable a
base de etanol-glicerol como fuentes de carbono. Aln en sobreexpresion pet3094ppr no
recobr6 su capacidad respiratoria. La proteina Pet309pAPPR se detectd
inmunoldgicamente por western blot. Se observd que se localiza en la fraccidn
mitocondrial, y que se comporta como una proteina unida a la membrana interna
mitocondrial de manera periférica, como la silvestre. Se encontré por northern blot que
los niveles del mMRNA de COXI no se ven afectados en la mutante, lo cual sugiere que el
efecto de esta mutacion es a nivel postranscripcional. Reportes previos han indicado que
Pet309 se requiere para la estabilidad del mRNA. Mediante marcaje radioactivo de
productos mitocondriales con [**S]-metionina se encontrd que no hay sintesis de Cox1p
en presencia de la mutante pet3094ppr. Para corroborar el defecto de la mutante en la
traduccion, se utilizd una cepa en que los coddnes del gen mitocondrial COXI1 se
reemplazaron por el gen reportero ARGS8m. Este reportero participa en la biosintesis de
arginina, y se emplea como reportero de la traduccidén del gen mitocondrial COX1. Arg8p
codifica para una proteina soluble de matriz mitocondrial cuya expresion no se afecta por
el estado de la citocromo c oxidasa. Se observd que la mutante es incapaz de crecer en
medio carente de arginina, lo que indica que el fenotipo no respiratorio causado por la
mutante pet3094ppr es debido a un defecto en la traduccion del mensajero de COXI1 'y
no por un defecto postraduccional. Con todos los resultados obtenidos se concluyd que
los dominios PPR de la proteina Pet309p son necesarios para la sintesis de Cox1p, mas
no para la estabilidad del mRNA de COX1.



1. Introduccion

Las transformaciones energéticas de la célula tienen lugar en dos principales
organelos: mitocondrias y cloroplastos. Las mitocondrias son organelos presentes con
algunas cuantas excepciones, en todas las células eucariotas. Se caracterizan por tener

una autonomia genética y metabdlica importante.

Las mitocondrias poseen una membrana externa que engloba al organelo y
permite el libre paso de metabolitos a través de las porinas. Adicionalmente posee los

receptores como a las proteinas del complejo de importacion.

La membrana interna presenta un gran nuimero de invaginaciones y tiene alta
impermeabilidad y selectividad para aniones como el piruvato y para cationes como el
potasio, calcio y protones. En esta membrana se establece un gradiente de iones que es
esencial para llevar a cabo su funcidn primaria, que es la sintesis de ATP. Ademas, en ella
se encuentran alojados los complejos protéicos que participan en la fosforilacion oxidativa
y en procesos de transporte. Por otra parte, la matriz mitocondrial es un espacio que
contiene una gran cantidad de enzimas solubles, que participan en procesos metabdlicos
como el ciclo de Krebs, la oxidacién de los acidos grasos, el catabolismo de los
aminoacidos, la sintesis de urea, entre otros (Vazquez Memije y Tuena de Gomez-Puyou,
2002).

1. 1 Las mitocondrias poseen su propio material genético

La mitocondria tiene su propio genoma y la maquinaria necesaria para expresar la
informacion contenida en él. El DNA mitocondrial (DNAmt) de S. cerevisiae es una
molécula circular con aproximadamente 75-85 kb. (Maleszka y col 1991). El DNAmt
codifica para los RNAs ribosomales 15S y 21S, un juego de 24 RNAs de transferencia y

ocho proteinas. Siete de los ocho péptidos sintetizados en la mitocondria son



componentes de los complejos enzimaticos de la cadena respiratoria: Cox1p, Cox2p y
Cox3p son subunidades de la citocromo ¢ oxidasa; Cytbp, subunidad del complejo b-c1;
Atp6p, Atp8p y Atp9p subunidades de la F;Fo-ATPasa. El octavo péptido sintetizado en la

mitocondria es Var1, proteina soluble que forma parte de la subunidad chica ribosomal.

El DNAmt estd especializado en la produccion de proteinas hidrofdbicas. El papel
del sistema genético mitocondrial es suplementar solo una pequefa porcidon de proteinas
muy hidrofdbicas con dos o mas regiones transmembranales, las cuales son componentes
de los complejos respiratorios. Estas proteinas son sintetizadas en los ribosomas
mitocondriales e insertadas en la membrana interna desde la matriz mitocondrial. A pesar
de que las mitocondrias poseen su propio DNAmt, la mayor parte de la informacion para
la funcién y biogénesis mitocondrial se encuentra en el genoma nuclear. La mayoria de
las proteinas mitocondriales (mas del 90% de ellas), estan codificadas en el genoma
nuclear de la célula y son sintetizadas en los ribosomas citosdlicos para después ser
dirigidas hacia la mitocondria y distribuidas hasta el compartimiento o membrana donde
ejerceran su funcién. Los componentes de la cadena respiratoria y de la fosforilacién
oxidativa que funcionan como bombas de H", estan formados por polipéptidos

sintetizados mitocondrialmente y por otros de origen citoplasmico.

1.2. Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio.

La levadura S. cerevisiae ha sido utilizada como un modelo de estudio de los
mecanismo de expresidn del genoma mitocondrial. Las herramientas genéticas de la
levadura estan muy bien establecidas y han permitido estudiar la expresion de genes
mitocondriales a todos los niveles. En la actualidad la levadura es uno de los pocos
organismos en que se puede llevar a cabo manipulacién genética del DNAmt mediante

transformacion del organelo (Bonnefoy y Fox, 2001)



S. cerevisiae, al ser un organismo anaerobio facultativo ofrece distintas ventajas
para estudiar aspectos bioquimicos y genéticos sobre el metabolismo respiratorio. La
funcidn respiratoria es dispensable por lo que las células pueden crecer por fermentacion.
Esto significa que se pueden obtener mutantes respiratorias totalmente viables en
fuentes de carbono fermentables (Dieckmann y Staples, 1990). Adicionalmente posee un
ciclo de vida que incluye una fase sexual, por lo que es posible abordar estudios con las

herramientas que provee la genética formal.

Cuando se presenta alguna mutacidon en el genoma mitocondrial o nuclear pueden
afectar las funciones que se llevan acabo por la mitocondria. Estas mutantes crecen mas
lento en comparacion de las silvestres y son incapaces de crecer en fuentes de carbono
no fermentables como es el lactato, glicerol o etanol. Para distinguir este fenotipo
caracteristico de estas mutantes se les llamo “petite” (Sherman, 1963). Las cepas petite

forman colonias blancas y pequefias.

El genoma de las mitocondrias es llamado “rA0", las cepas silvestres son rh07, las
cepas con alguna supresion en el genoma mitocondrial son rho™ y las cepas que carecen
completamente del genoma mitocondrial son rAd’ (Burke y col. 2000). La levadura al ser
anaerobio facultativo facilita el andlisis de mutantes respiratorias lo cual contribuye a
explorar con detalle los genes mitocondriales sin afectar la viabilidad de este organismo
(Jones y col. 1992).

1.3. El complejo enzimatico: Citocromo coxidasa.

La citocromo c¢ oxidasa (COX) es el ultimo complejo de la cadena respiratoria
mitocondrial. Es un complejo metaloproteico que provee una funcion critica en la
respiracion celular tanto en procariotes como en eucariotes. Estd localizada en la
membrana interna mitocondrial, donde se lleva a cabo la transferencia de electrones del

citrocromo ¢ al oxigeno molecular. Este complejo cataliza la reaccion 4H™ + 4" + 0, > 2



H,O. La energia liberada en esta reaccidén exergonica es conservada como un gradiente

electroguimico de protones que sera usado para la sintesis de ATP.

Tsukihara y col (1996) reportaron la estructura cristalina de la COX de bovino.
Posee 13 subunidades, asi como dos hemos tipo a (a y as) y dos centros de cobre (Cuay
Cug), un atomo de zinc y tres moléculas de fosfatil glicerol. En S. cerevisiae la COX esta
compuesta de 12 subunidades. Las subunidades Cox1p, Cox2p y Cox3p son codificadas
por los genes mitocondriales COX1, COX2'y COX3 respectivamente. Estas forman el
centro catalitico de la enzima. Las subunidades I, II y III son polipéptidos muy
hidrofébicos. La subunidad I contiene 12 cruces transmembranales, mientras que las

subunidades II y III, poseen 2 y 7 cruces respectivamente (Capaldi, 1990).

La COX esta compuesta de varias subunidades codificadas en el nucleo, sintetizadas
en el citoplasma e importadas a la mitocondria. Las 9 subunidades de origen nuclear se
encuentran rodeando al centro catalitico del complejo enzimatico y no son esenciales
para catalizar la reduccion del oxigeno y la transferencia vectorial de protones. Las
funciones especificas de las subunidades nucleares ain no son completamente
comprendidas, pero se conoce que estan involucradas en el ensamblaje/estabilidad y
dimerizacion de la enzima (Taanman y Capaldi, 1993). Estas subunidades nucleares
también juegan un papel importante en la proteccién del ndcleo catalitico de especies
reactivas de oxigeno, asi como en la modulacién de la actividad catalitica de la enzima
(Kadenbach y col. 2000).

La importancia de estas subunidades fue demostrada por la pérdida completa de
actividad de la COX en cepas de levadura que portaban mutaciones nulas en los genes
que codificaban para las subunidades: Cox4p, dos isoformas de Cox5p (Cox5ap vy
Cox5bp), Cox6bp, Cox7p y Cox9p. Esto sugiere un papel esencial para el
ensamblaje/estabilidad de la enzima (Fontanesi y col 2006., Barrientos y col 2002.,
Dowhan y col. 1985).



A pesar de que ya se conoce la estructura cristalografica de la citocromo ¢ oxidasa
de bacteria y bovino (Iwata y col 1995, 1999; Tsukihara y col 1996), la manera
mediante la cual la holoenzima es ensamblada en la mitocondria es aln poco

comprendida.

El ensamblaje de la holoenzima COX requiere de un gran numero de factores
nucleares. En humanos las deficiencias en la actividad de la COX provocan muchas
enfermedades mitocondriales. Entre las enfermedades y sintomas que afectan a los
pacientes con estas afecciones estan los trastornos progresivos en el sistema nervioso
central, como el Sindrome de Leigh, problemas hepaticos y encefalomiopatias. Las
mutaciones en los genes COX1, COX2y COX3 que codifican para el centro catalitico son
los mas reportados en los pacientes, aunque varias de estas enfermedades se asocian a

genes nucleares (Barrientos y col. 2002).

La subunidad I de la citocromo ¢ oxidasa (Cox1p) esta codificada por el gen
mitocondrial COX1. Es la subunidad mas grande de este complejo y parte esencial del
mismo. Es una proteina altamente hidrofdbica con 12 cruces transmembranales. Cox1p
contiene dos centros redox, uno formado por el hemo a de bajo spin y el segundo centro

binuclear hemo as-Cu, de alto spin.

En levadura se han caracterizado varias proteinas nucleares que facilitan la
expresion del gen COX1 (Pel y col 1992). Una de las proteinas que juega un papel
importante en la biogénesis de COX1 es Mss51p. Esta es requerida para la traduccion del
mRNA maduro de COX1 e interacciona con Coxlp recién sintetizada (Decoster y col.
1990; Pérez-Martinez y col. 2003). Se han encontrado mas de 100 genes que son
requeridos para la biogénesis de COXI, sin embargo poco se comprenden los

mecanismos de su biogénesis (Fox, 1996a).



1.4. Expresion Genética Mitocondrial

La biogénesis mitocondrial es un proceso complejo que requiere de una variedad
de factores nucleares y mitocondriales. Por analisis genético de la biogénesis mitocondrial
en S. cerevisiae y otros modelos se han identificados numerosos genes que codifican
para proteinas necesarias en la expresion genética mitocondrial. Estas proteinas son
codificadas en el nucleo, traducidas en el citoplasma e importadas a la mitocondria.
Algunas de ellas actian de manera gen-especifico. Estos factores gen-especificos
controlan la expresién de genes mitocondriales a nivel postrancripcional, incluyendo el
procesamiento de pre-mRNA mitocondriales, estabilizacion de los transcritos, traduccion
de los MRNA o ensamblaje de los productos traducidos dentro de la membrana interna y

del complejo enzimatico (Costanzo y Fox, 1990).

Los activadores traduccionales son una familia de proteinas codificados por genes
nucleares que actlan en trans activando la expresion de los genes mitocondriales. Estas
proteinas reconocen el extremo 5 no traducido (5 'UTR) de su mRNA blanco para activar
su traduccion (Fox, 1996) (Figura 1).

Debido a que la mayoria de las proteinas codificadas por el genoma mitocondrial
son altamente hidrofébicas y cruzan varias veces la membrana interna, se ha propuesto
que estos activadores promueven que el inicio de la traduccion se lleve a cabo en
regiones localizadas de la membrana interna mitocondrial (Naithani y col 2003;

Sanchirico y col. 1998).

Los mensajeros mitocondriales al no poseer 5°cap y carecer de cola Poly(A)
contienen en su lugar extremos 5 UTR como secuencias guia para la traduccion. El

5 UTR varia de tamano desde 50 nucledtidos hasta cientos.

Los 5°'UTRs de los diferentes mRNA son funcionalmente intercambiables. Por

ejemplo, la traduccién del mRNA de COX3 partiendo de un mRNA quimérico con el 5 UTR



del mRNA de COB (citocromo b) es totalmente traducido e insertado dentro del complejo
de la citocromo coxidasa, permitiendo que la célula respire (Costanzo y Fox, 1986). Esto
es posible debido a que la traduccién del mRNA de COX3 es dependiente de los
activadores de COB. Se ha observado que mutantes de los genes que codifican para los
activadores traduccionales muestran un fenotipo no respiratorio debido a la ausencia de
la proteina para la que es especifica, aunque su correspondiente mensajero esté presente
(Costanzo y Fox, 1990).

La activacion traduccional en las mitocondrias de levadura es un sistema muy
eficiente, ya que requiere de una o mas proteinas activadoras traduccionales por cada
mensajero mitocondrial. Se ha encontrado que la traduccion de 7 de 8 mensajeros
mitocondriales depende de los activadores traduccionales debido a su alta hidrofobicidad.
Las proteinas Coxlp, Cox2p y Cox3p requieren especificamente de los siguientes
activadores: Pet309p activador especifico de COXI, Petlllp activador de COX2
(subunidad II de la COX) y Pet122p, Pet494p y Pet54p todos ellos activadores de COX3
(subunidad III de la COX) (Grivell, 1995) (Figura 1).

Una caracteristica importante de los activadores traduccionales es su asociacion
con la membrana interna mitocondrial. Los activadores Pet111p, Pet122p y Pet494p son
proteinas integrales de membrana como se demostrd por tratamiento con carbonato
alcalino de las fracciones membranales mitocondriales (Haffter y co/ 1990; McMullin y
Fox, 1993). En contraste, Pet54p y Pet309p son proteinas periféricas de la membrana

interna (McMullin y Fox, 1993; Shingu y Peréz-Martinez, datos no publicados).

Hay evidencia que demuestra que los activadores especificos de COX3 (Pet122p,
Pet494p y Pet54p) forman un complejo (Brown y col 1994). Un reporte adicional
demuestra una interaccién entre los activadores de COX3 con el activador de COXI
(Pet309p) (Naithani y col 2003). Esta red de interacciones entre los activadores
traduccionales indica que la maquinaria traduccional mitocondrial esta perfectamente

organizada y regulada.
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Figura 1. Modelo de accion de los activadores traduccionales. Los activadores traduccionales
aproximan al mRNA hacia la membrana interna donde se localizan los ribosomas mitocondriales y
permitir la insercion co-traduccional de las proteinas.

Se ha demostrado que una mutacion localizada en el 5'UTR de COX3 fue
suprimida por alteraciones de PET122 o por sobreproduccion del activador traduccional
Pet494p. Igualmente, una mutacion que afecta el 5'UTR del mRNA de COX2 fue
contrarestada por una sola sustitucién o por un incremento en la dosis del activador
traduccional Petl11lp. Estos aportes genéticos apoyan fuertemente la idea de una
interaccion directa entre el activador traduccional y el 5°"UTR (Mulero y Fox, 1993b;
Costanzo y Fox, 1993).

Una mutante de PET122 provocd en la célula incapacidad respiratoria, la cual fue
suprimida por una mutacion en un gen que codifica para una proteina de la subunidad

pequefa ribosomal (Haffter y col 1990). Esto sugiere la interaccién directa entre el
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activador traduccional Pet122p y el ribosoma. Por lo que se propone que los activadores

traduccionales acercan a los ribosomas mitocondriales con el mMRNA que sera traducido.

Estos datos en conjunto sugieren que existe una interaccion entre el activador
traduccional, el 5°'UTR y el ribosoma, y de esta manera posicionar al ribosoma sobre el
coddn de inicio correcto del mensajero. Al estar los activadores asociados a la membrana,
la traduccidon deberia ocurrir en la superficie de la membrana interna mitocondrial. Tal
acoplamiento permitiria la insercidon co-traduccional de las proteinas mitocondriales

dentro de los complejos respiratorios (Figura 1).

Este mecanismo tan complejo, en el cual cada mRNA requiere su propio activador
para la traduccion, permite distinciones topoldgicas entre los sitios de sintesis para cada
proteina mitocondrial. Tal organizacién podria promover eficientemente el ensamblaje de
los complejos de la cadena transportadora de electrones dentro de la membrana interna

mitocondrial.

El mecanismo por el cual se selecciona el sitio correcto de inicio de la traduccion es
aun desconocido, pero lo que se distingue es que el inicio de la traduccion requiere de los
activadores traduccionales (Fox, 1996a). Los activadores especificos para cada mensajero
mitocondrial pueden estar involucrados en el posicionamiento del ribosoma sobre el

correcto codon de inicio.

Los extremos 5 UTR de los mensajeros contienen secuencias complementarias al
extremo 3~ terminal del rRNA 15S similar a la caja tipo “Shine-Dalgarno” presente en
procariontes. No hay evidencia de que esta interaccion sea totalmente funcional, por dos
razones. La primera es que la probable secuencia “Shine-Dalgarno” esta a una distancia
considerablemente alejada del coddn de inicio. Segundo, un mensajero quimérico que
carece de esta secuencia “Shine-Dalgarno” es traducido normalmente /n vivo (Costanzo y
Fox, 1988).
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A la fecha no existe evidencia de factores o senales que le indiquen al ribosoma
cual es el ATG correcto para dar inicio a la traduccién. Se propone que el mecanismo
para comenzar la traduccidn, es que el ribosoma haga una busqueda en la secuencia
hasta encontrar el coddn de inicio adecuado. Al hacer mutantes en las cuales se cambio
el codon AUG (coddn de inicio para la traduccidon) por el de AUA (coddn alternativo para
metionina en el DNAmt de levadura), provoco que la traduccién de estos mensajeros
mutados es ineficaz provocando un fenotipo no respiratorio en las células (Mulero y Fox,
1994). La traduccién residual de estas mutantes es iniciada en un codon de inicio
alterado y no en el préximo coddn AUG. Esto permitid asentar que ademas del coddn
AUG, algunas secuencias o informacion estructural (como la formacidén de estructura
terciarias en el mRNA) puede ser usada para seleccionar el sitio correcto de inicio de
traduccion. Cuando el codon AUG es cambiado a AUA, los nucledtidos alrededor de éste

proveen informacion necesaria para indicar cual es el coddn de inicio apropiado.

A pesar de ello, se han reconocido secuencias necesarias para la traduccion de dos
mensajeros mitocondriales. El primero, el extremo 5°UTR de COX2, presenta 31
nucledtidos requeridos para la traduccién, tal secuencia esta conservada en diversas
especies de levadura (Fox, 1996b). El segundo mensajero que posee una region
indispensable para la traduccién es COX3, su regidon 5 UTR contiene 151 nucledtidos
ubicados entre los -480 y -330 nucledtidos respectivos al codén de inicio. Estos 151 nt
contienen secuencias que son suficientes para activar la traduccién (Wiesenberg y col.
1995).

Los activadores de la traduccidn se encuentran a bajas concentraciones dentro de
la célula (Fox, 1996b). La sobreexpresion de los activadores dan fenotipos inesperados.
Ejemplo de ello, es una falla en la acumulacion de Cox1p y por lo tanto un problema en la
respiracion celular provocado por la sobreexpresion de Petl11p el cual es el activador
especifico del mRNA de COX2 (Fiori y col. 2005). Se propuso que Petlllp, en

concentraciones altas dentro de la célula, interfiere en la traduccion del mRNA de COX1.
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Hasta la fecha los activadores traduccionales carecen de dominios de union a RNA
a excepcion del activador Pet309p, Unico que presenta dominios PPR (ver mas adelante).
Igualmente las regiones 5°UTR de los mRNA mitocondriales carecen de secuencias

consenso de uniodn a los activadores traduccionales.

1.5. Activador Traduccional Pet309p.

La proteina Pet309p es el activador traduccional especifico para el mRNA de COX1.
Esta proteina que tiene origen nuclear estd compuesta de 965 aminoacidos y es
necesaria para la expresion del gen mitocondrial COX1. Pet309p se requiere para el inicio
de la traduccion del mRNA maduro de COXI y para la produccion o estabilidad del
precursor cuando éste tiene intrones. Se ha observado que mutantes nulas de pet309
son incapaces de respirar debido a la ausencia de la proteina Cox1p (Manthey y McEwen,
1995).

Las evidencias genéticas indican que Pet309p actla especificamente sobre la
region 5°'UTR de COXI. Se encontré una revertante de pet309 que recuperd la
capacidad respiratoria. Esta revertante presentaba un rearreglo en el 5°"UTR de COX1
teniendo en su lugar el 5°UTR de COB. Tal rearreglo le conferia capacidad respiratoria a
la levadura debido a que la traduccién del mRNA de COX! estaba bajo el control de los

activadores traduccionales de COBy no de Pet309p (Manthey y McEwen, 1995).

Pet309p es una proteina localizada en la membrana interna mitocondrial de

manera periférica (Shingu y Pérez-Martinez, datos no publicados).

Se han encontrado posibles homdlogos de Pet309p en diferentes organismos. En
Neurospora crassa €l gen cya-5 es requerido para promover la traduccién del mRNA de
COX1 (Coffin y col. 1997). En maiz la proteina CRP1 (activador traduccional en

cloroplasto) presenta una secuencia muy semejante a PET309 (Fisk y col 1999).
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Igualmente, en humano el gen LRPI130 es indispensable para llevar a cabo la
expresion de los genes COX1y COX3 (Xu y col. 2004). Mootha y col. (2003) describieron
una mutacion autosomal recesiva en el gen LRP130 que causa una deficiencia de la COX
y esta asociada al Sindrome de Leigh. La mayor parte de la proteina Lrp130p se localiza
en la mitocondria y tiene la capacidad de unir RNA mitocondrial /n vitro (Mili y Pifol-
Roma, 2003). A pesar de que no se conoce la funcion de Lrp130p en la biogénesis de la
citocromo ¢ oxidasa, se propone que puede desempefar una funcién similar a la de
Pet309p (Mootha y col. 2003).

Posiblemente CYA-5, CRP1y LRP130 son genes homdlogos de PET309, por lo que
esta proteina estda evolutivamente conservada. Todas estas proteinas tienen la
caracteristica de poseer motivos PPR en su estructura (seccion de abajo). Dada la alta
divergencia, es muy probable encontrar genes ortdlogos a PET309 en otras especies, sin
embargo, es dificil localizarlas con solo emplear la secuencia debido a la gran

degeneracion de esta.

Pet309p es una de las pocas proteinas de levadura que posee dominios PPR, y es

el Unico activador traduccional que contienen estos motivos estructurales (Fig. 2).

Region
hidrofébica
N ~ j 965 a.a
Presecuencia Dominios PPR

Figura 2. Esquema de Pet309p indicando los principales dominios para la proteina. Los cinco
primeros dominios PPR estan en serie (Dominios predichos por el programa InterPro Scan).
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1.6. Dominios PPR

Recientemente se identificd una familia de proteinas con dominios PPR (de las
siglas en inglés —pentatricopeptide repeat-) (Small y Peeters, 2000). Son motivos de 35
aminoacidos arreglados en serie, de 2 a 26 repeticiones. Estos motivos son poco
abundantes en proteinas de animales y hongos, pero en plantas superiores son
cuantiosos. Por ejemplo, el genoma de Arabidopsis contiene al menos 441 miembros (1-
2% de todas la proteinas de Arabidopsis) (Small y Peeters, 2000). Igualmente, el genoma
de arroz (Oryza sativa) contiene aproximadamente 650 proteinas con dominios PPR
(Lurin y col. 2004).

Se piensa que las proteinas PPR estan localizadas en organelos bioenergéticos
como los cloroplastos y mitocondrias. Se predice que los PPR son motivos de unién
macromoleculares que consisten de un par de alfa hélices antiparalelas. El conjunto de
estas repeticiones forma una cavidad. Modelos tedricos de varias proteinas con dominios
PPR muestran que en la base de esta cavidad habria un centro cargado positivamente, y
podria sujetar a la hebra sencilla del RNA (Fig. 3). Se predice que estas proteinas tienen
la propiedad de unirse al esqueleto fosfatado del RNA, sugiriendo que las proteinas PPR

participan en el metabolismo del RNA (Small y Peeters, 2000)

Hasta el momento proteinas de la familia PPR se desconocen en procariontes y
archeas, lo que sugiere que esta familia de proteinas (todas codificadas en el nlcleo) han
evolucionado como factores requeridos para la expresion de proteinas de organelos

bioenergéticos.
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Figura 3. Modelos tedricos de la conformacion tridimensional de los dominios PPR de Pet309p
basados en los cristales de los motivos TPR. a) modelo de un solo dominio PPR con su par de alfa
hélices. b) conjunto de estas repeticiones forman una cavidad. c) base de la cavidad que forman
los dominios PPR donde habria un centro cargado positivamente que podria sujetar a la hebra
sencilla del RNA (Colaboracién con el Dr. Alfredo Torres Larios).

Las estructuras repetidas formadas por los PPR estan relacionados con otros
motivos conocidos como TPR (tetraticopeptide repeat), la estructura cristalina refleja que
estos son motivos de 34 aminoacidos (Das y col 1998). Se propone que los dominios
PPR forman una estructura semejante a los motivos TPR. Ambos motivos podrian ser
repeticiones helicoidales que en conjunto forman un tunel o cavidad. Esta formacién del
tunel es determinada por la geometria de los aminoacidos hidrofébicos presentes en

posiciones conservadas de las a-hélices (D "Andrea y Regan, 2003).

Los PPR a pesar de ser muy degenerados poseen algunos residuos hidrofébicos

ubicados en posiciones semejantes a los TPR (Small y Peeters, 2000), pero su
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conformacion helicoidal es probablemente menos compacta debido a la presencia de
aminoacidos con cadenas laterales grandes en comparacion con los TPR que presentan
aminoacidos pequefios (Fisk y col 1999). En los motivos PPR algunos aminoacidos con
carga positiva exponen sus cadenas laterales hacia el interior de la cavidad central o
tunel creando una superficie positiva que podria participar en la uniéon a RNA (Small y
Peeters, 2000).

La funcion de las proteinas PPR no es muy clara. Se han descubierto algunos
genes que pertenecen a esta familia y poco se han caracterizado. Entre las funciones que
desempenan las proteinas PPR se encuentran el procesamiento del RNA, estabilizacion,
traduccion y edicidon de mensajeros localizados en los cloroplastos o mitocondrias de
levadura, N. crassa, plantas superiores y otros organismos eucariotes , asi como en la

comunicacidn retrégrada cloroplasto-nucleo (Saha y co/, 2007) (Tabla 1).

Las pocas mutantes PPR existentes que se han descrito, presentan fallas sobre la
expresion a nivel traduccional de transcritos especificos de organelos bioenergéticos
(Manthey y McEwen, 1995; Fisk y col 1999). Se propone que los miembros de esta

familia son proteinas de unidn a RNA secuencia-especifica (Lahmy y co/, 2000).

18



Tabla 1. Lista de ejemplos de proteinas PPR en las que se ha caracterizado su funcion y
su posible gen blanco.

Organismo Localizacion Funcion RNA blanco Referencia
Saccharomyces
cerevisiae
Traduccion, Manthey y
PET309 Mitocondria | estabilizaciéon de COX1 McEwen,
mRNA 1995.
Neurospora
crassa
cya-5 Mitocondria Traduccién COX1 Coffin y
c0/,1997.
Zea mays
EMP4 Mitocondria Desarrollo de desconocido Guitiérrez-
semilla Marcos y col,
2007.
CRP1 Cloroplasto Traduccion petA, psaC Fisk y col,
1999.
PPR2 Acumulacién de Williams y
Cloroplasto ribosomas petB/ petD | Barkan, 2003.
cloroplasticos
Arabidopsis
thaliana
LOI1 Mitocondrial Biosintesis de | desconocido | Kobayashi y
isoprenoides col, 2007.
CCR4 Cloroplasto Edicion del RNA ndhD Kotera y col,
2005.
PGR3 Cloroplasto Estabilizacion petL Yamazaki y
del RNA col, 2004.
HCF152 Cloroplasto Splicing y Pbs. Y petB | Nakamura y
maduracion de col, 2003.
RNA
Oryza sativa
OsPPR1 Cloroplasto Biogénesis de | desconocido | Gothandam y
cloroplasto col, 2005.
Rf-1 Mitocondria | Restauracion de Orf79 Akagi y col,
la fertilidad 2004.




Organismo Localizacio Funcion RNA blanco Referencia
n
Petunia hybrida
Rf Mitocondria | Restauracién de Pcf Bentolila y
la fertilidad col, 2002.
Raphanus
sativus
Rfo Mitocondria | Restauracién de Orf138 Desloire y
la fertilidad col, 2003.
Physcomitrella
patens
Cloroplasto Splicing y ClpP Hattori y col,
PPR531-11 maduracion de 2007
RNA
Homo sapiens
COXIy Mootha y col,
LRPPRC Mitocondria Traduccién COXIII 2003., Xuy
col, 2004.
Drosophila
melanogaster
BSF No Estabilizacion mRNA 3’ Mancebo y
demostrada de mRNA bicoide col, 2001.
Chlamydomonas
reinhardtii
TBC2 Mitocondria Traduccion psbC Auchicloss y
col, 2002.
Trypanosoma
brucei
Mitocondria | Procesamiento | desconocido | Mingler y col,
TbPPR1 del maxicirculo 2006.

mitocondrial
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2. JUSTIFICACION

Cox1p es la subunidad mas grande de la citocromo ¢ oxidasa y juega un papel
fundamental en el centro catalitico de la enzima, asi como en las primeras etapas de su
ensamblaje. Se han identificado y caracterizado un gran nimero de proteinas que
facilitan la expresiéon del gen COX1. Pet309p es una de las proteinas que intervienen en la
biogénesis de Cox1p. Pet309p es de las pocas proteinas PPR de levadura y el Unico
activador traduccional que posee 7 dominios PPR. En la actualidad se han elevado
considerablemente el nimero de reportes donde describen la funcién de proteinas PPR
principalmente en plantas superiores. Sin embargo no se ha logrado esclarecer el
mecanismo de accién de los dominios PPR. Pet309p ha sido muy poco caracterizada, y a
la fecha se desconoce la funcidén de sus motivos PPR. Debido a esto, en este trabajo nos
interesa elucidar cual es la funcién de los dominios PPR de la proteina Pet309p sobre la
expresion del gen mitocondrial COX1.
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3. Hipotesis

Los dominios PPR de la proteina Pet309p participan en la estabilizacion y/o traduccion del
mRNA de COX1.
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4. Objetivo

Analizar la importancia de los dominios PPR de la proteina Pet309p sobre la expresion del

MRNA de COXI en S. cerevisiae.

Particulares:

1. Generar una mutante de PET309 carente de los siete dominios PPR.

2. Identificar la localizacion de la proteina mutante dentro de la mitocondria.

3. Evaluar el efecto de esta proteina mutada sobre la expresién de COX1.

4. Evaluar el efecto de esta proteina mutada sobre el gen reportero de la

traduccion cox1A4.::ARG8Em.
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5. Materiales y métodos

5.1. Cepas y Medios.

Para este estudio utilizamos cepas de S. cerevisiae congénicas a D273-10B

enlistadas en la tabla de abajo.

Cepa Genotipo Referencia
L SB5 Mata, ade2, ura3\, PET309.: 3xHA Sarah Broadley (sin
[ p7] publicar)
XPM231 | Mata, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3- Este trabajo.
52 pet3094::LEU2 [cox1A::ARGEm, p']
XPM232 | Mata, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3- Este trabajo
52, pet3094::LEU2 [cOX1 (F), p]

Las cepas se crecieron en medio rico fermentable YPD o YPRaf (apartado “Otros
métodos”) y medio rico no fermentable YPEG. Para seleccionar crecimiento usando
marcadores de auxotrofia, las células se crecieron en medio minimo suplementado con

los aminoacidos requeridos.

5.2. Construccion de la mutante de Pet309p.

La mutante de PET309 se generd por PCR. Se utilizd como templado al gen
PET309 silvestre previamente clonado en un vector bacteriano (pXP96, ver figura 4). Este
plasmido contiene a PET309 con el triple epitope de hemaglutinina (3xHA) en el extremo

carboxilo terminal, con la finalidad de detectar inmunolégicamente a Pet309p.

Se incluyerén 305 y 205 nucledtidos de la regién 5°UTR y 3°UTR de PET309

respectivamente. Los productos de PCR se clonarén en dos vectores de expresion en
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levadura: pRS416 (vector centromérico de bajo nimero de copias) y en YEp352 (vector
de alto numero de copias), los cuales poseen el marcador de auxotrofia URA3 (Sikorski y
Hieter, 1989; Hill y col 1993).

3xHA
5°UTR 3'UTR

Pstl EcoRlI

nc
e
=

PET309
Xbal Xhol

Figura 4. Representacion esquematica de pXP96, el cual contiene a PET309. Se muestran los
sitios Pstl'y EcoRI que se utilizardn para hacer la versién mutada de pet3094ppr.

Para el PCR se utilizaron los oligonucledtidos PET309F12 y FTC-R8 (Ver otros
métodos para las condiciones de la PCR ). Estos oligonucleédtidos flanquean la zona PPR
y abarcan los sitios de restriccion Pstl y EcoRI enddgenos de PET309. El oligonucledtido
PET309F12 (sentido) ubicado en la posicion 580 nt rio abajo del coddn de inicio de
PET309 abarca el sitio PstI. El oligonucledtido FTC-R8 (anti-sentido) ubicado al final del
ultimo PPR incluye el sitio £coRI (Figura 5).

Primero se hizé una PCR con los oligonucleédtidos arriba mencionados, el producto
de PCR se digirid con las enzimas de restriccidn Pstly EcoRI. Posteriormente se ligd en
pXP96 digerido con las mismas enzimas de restriccion con el objetivo de eliminar a los 7
dominios PPR presentes en PET309. En la figura 5 se esquematiza como se construyo la

mutante.

Una vez obtenida la mutante pet3094ppr clonada dentro del vector pBluescript, se
hizd una segunda digestion con las enzimas Xbal'y Xhol (localizadas en los extremos de

PET309) para liberar todo el gen de pet309 con la mutacién incluida y ligarla a los
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vectores de expresion de levadura pRS416 y YEp352 los cuales también contienen los

sitios Xbaly Xhol .

PET309F12
A) PETI0 silvestre =st EcqRi

empleada como
templado para PCR

SxHA

B) Producto de PCR
obtenido con los
oligonucledtidos

PET309FI12 Y FTC-RE

C) Digestitn del producto de
PCR con EcoR1 y Pstl.

Ligacidn en pXP26
igualmente digerida.
D) Drigestidn de
patil9Apnr con
Abal v Xkhol
Xbal
Hbad
E pait308Appr
pR5416

E) Subclonacidn de per30AFPFPRs en los
vectores de levadura pRS416 v YEp3S2.

Figura 5. Esquema de la construccion de pet3094ppr. Se hizé una PCR con los oligonucledtidos
PET309F12 y FTC-R8. El producto obtenido se clond en el plasmido pXP96, al que previamente se
le eliminaron los dominios PPR. Posteriormente se subclond el gen pet3094ppr en dos vectores

de expresion para levadura pRS416 y YEp352.
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5.3.

Transformacion de Levadura

Posteriormente las cepas XPM232 y XPM231 se transfromardn con los vectores que

contienen la contruccion de la mutante mediante el método de Ito (1983) que se describe

a continuacion:

5.4.

Crecer en 2 ml de YPD la cepa deseada a 30°C por 16 h.
Tomar entre 500ul y 1ml de las células del cultivo y centrifugar 1 min a 14 rpm.
Eliminar totalmente el sobrenadante.
Resuspender las células en 52.5 pl de mezcla de transformacion (hacer la mezcla en
el orden que sigue):
40ul PEG-3350 al 50%

S5ul 1M de DTT

5ul 2M de Acetato de Litio

2.5ul de DNA de esperma de salmén 10mg/ml (previamente hervido por 10min y

colocado en hielo inmediatamente)

Agregar el DNA a transformar (100ng)
Incubar a 42°C por 30 min y agitar en vortex cada 15 min

Plaquear la mezcla en medio selectivo.

Purificacion de mitocondrias (Modificado de Diekert, 1999)

Crecer en 2 ml de medio minimo -ura por 48 hrs a 30°C.

Resembrar en 50 ml de medio minimo -uraRaf e incubar a 30°C hasta una Aggo de 1-
1.2 (fase exponencial de crecimiento).

Del cultivo anterior resembrar en 2 | de medio minimo -uraRaf e incubar toda la
noche a 30°C hasta una Aso de 1 (fase exponencial de crecimiento).

Centrifugar a 4,000 Rpm por 10 min a 4°C en rotor GS3.

Lavar una vez con agua fria (usar un volumen de 1/10), juntar todo el botén en un

frasco previamente pesado.

27



10.
11.
12.

13.

Centrifugar a 4,000 rpm por 10 min a 4°C en rotor GS3. Eliminar sobrenadante y
pesar.

Resuspender en amortiguador TD (2 ml/g de peso humedo)

Agitar 10 min a 30°C.

Centrifugar 5 min a 3,300 rpm en rotor GS3.

Lavar el botdn con amortiguador MP2 (7 ml/g de peso himedo).

Centrifugar 5 min a 3,300 rpm en rotor GS3.

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

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

esferoplastos:

En un tubo de ensayo preparar 2 ml de agua y en otro tubo de ensayo 2 ml de sorbitol

1.2 M. A cada tubo se le agregan 50 ul de células, se agitan en vortex y se comparan los

dos tubos. Cuando se formen los esferoplastos el tubo con agua se vera claro debido a

que la diferencia de osmolaridad rompera las células en agua, mientras que el tubo con

sorbitol se observara turbio.

A partir de este punto todo se hace a 4°C

14.
15.

16.
17.
18.
19.

20.

Centrifugar a 2,500 rpm por 5 min a 4°C en rotor GS3.

Resuspender en 1/4 del volumen requerido de amortiguador homogeneizante
(13.4ml/qg).

Homogeneizar en homogenizador de vidrio1l0 veces en 40 ml de amortiguador.
Centrifugar 5 min a 3,300 rpm en rotor GS3 a 4°C. Recuperar el sobrenadante.
Centrifugar 5 min a 3,300 rpm en rotor GS3 a 4°C. Recuperar el sobrenadante.
Centrifugar 12 min a 12,000 rpm en rotor SS-34 a 4°C (en el botdn se encuentran
las mitocondrias crudas).

Resuspender el botén en 10 ml de amortiguador SEH (Primero resuspender en 2ml

con la punta de la micropipeta cortada).
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21.

22,

23.

Centrifugar 12 min a 12,000 rpm en rotor SS-34 a 4°C (en el botdn se encuentran
las mitocondrias crudas).

Resuspender el boton en 300ul de amortiguador SEH (con la punta de la
micropipeta cortada).

Cuantificar por espectrofotometria: 10ul de mitocondrias crudas llevarlas a 1000 pl
con SDS al 0.6%, agitar en vortex brevemente. OD 280 de 0.21 = 10 mg/ml

Gradiente de purificacion

24.

25.

26.
27.

28.

29.
30.

31.

Preparar 5 ml de cada una de los siguientes porcentajes de nicodenz (w/v) en
amortiguador SEH 2x.
25% = 2.5 ml de nicodenz 50% + 2.5 ml de SEH 2x.
20% = 2 ml de nicodenz 50% + 2.5 ml de SEH 2x + 0.5 ml de agua.
15% = 1.5 ml de nicodenz 50% + 2.5 ml de SEH 2x + 1 ml de agua.
10% = 1 ml de nicodenz 50% + 2.5 ml de SEH 2x + 1.5 ml de agua.
5% = 0.5 ml de nicodenz 50% + 2.5 ml de SEH 2x + 2 ml de agua.
Hacer 2 gradientes por cultivo, cargando 2 ml de cada porcentaje de nicodenz en el
siguiente orden: 25, 20, 15, 10 y 5%.
Cargar 0.5 ml del extracto crudo en cada gradiente (Usar punta cortada).
Centrifugar a 39,000 rpm por 39 min en un rotor SW40Ti. Al finalizar la
centrifugacion se observaran cuatro bandas :
- 7-5% fragmentos mitocondriales
- 12% mitoplastos
- 16% mitocondrias
- 19% restos celulares
Remover las bandas de mitocondrias con una aguja y jeringa y colocarlas en un
tubo.
Diluir las mitocondrias con 25 ml de SEH.
Centrifugar 10 min a 12,000 rpm. Para eliminar completamente el nicodenz
resuspender en 20 ml de SEH
Centrifugar 12 min a 12,000 rpm en rotor SS-34 a 4°C.
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32. Resuspender el boton en 250ul de amortiguador SEH, con la punta cortada.
Cuantificar proteinas mitocondriales: 10uL muestra + 990 uL de SDS 0.6%, agitar en
vortex. Azgp=0.12 = 10mg/ml

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

5.5. Determinacion de proteinas por Lowry (Markwell y col. 1978)

Curva de calibracion:

Usar una solucion de albumina de 1mg/ml
Agregar 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 nl de la solucién de albumina en

tubos de ensayo.

1. Ajustar la muestra con agua a 1ml

2. Adicionar 3 ml de solucién C y mezclar en vortex. Incubar 10 min a TA.

3. Adicionar 300 ul de solucion D y mezclar en vortex e incubar 30 min a TA.
4

. Medir absorbancia a A74o nm.

Solucion A Solucion B
Na,COs3 2% CupS04.5H,0 4%
NaOH 0.4%

Naytartrato 0.16%

SDS 1%

Solucion C

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

momento)

Solucion D

Mezclar 1 volumen de reactivo de Folin con 1 volumen de agua (preparar al momento)
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5.6 Western Blot

Las inmunoreplicas tipo western blot se realizaron a las condiciones abajo descritas.

5.6.1 Geles de acrilamida desnaturalizante SDS PAGE (Laemmli, 1970)

Gel Separador 12% Gel Concentrador
4%
30% arcrilamida 6 ml 0.65 ml
0.8% Bisacrilamida
Tris 2M pH 8.8 2.81ml -
Tris 2M pH 6.8 - 312.5 ul
SDS 20% 75 ul 25 ul
H.O 6 ml 3.95 ml
10% APS 75 ul 50 pl
TEMED 7.5 ul Sul

Buffer de electroforesis 5x: Buffer de Laemmli 2x:
0.125M Tris (1x=0.025M pH8.3) 100Mm Tris-HCI pH 6.8
1.25M Glicina (1x= 0.25M) 4% SDS

0.5% SDS (1x= 0.1%) 20% de Glicerol

0.2% de Azul de Bromofenol
2% de B-mercaptoetanol
Opcional: PMSF 2 mM fresco.

Correr el gel por 30min a 60V y 2hrs a 100V. Posteriormente se transfiere a una
membrana por western blot.



5.6.2 Transferencia de proteinas a membrana de PVDF.

. Hacer un sandwich de 3 papeles whatman, para la membrana y otros 3 para el gel.

. El gel y 3 papeles whatman se sumergen en buffer (+), y son colocados en la parte
inferior. La membrana de PVDF junto con 3 papeles whatman se sumergen en el
buffer (-) y se colocan en la parte superior.

. La transferencia se lleva de 1-3 hrs (dependiendo de la concentracion del gel), a 1.5

mA/cm?.

5.6.3 Inmunodeteccion de proteinas en la membrana.

-Deteccidn de la proteina Pet309p-3xHA

1.

5.

La membrana obtenida de la transferencia se bloquea toda la noche a 4°C 6 1 h. a
temperatura ambiente con la solucién de bloqueo.

Incubar la membrana con la solucién “Blotting”, la cual contiene el anticuerpo anti-
HA (Roche) acoplado a peroxidasa de rabano, durante 1 h a temperatura ambiente.
Lavar la membrana 3 veces con la solucién “Wash” por 10 min

Revelar la presencia del anticuerpo unido a la proteina Pet309p-3xHA siguiendo las
indicaciones del kit ECL plus (Amersham).

Detectar la luminiscencia con la pelicula BioMax XAR Film (Kodak), exponiendo

durante 1 min.

-Deteccidn de la proteina G6PDH.

1.

Eliminar el anticuerpo unido a las proteinas de la membrana incubando con la
solucion “Stripping” por 30 min a 50°C. Lavar la membrana 3 veces con la solucion
“Wash” por 10 min

Bloguear nuevamente con la solucion “Blocking” por 1 hora a temperatura ambiente
o toda la noche a 4°C.

Incubar la membrana con la solucion “Blotting”, la cual contiene el anticuerpo anti-

G6PDH, por 1 hora a temperatura ambiente.
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5.7.

10.
11.
12.

Lavar la membrana 3 veces con la solucién “Wash” por 10 min

Incubar la membrana con la solucion “Blotting”, la cual contiene el anticuerpo anti-
conejo acoplado a peroxidasa de rabano, durante 1 hora a temperatura ambiente.
Lavar 3 veces la membrana con la solucién “Wash"” por 10 min

Revelar la presencia del anticuerpo unido a la proteina G6PDH siguiendo las
indicaciones del kit ECL (Amersham).

Detectar la luminiscencia con la pelicula BioMAx XAR Film (Kodak). Exponiendo
durante 2 min

Se repiten los pasos del 9 al 13 para revelar con un tercer anticuerpo como CS, Cyt
b2, Cyt cl y Ymel.

Fraccionamiento mitocondrial (Modificado de Glick, 1995)

Centrifugar 5 min a 12,000 rpm a 4°C 100ug (200ug para la mutante) de
mitocondrias purificadas.

Resuspender el botén en 400ul de amotiguador CH (NaCl + HEPES 200mM) pH 7.4
Incubar en hielo 10 min

Sonicar con 6 pulsos, “output” 5 y “duty cicle” 40% por tres veces (Sonicador
Branson. Sonifier 450).

Centrifugar 30 min a 65,000 rpm en un rotor TLA-100.3 (Beckman).

Separar sobrenadante y resuspender el botdn en 400ul de CH.

Precipitar los sobrenadantes y los botones agregando 45ul de acido tricloroacetico
(TCA) al 100% (BioChemika).

Incubar en hielo 30 min

Centrifugar 10 min a 12,000 rpm a 4°C

Lavar una vez con 1 ml de acetona a -20°C

Resuspender en 50ul de buffer de Laemmli 1X y calentar a 65°C 10 min

Cargar 20ul en gel de poliacrilamida y analizar por Western blot la presencia de las

proteinas a detectar.
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5.8. Extraccion alcalina de proteinas mitocondriales (Modificado de Fujiki y col.

1982)

1.  Centrifugar 5 min a 12,000 rpm a 4°C 100 ug de mitocondrias purificadas.

2. Resuspender en 100ul de HEPES 20mM. Incubar en hielo 20 min

3. Adicionar 100ul de Na,CO3 100mM pH 11.5. Incubar en hielo 10 min

4. Agitar en vortex unos segundos

5. Incubar 30 min en hielo.

6. Centrifugar 30 min a 65,000 rpm en un rotor TLA-100.3 (Beckman).

7. Separar sobrenadante y resuspender el boton en 400ul de CH.

8. Precipitar los sobrenadantes y los botones agregando 45ul de acido tricloroacetico
(TCA) al 100% (BioChemika).

9. Incubar en hielo 30 min

10. Centrifugar 10 min a 12,000 rpm a 4°C

11. Lavar una vez con 1 ml de acetona a -20°C

12. Resuspender en 50pul de buffer de Laemmli 1X y calentar a 65°C por 10 min

13. Cargar 20ul en gel de acrilamida y analizar por Western blot la presencia de las
proteinas a detectar.

5.9. Proteccion a la digestion con proteinasa K.

1. Agregar la cantidad necesaria de amortiguador SH para tener 800 ul de
mitocondrias con una concentracion final de 100 pg/ml

2. Repartir la suspension anterior en 4 tubos, agregando 195ul de la suspension a cada
tubo.
Centrifugar a 11,000 rpm por 4 min a 4°C.

4. Eliminar sobrenadante

Adicionar 20ul de SH.
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6.
7.

8.
0.

10.
11.
12.
13.

14.
15.

16.
17.

A

Preparar 200ul de SH o HEPES mas 2 ul de Proteinasa K (10mg/ml).
A cada muestra dar los siguientes tratamientos:
¢+ Tubo 1: Mitocondrias con 180ul de SH
+ Tubo 2: Mitocondrias con 180ul SH + Proteinasa K
+ Tubo 3: Mitoplastos con 180ul HEPES
¢+ Tubo 4: Mitoplastos con 180ul HEPES + Proteinasa K
Resuspender con la punta cortada subiendo y bajando 3 veces suavemente.
Incubar en hielo 30 min
Adicionar 2ul PMSF (200mM) y agitar suavemente.
Centrifugar a 11,000 rpm por 4 min a 4°C.
Transferir los sobrenadantes a un tubo nuevo*.
Resuspender suavemente el botén en 500 pl de SH mas PMSF (2mM) subiendo y
bajando con la punta cortada 3 veces.
Centrifugar a 11,000 rpm por 4 min a 4°C.
Resuspender la pastilla en 20ul de buffer de Laemmli con PMSF (2mM) y B-
mercaptoethanol.
Calentar a 65°C por 5 min
Cargar en un gel SDS-Page al 12%.
*Tratamiento para los sobrenadantes recuperados en el paso 12.
Adicionar TCA al 100% para tener una concentracion final de 11%.
Incubar a 4°C por 30 min.
Centrifugar a 13,000 rpm por 5 min a 4°C.
Lavar dos veces con 1 ml de acetona al 100%.
Resuspender la pastilla en 20ul de buffer de Laemmli con PMSF (2mM) y B-
mercaptoethanol.
Calentar a 65°C por 5 min.

Cargar en un gel SDS-Page al 12%.
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5.10. Traduccion de proteinas mitocondriales /n organelo

W © N O U kAW

11.

12.
13.

14.

Preparar en hielo 1ml de amortiguador 1.5x ioTL. Agregar al final de la preparacion
2ul piruvato cinasa (0.2%) e invertir una vez.

Tomar 10ul de mitocondrias (10 mg/ml) y agregar 22ul de amortiguador ioTL,
resuspender muy suavemente y con la punta cortada.

Incubar a 30°C por 5 min

Adicionar 2ul de *S-Metionina (10 pCi/reaccion).

Incubar a 30°C por 20 min

Transferir los tubos a hielo

Agregar 1 ml de SH 4°C (Sobitol 0.6M, HEPES 20mM, pH 7.4)

Centrifugar 10 min a 14,000 rpm a 4°C.

Eliminar todo el sobrenadante y resuspender en 64ul de buffer de Laemmli.

Agitar en vortex por 1 min

Cargar 20ul de muestra en gel de acrilamida al 16%/0.15%. El resto guardar a
-70°C.

Correr el gel a 25-27 mA constantes por 4 h

Transferir el gel a una membrana de nitrocelulosa (PROTRAN), utilizando
amortiguador de corrida al 1x con 20% de metanol. Transferir por 2 hrs, a 1.5
mA/cm?.

Secar la membrana y exponer de 4-6 h en pantalla de typhoon. Posteriormente

exponer la autoradiografia (BioMAx XAR) toda la noche.

5.11. Extraccion de RNA de levadura (Método TRIzol)

1.
2.
3.

Crecer las células en 10 ml de -ura Raf a fase exponencial (ODggp = 1.0).
Centrifugar las células de 3-5 min a 3000 rpm. Eliminar sobrenadante.

Macerar las células con N, liquido. Colocar el macerado en un tubo eppendorf frio.
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Nota: evitar que las células se descongelen durante el macerado.

® N O 0 >

Resuspender la células con TRIzol (1 ml de TRIzol por 5-10x10° células).
Incubar el homogenizado 5 min a temperatura ambiente.

Agregar 0.2 ml de cloroformo por 1 ml de TRIzol.

Agitar vigorosamente por 15 seg. e incubar por 2-3 min a 15-30° C.

Centrifugar a 12,000 rpm por 15 min a 4° C.

Seguido de la centrifugacion la mezcla se separa en una fase roja de fenol cloroformo en

la parte inferior del tubo, una interfase y una fase acuosa incolora en la parte superior.

9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

Transferir la fase acuosa a un tubo limpio.

Precipitar el RNA con 0.5 ml de isopropanol por ml de TRIzol.

Incubar 10 min a 15-30° C

Centrifugar 12,000 rpm por 10 min a 4° C. Eliminar el sobrenadante.

Lavar el boton de RNA con 1ml de etanol al 75%.

Mezclar por vortex y centrifugar a 7,500 rpm por 5 min a 4° C.

Dejar secar el boton de 5-10min

Disolver el boton con 30-50ul de H,0-DEPC e incubar por 10 min a 55- 60° C.
Cuantificar el RNA sacando la relacion de la medida de las absorbancias Axeo/Azso.
Azs0/A280 = 1.7 a 2.0 donde 1.0 es equivalente a 40ug/ml

Almacenar a -70° C.

Preparacion de las muestras de RNA:

RNA 5ul
MOPS 10X 2yl
Formaldehido 6.6 pl

Formamida 20 ul
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Después de preparar la muestra:

1.
2.
3.

Calentar 15 min a 65°C.

Incubar en hielo 5 min

Agregar 5ul de amortiguador de carga + 1ul de Bromuro de etidio (preparado con
H,O-DEPC).

Cargar en el gel y correrlo a 50V por 1hr 30 min y posteriormente a 100V por 2hr.

5.12. Transferencia de RNA a membrana de Nylon-Hybond.

W X N O AW

-
o

Utilizar un soporte y colocar un papel filtro de tal manera que toque el amortiguador
SSC 10x para la trasferencia.

Colocar el gel boca abajo (previamente lavado con H,O-DEPC) sobre el papel filtro.
Cubrir el gel con la membrana de Nylon-Hybond.

Arriba de la membrana colocar 3 papeles filtro prehumedecidos con SSC 10x.
Colocar una torre de papel con aproximadamente 7-10 cm de altura.

Cubrir con una superficie plana de vidrio.

Poner un peso de 800-1000 gr.

Dejar transfieriendo por capilaridad toda la noche.

Una vez hecha la transferencia se deja secar perfectamente bien la membrana
Entrcruzar la membrana con irradiacion UV a 254/312 nm en un stratalinker de

Stratagene.

5.13. Northern blot

. Marcar la sonda con 3?P, para ello se siguen las instrucciones del Kit HexaLabel™ DNA

labeling (Fermentas).

. Una vez detenida la reaccién se limpia la sonda del exceso de nucleotidos radioactivos

por Micro Bio-Spin Chromatography Columns (BioRad).
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3. La sonda marcada y purificada se desnaturaliza incubando con 1/10 de vol. de
solucién 1N NaOH, 1mM EDTA por 5 min a temperatura ambiente.

4. Agregar la sonda a la solucidn de prehibridacion donde se encuentra la membrana.

Hibridacion

- Prehibridar una hora a 65°C en horno rotatorio con la siguiente solucidn precalentada.
5x SSC

5x Denhardt’s

0.5% SDS

ssDNA 100 ug/ml

El DNA se hierve 10 min y se coloca en hielo por 10 min mas.

- Agregar la sonda marcada y desnaturalizada. Hibridar a 65°C toda la noche.

Lavados:
1. Desechar la solucién de hibridacion
2. Cada lavado se hace con 50 ml de una solucion precalentada a 65°C.
3. Se hacen los siguientes lavados:
= 1 lavado con 2x SSC, 0.2% SDS por 5 min.
= 2 lavado con 2x SSC, 0.2% SDS por 15 min.
= 1 lavado con 0.2x SSC, 0.2% SDS por 30 min.
4. Envolver la membrana en ega pack y exponer en la pantalla de fésforo. Leer la
emision radioactiva con un TYPHOON 8600 phosphoimager. Para cuantificar la sefial se

empleo el programa ImageQuant versién 5.2.
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6. Resultados

6.1. Complementacion de 4pet309 con PET309-3xHA.

En el laboratorio se cuenta con una construccién de PE7309 con el epitope 3xHA
fusionado al extremo carboxilo terminal. Tal construccion esta clonada en dos vectores
de expresidon para levadura: pRS416 (bajo numero de copias, 1-2 copias por célula) y
YEp352 (alto numero de copias ~30 copias por célula). Ambas construcciones incluyen
305 y 205 nucledtidos de la region 5 °UTR y 3 "UTR de PET309 respectivamente.

La construccién de PET309 silvestre es capaz de complementar a la cepa XPM232,
la cual tiene a PET309 interrumpida (pet309A.:LEUZ). Como se observa en la figura 6, la
cepa pet309A4::LEU2 recupera su capacidad respiratoria debido a la complementacion con
PET309-3xHA. Del mismo modo la cepa pet3094.:LEU2 transformada con el plasmido
vacio pRS416 es incapaz de respirar, lo que confirma que la construccion con PET309-
3xHA complementa adecuadamente la cepa mutante de pet309. Como control positivo se

utilizd la cepa silvestre de PET309-3xHA integrada en el cromosoma.

Figura 6. Complementacion de la cepa mutante de Apet309 con el plasmido que contiene a
PET309-3xHA en dos diferentes medios de cultivo. A) Control positivo (PET309-3xHA en copia
cromosomal); B) Apet309 complementada con PET309-3xHA silvestre clonada en el vector
pRS416; C) Apet309 transformada con el vector pRS416. Cepas cultivadas en medio —ura
(izquierda) y YPEG (derecha) durante 4 dias a 30°C.
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6.2. Construccion de la mutante pet309Appr.

Mediante técnicas de PCR, se construyd una mutante de pet309, en la cual se
eliminarén los 7 dominios PPR. Como primera estrategia de clonaciéon, se ligd
directamente el producto de PCR al vector pGEM- T Easy (Fig. 7). El producto de PCR se
secuencid para verificar que se siguiera el marco de lectura y que la DNA polimerasa no

introdujera errores en la secuencia (electroferograma mostrado en el apartado de “otros

métodos”) .

3 kb
pGEM-Teasy

450 pb
inserto

Posteriormente, el plasmido pFT1 se digirid con las enzimas de restriccion Pstly
EcoRI para liberar el inserto. Este se ligd al plasmido bacteriano (pBluescript) que
contiene a PET309-3xHA (pXP96), igualmente digerido con Pstl'y EcoRI. Al digerir el
vector pXP96 con éstas enzimas se libera la zona que contiene todos los dominios PPR
silvestres (Figura 8). El vector digerido se purificé del gel por columna comercial y se

utilizé para incluir la versidn mutada de pet3094ppr, lo que did por resultado el plasmido

pFT2 (Fig. 9).

Figura 7. Gel de
agarosa que muestra la
clona pFT1, la cual
posee a pet309Appr
dentro de pGEM-T
Easy. El  carril 2
muestra la  colonia
transformada que
posee la construccion.
El plasmido se digirié
con EcoR1 para liberar
el inserto de 450pb.
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5.9 kb
pXP96

1.1 kb
PET309 silvestre

Figura 8. Digestion del vector
pXP96. Carril 2) Marcador; carril 1)
Digestion del plasmido pXP96 con
Pstl 'y EcoRI. Se observa la
liberacién de la zona PPR de 1.1 kb
y el resto del plasmido 5. 9 kb.

<4 59 kb
pXP96

< 250 pb
inserto Appr

Figura 9. Plasmido pFT2, la cual
posee a pet309Appr dentro de
pXP96. Carril 1) Marcador; carril 2)
Digestion de la clona pFT2 con Pstl
y EcoRI. Se observa la liberacién de
pet309Appr de 250 pb y el

plasmido de 5. 9 kb.

El plasmido pFT2 se digirié con las enzimas Xbaly Xhol para liberar todo el gen
de pet3094ppr y subclonarlo dentro de los vectores para levadura pRS416 (vector
centromérico y de bajo nimero de copias) y YEp352 (vector episomal y de alto nimero

de copias), generando los plasmidos pFT3 y pFT4, respectivamente (Fig. 10a y 10b).

B)
5.2 kb
5 kb YEp352
pRS416 2.7kb
27 Kb pet309Appr
pet309Appr

Figura 10. Subclonacion de pet309Appr dentro de dos vectores diferentes de expresion en
levadura. A) Clona pFT3, en el carril 2 se observa la liberacion del inserto de 2.7 kb y pRS416
con 5 Kb. B) Clona pFT4, carril 2 liberacion del inserto de 2.7 Kb y YEp352 con 5.2 Kb.

Ambos plasmidos se digirieron con Xbal y Xhol.
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6.3. Localizacion de Pet309pAPPR dentro de la mitocondria.

Para detectar a Pet309pAPPR dentro de las mitocondrias y confirmar que la
mutacién no afectara su importacion al organelo, se extrajeron mitocondrias de la cepa
que posee esta construccidn. Por western blot se detectd a Pet309pAPPR-3xHA
Unicamente en la fraccidn mitocondrial con una masa molecular de 85 KDa, mas pequena
que la de Pet309p-3xHA silvestre (118 KDa). Este peso corresponde al esperado debido a

la supresion completa de los siete dominios PPR.

Se inmunodetectd a la proteina citrato sintasa, enzima localizada en la matriz
mitocondrial. Esta proteina solo fue detectada en las fracciones mitocondriales (Fig. 11).
Para confirmar que Pet309p co-purifica con la fraccién mitocondrial, se separd la fraccion
citosolica y se utilizé como control la proteina glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH).
Esta es una enzima soluble del citoplasma y por tal motivo sélo debe de detectarse en la

fraccidn citosolica tal como se observa en la figura 11.

2 5 B = 2 2 2 2
8 ® 8§ @ 8 = g8 =
PET309 pet309Appr PET309 pet309Appr
- - : —118 KDa

aHA | — , — B5 KDa

aCS — — — —

aG6PDH - W — —

i 2 —

Mitocondrias Citosol

Figura 11. La proteina mutada Pet309pAPPRs-3xHA co-purifica con la fraccion mitocondrial.
Como controles se utilizarén anticuerpos para detectar a la proteina citrato sintasa (CS) (proteina
de matriz mitocondrial) y la proteina G6PDH (enzima soluble del citosol). 10ung de proteina
mitocondrial se separaron por SDS-PAGE al 12%. Se analizarén Pet309p y Pet309pAPPR en baja
expresion (bajo) y en sobreexpresion (alto).
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En la figura 11 se incluye a Pet309p-3xHA y Pet309pAPPR-3xHA en bajo niumero
de copia (1-2 copias por célula) y en sobreexpresion (30 copias por célula). Se refleja en
el western blot mayor acumulacién de la proteina Pet309p silvestre como mutante en

condiciones de sobreexpresion.

Estos resultados indican que Pet309pAPPR co-purifica con la fraccidon mitocondrial

en bajo numero de copias como en sobreexpresion.

6.3.1 Fraccionamiento Mitocondrial.

Pet309p es una proteina localizada en la membrana interna mitocondrial, asociada
de manera periférica y orientada hacia la matriz mitocondrial (Shingu y Pérez-Martinez,
datos no publicados). Para comprobar si Pet309pAPPR tiene la misma localizacion que la

proteina silvestre se realizaron los siguientes experimentos.

El primer experimento de localizacidon fue el fraccionamiento mitocondrial, el cual
consistido en fragmentar a las mitocondrias por medio de sonicaciéon, seguido de una
ultracentrifugacion para separar las fracciones membranales (que incluyen la membrana
interna y externa) de las fracciones solubles (compuesto del espacio intermembranal y la
matriz mitocondrial). Se encontré que Pet309pAPPR se localiza en la fraccion membranal,
igual que Pet309p silvestre (Fig. 12) detectada con el anticuerpo anti-HA.

Como control de Optima separacion se empled a la proteina citrato sintasa
localizada exclusivamente en la matriz por lo que se inmunodetectd solo en las
fracciones solubles. Como control de una proteina membranal se inmunodetectd a Cit cl.
Cyt cl1 es una proteina integral de membrana interna que forma parte del complejo III

respiratorio y sélo se detecto en la fraccion membranal.
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Figura 12. Localizacién de Pet309pAPPR en fracciones mitocondriales. Se utilizaron 100 ug y
200 ng de proteina mitocondrial (Pet309p y Pet309pAPPR respectivamente) separada por SDS-
PAGE al 12%. M: fraccion membranal; S: fraccion soluble.

6.3.2 Extraccion alcalina mitocondrial.

Se busco determinar si Pet309pAPPR se comporta como una proteina periférica de
membrana (igual que la silvestre). Las mitocondrias se trataron con Na,COs para extraer
proteinas periféricas. Posterior al tratamiento, las mitocondrias se ultracentrifugaron para

separar la fraccion membranal de la fraccion soluble.

En las fracciones solubles se encuentran las proteinas solubles y periféricas. Los
resultados obtenidos de este ensayo indican que Pet309pAPPR se comporta como una
proteina periférica de membrana. Esto corrobora que la mutante se comporta de manera

semejante a la silvestre (Fig. 13).
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Figura 13. Separacion de proteinas mitocondriales en medio alcalino. Pet309pAPPR se detecto
en la fraccion soluble. Como control de proteina soluble mitocondrial se detectd la proteina citrato
sintasa. Como proteina integral de membrana a Cyt cl. Se emplearon 100g de proteina
mitocondrial, separada por SDS-PAGE al 12%.

6.3.3 Proteccion a la digestion con Proteinasa K.

Para determinar la topologia de Pet309pAPPR en la mitocondria se realizd un
ensayo de proteccién a la digestion con proteinasa K. En este ensayo se tratan las
mitocondrias con un choque osmético con el fin de generar mitoplastos (mitocondrias sin
membrana externa). Las proteinas localizadas en el lado de la matriz mitocondrial
permanecen intactas en presencia de la proteinasa K, debido a que las protege la
membrana interna mitocondrial, mientras que las proteinas localizadas en el espacio
intermembranal son degradadas. Con este ensayo podemos demostrar que la mutante
Pet309pAPPR se encuentra del lado de la matriz mitocondrial igual que la silvestre, ya

que ambas proteinas resistieron la digestion con proteinasa K (Figura 14).

En este ensayo se empled como control la proteina citrato sintasa, proteina

localizada en la matriz mitocondrial. Se observo que la proteina citrato sintasa se localiza
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en la matriz mitocondrial tanto en mitocondrias como en mitoplastos con y sin proteinasa
K (Figura 14).

Dos proteinas mas fueron empleadas como controles: Ymel y Cyt b2. Ymel es
una proteina que participa en la translocacion de proteinas y presenta un dominio
localizado en el espacio intermembranal. En las mitocondrias tratadas con proteinasa K se
detecto a Ymelp al igual que los mitoplastos sin tratamiento con proteinasa K (Fig. 14
carriles 3 y 7). En los mitoplastos que si fueron tratados con proteinasa K se degradd la
proteina Ymelp ya que quedd expuesta (Fig. 14 carriles 4 y 8). Cyt b2 es una proteina
localizada en el espacio intermembranal. Una vez generados los mitoplastos esta proteina

se pierde y no es detectada por western blot.

mitocondrias
mitoplastos

i 2 3 4 5 & T B
Potk - + - + - + - 4

aHA “.-'-

aCs N WD — — —— — -

aYMEL | SR B e L

aCyt b2 | . — - -

PET309 pet309Appr

Figura 14. Proteccién a la digestion con Proteinasa K de Pet309pAPPR. Pet309pAPPR se detectd
en el interior de la matriz mitocondrial. Como control de proteina de matriz mitocondrial se
detecto la proteina citrato sintasa. Como proteina de espacio intermembranal a Ymel y Cyt b2.
Se emplearon 100ug de proteina mitocondrial para la cepa silvestre y mutante, separada por
SDS-PAGE al 12%.
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Con los controles de Ymel, Cyt b2 y citrato sintasa, se demuestra que las
condiciones de digestion con proteinasa K fueron las correctas. Con este experimento se
concluye que Pet309pAPPR esta dentro de la matriz mitocondrial ya que se comporta
como la proteina citrato sintasa al ser resistente a la digestion con proteinasa K (Figura
14).

De estos experimentos se puede concluir que a pesar de la mutacién introducida a
pet309, se localiza en la membrana interna mitocondrial orientada hacia la matriz

mitocondrial y de manera periférica igual que la silvestre.

6.4. Caracterizacion del fenotipo de la mutante pet3094ppr.

La mutante pet3094ppr generd un fenotipo con incapacidad respiratoria en la cepa
que la portaba cuando se crece en un medio no fermentable a base de etanol-glicerol
(YPEG) como fuentes de carbono (Fig. 15).

Como control positivo, se empled la cepa silvestre de PET309-3xHA observando un
buen crecimiento en fuentes de carbono no fermentables, lo que refleja capacidad
respiratoria. Como control negativo se utilizd una cepa con el vector vacio la cual carece

totalmente de capacidad respiratoria en medio no fermentable por carecer de pet309.

Los fenotipos se siguieron a diferentes temperaturas: 25°C, 30°C y 37°C. En
ninguna condicion la mutante presentd capacidad respiratoria, incluso en condiciones de
sobreexpresion. Adicionalmente se encontrd que la respiracion de la cepa silvestre a 37°C
se vio afectada cuando se expresd6 en bajo numero de copias. Esta condicién
probablemente se debe a que el epitope esta impidiendo una adecuada funcién del C-
terminal de Pet309p a 37°C.
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En las versiones mutantes tanto a bajo como en alto nimero de copia, el fenotipo
es el mismo a las diferentes temperaturas, lo que sugiere que ni la sobreexpresion es

capaz de restaurar la capacidad respiratoria.

a ) BAJO NOMERO DE COPIA
30°C 37°C

pet309Appr

Vector vacio

YPEG Vector vaclo

b) ALTO NUMERO DE COPIA
30°C 37°C

ooggﬁg 00009¢

pet309Appr
YPEG Vector vacio
Figura 15. Diluciones seriadas de pet3094ppr. Las cepas fueron crecidas en medio carente de

uracilo (-ura) y medio no fermentable a base de etanol-glicerol (YPEG) e incubadas durante 4
dias a 25°C, 30°C y 37°C.
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6.5. Inmunodeteccion de Cox1p en la mutante de pet3094ppr.

Debido a que Pet309p es el activador traduccional especifico del mensajero de
COX1, y que los dominios PPR pueden estar involucrados en el metabolismo del RNA;
existe la probabilidad de que la mutante este afectando la traduccién de COXI. Para
indagar la causa del fenotipo no respiratorio producido por la mutante pet3094ppr, por
inmunoréplica tipo western se detectd a la proteina Cox1p. En este experimento no se
detecté a la proteina Cox1p cuando las mitocondrias expresan a pet309Appr tanto a
bajo nimero de copia como en sobreexpresion (Fig. 16), y sblo se observo acumulacién
de ésta proteina en presencia de Pet309p silvestre. Estas observaciones indican que la

mutacién introducida en PET309 esta afectando la acumulacion de Cox1p.

118 KDa

aHA — B5 KDa

aCox1

Mitocondrias

Figura 16. Acumulacion de la proteina Cox1p en presencia de pet3094ppr. Western blot de
proteinas mitocondriales de mutantes de pet3094ppr en bajo y alto nimero de copia. Como
control de carga se utilizd la proteina citrato sintasa. 50ug de proteina mitocondrial, separada por
SDS-PAGE al 12%.
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Interesantemente cuando se sobreexpresa a Pet309p provoca una disminucion en
la acumulacion de Cox1p en relacién a cuando se expresa Pet309p en bajo numero de
copia (Figura 16). Probablemente este efecto se deba a un problema en la biogénesis de
Cox1p cuando existe una sobreexpresion de su activador traduccional (Pet309p). Este
fendmeno corrobora el hecho de que altos niveles de los activadores traduccionales

provocan desajustes en la biogénesis de los genes mitocondriales (Fiori y col, 2005).

Para explicar porque baja los niveles de la proteina Coxlp, se sugieren dos
razones. La primera es que no se esta sintetizando la proteina Cox1p y la segunda es que
el mMRNA de COX1 esté disminuyendo sus niveles lo que se refleja en la abundancia de la
proteina. Para indagar cual de estas dos posibilidades es la responsable de la incapacidad
respiratoria y la falta de acumulacion de Coxlp se realizaron dos experimentos:
traduccion de proteinas mitocondriales /in organelo y northern blot de los mensajeros de
COX1.

6.6. Sintesis de proteinas mitocondriales in organelo.

Para determinar si la ausencia de Cox1lp se debe a que no hay sintesis de esta
proteina, se promovid la sintesis de proteinas mitocondriales. Por este medio se puede

determinar si se esta sintetizando Cox1p.

Para detectar a las proteinas sintetizadas en la mitocondria se empled el método
de traduccidon de proteinas mitocondriales /in organelo. Esta técnica consiste en dejar
traducir a la mitocondria por 20 min en presencia de metionina marcada
radioactivamente con **S, con el objetivo de que todas las proteinas recién sintetizadas
vayan incorporando la marca radioactiva. Posteriormente las proteinas se analizan por
SDS-PAGE y por autoradiografia se observan las proteinas que se encuentran marcadas

radioactivamente.
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Se observo que las mitocondrias que expresan a pet309Apprtanto en bajo nimero
de copias como en sobreexpresion no sintetizaron Cox1p y el efecto fue especifico para
esta proteina pues los niveles del resto de las proteinas fue comparables en las cinco

cepas (Fig. 17).

Figura 17. Sintesis de proteinas mitocondriales /in organelo. Las proteinas fueron marcadas con
[*°S] Metionina por 20 minutos y analizadas por SDS-PAGE y autoradiografia. Varl subunidad
ribosomal; Cox1, subunidad I de la citocromo c oxidasa; Cox2, subunidad II; Cox3, subunidad III;
Cyt b, citocromo b-c1; Atp6, subunidad 6 de la ATPasa; Atp8 subunidad 8 de la ATPasa; Atp9,
subunidad 9 de la ATPasa.

Estos resultados sugieren que Pet309pAPPR a baja expresion como en
sobreexpresion esta afectando Unicamente la sintesis de Cox1p; sin afectar la sintesis del

resto de las proteinas codificadas en el genoma mitocondrial.
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6.7. Analisis por northern blot del mRNA de COX1.

Debido a que se esta afectando la traduccién de Cox1p, existia la posibilidad de
que la mutacidon que se introdujo en PET309 interfiriera con la estabilidad del mensajero
de COXI. Se ha reportado que Pet309p también juega un papel en la estabilizacion del
mRNA de COX1 (Manthey y McEwen, 1995; Tavares-Carredn y Pérez-Martinez, datos no
mostrados). Para analizar esta posibilidad se extrajo RNA total de las cepas mutantes
(pet3094ppr), asi como de la silvestre para explorar si se esta afectando la estabilidad del
mRNA de COX1.

El analisis por northern blot de los mensajeros indicd que los mRNA de COX1 no se
ven disminuidos en la mutante pet3094ppr . Cuando esta presente pet309Appr tanto en
bajo como en alto nimero de copia el mRNA de COX? se acumula de manera semejante

a las versiones silvestres de PET309 (Figura 18).

Un punto interesante es que los niveles del mensajero de COXI se ven
incrementados cuando se presenta la sobreexpresion de Pet309p y Pet309pAPPR (Fig.
18). Esto sugiere que Pet309pAPPR no esta afectando la acumulacién del mensajero de
COX1 al comportarse igual que PET309. A pesar de la pérdida de los dominios PPR,
Pet309p conserva la capacidad de estabilizar al mensajero de COX1. Fiori y col. (2005)
han sugerido que el incremento en los niveles de los activadores traduccionales podrian

estabilizar sus mensajeros blancos.

Estos resultados confirman que PE7309 actia a nivel traduccional mas que sobre
la estabilizacién del mRNA de COX1.
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Figura 18. Niveles del mensajero de COXI por northern blot. 10 ng de RNA total fue utilizado de
cada cepa. Las cepas fueron crecidas en —ura rafinosa. Como control de carga se empled el 15S
rRNA. Las membranas se expusieron en una pantalla de fésforo durante 5h y 2h para COX1
mRNA y rRNA 15S respectivamente.
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6.8. ARG8m como gen reportero de la traduccion.

Los experimentos de traduccidn mitocondrial /n organelo y los de northern blot
muestran que Cox1p no se esta sintetizando a pesar de que el transcrito esta presente.
Existe la posibilidad de que la ausencia de Cox1p se deba a una rapida degradacion de la
proteina recién sintetizada por lo que no logra detectarse en el experimento. Para
descartar un proceso de rapida degradacion y uno de sintesis, empleamos al gen

reportero de la traducciéon Arg8m.

En condiciones normales la proteina Arg8p esta codificada por el gen nuclear ARGS
y se importa a la matriz mitocondrial, donde participa en la sintesis de arginina. Steele y
col. (1996) recodificarén a este gen para que se expresara en el DNA mitocondrial
(DNAmt). Cox1p es una proteina integral de membrana y es probable que la mutante
pet3094ppr afecte diferentes pasos de su biogénesis como: sintesis, estabilidad del

producto recién sintetizado e insercion dentro de la membrana interna mitocondrial.

Tener a la proteina Arg8p como reportero de la traduccidon ofrece la ventaja de
que su funcién no es dependiente de la capacidad respiratoria de la célula ni de la etapa
de ensamblaje de la citocromo c¢ oxidasa. Ademas Arg8p es una proteina soluble en la

matriz mitocondrial, en contraste con Cox1p que es altamente hidrofdbica.

Nosotros contamos con una cepa en la cual se reemplazo la secuencia codificante
de COXI por los de ARGEm en el DNAmt (cox14::ARG8Em) (Peréz-Martinez y col. 2003)
dejando Unicamente las regiones 5" y 3" UTR de COXI (Fig. 19).

5°'UTR COX1 3" UTR COX1

Figura 19. Construccion cox14::ARG8m. Toda la region codificante del gen COXI fue eliminada y
sustituida por el gen ARG8m, dejando los extremos 5 UTRy 3 UTR de COXL.



Se ha demostrado que la traduccidon del mensajero cox14::ARG8m es dependiente
de Pet309p (Pérez-Martinez y col, 2003). Se transformd a la cepa cox1A4.::ARGSm con
pet3094ppr en alto y bajo nimero de copia. Por medio del fenotipo obtenido con estas
construcciones podemos determinar si se esta afectando la sintesis 6 estabilidad del

producto recién sintetizado.

a) BAJO NUMERO DE COPIA

a) ALTO NUMERO DE COPIA
30°C

pet309Appr

Vector vacio

pet309Appr

Vector vacio

Figura 20. Diluciones seriadas de pet3094ppr. Las cepas fueron crecidas en medio carente de
uracilo (-ura) y medio carente de arginina (-arg) e incubadas durante 4 dias a 25°C, 30°C y
37°C.
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En condiciones de bajo nimero de copia como en sobreexpresion, los fenotipos se
siguieron a diferentes temperaturas: 25°C, 30°C y 37°C. De esta manera se observd que
el fenotipo de la mutante pet3094ppr es arginina menos. Lo que indica que la mutacién
esta alterando la sintesis de Cox1p y no su ensamblaje dentro de la membrana interna

mitocondrial (Fig. 20).

Como control negativo se utilizo la cepa XPM231 (4dpet309, cox14::ARGEm) la cual
no crece en medio arg- y como control positivo a una cepa silvestre la cual crece
adecuadamente en medio arg-. Estas observaciones se confirmaron al observar que en la

mutante no se acumula la proteina Arg8p (Figura 21).
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Figura 21. Inmunoréplica tipo western para detectar a la proteina Arg8p. Como control se utilizd
a la proteina citrato sintasa (proteina de matriz mitocondrial) y la proteina G6PDH (enzima soluble
del citosol). 50ug de proteina mitocondrial fue empleada y separada por SDS-PAGE al 12%.
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7. Discusion

En este trabajo hemos examinado el papel de los dominios PPR de la proteina
Pet309p sobre la expresion del RNA mensajero mitocondrial de COX1. Se encontrd que al
eliminar los siete dominios PPR que contiene este activador traduccional, las cepas de
levadura pierden la capacidad respiratoria debido a que no se sintetiza la proteina Cox1p,
sin que la mutante pet3094ppr disminuya los niveles del mRNA de COX1.

Como parte de la caracterizacion de Pet309pAPPR, se estudio su localizacion
dentro de la mitocondria para descartar que la mutacidon provocada en pet309 interfiriera
con su importacidon a la mitocondria. Para ello se realizaron ensayos de localizacion de
proteinas mitocondriales. Estos resultados indicaron que la proteina mutante esta
asociada a la membrana interna de manera periférica, orientada hacia la matriz
mitocondrial. Este comportamiento es igual al observado en la proteina Pet309p silvestre
(Shingul y Pérez-Martinez, datos no publicados). Los resultados obtenidos confirman que
a pesar de la mutacion introducida en pet309 no se altera su importacion ni localizacion

dentro de la mitocondria.

Uno de los resultados importantes en este estudio fue el encontrar que la pérdida
de los dominios PPR de Pet309p provoca un fenotipo no respiratorio de las cepas de
levadura que portan esta proteina mutada. Para indagar las causas de este efecto se
encontrd que la acumulacion de la proteina Cox1p se afectaba, lo cual podia deberse a
una falla en la sintesis de esta proteina. Tal como lo revela el ensayo de traduccién de
proteinas mitocondriales /n organelo, se muestra que la proteina Cox1p no se sintetiza en
presencia de Pet309pAPPR, motivo por el cual no se logra detectar a Coxlp

inmunoldgicamente.

Con el experimento de traduccidon mitocondrial /in organelo se mostrd que Cox1p,
no se esta sintetizando. La ausencia de Cox1p se puede deber a una rapida degradacion

de la proteina recién sintetizada. Para descartar un proceso de rapida degradacion y uno
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de sintesis, empleamos al gen reportero de la traduccion Arg8m. Se observé que la
mutante es incapaz de crecer en medio carente de arginina y presenta una falla en la
acumulacién de la proteina Arg8p. Estos resultados obtenidos del reportero de la

traduccion reflejan un problema a nivel traduccional de Cox1p.

Estos resultados son interesantes ya que sugiere dos hechos. El primero, es la
especificidad de los siete dominios PPR de Pet309p por el mRNA de COX1 al observar que
solamente se afecta la sintesis de Cox1p y mostrando una sintesis correcta del resto de
las proteinas mitocondriales (Fig. 17). La segunda evidencia sugiere que el papel de los
dominios PPR es Unicamente a nivel traduccional, tal como lo confirma el reportero de la

traduccion.

Se ha reportado que Pet309p también juega un papel en la estabilizacion del
mRNA de COX1 (Manthey y McEwen, 1995; Tavares-Carredn y Pérez-Martinez, datos no
mostrados). Los datos obtenidos por northern blot reflejan que los niveles del mensajero
de COX1 no disminuyeron (Fig. 18). Adicionalmente, cuando se sobre-expresan PET309y

pet3094ppr se incrementa la acumulacion del mensajero de COX1.

Fiori y col (2005) han sugerido que la estabilidad de los mensajeros
mitocondriales se ven incrementados cuando los niveles de los activadores traduccionales
se encuentran en concentraciones altas dentro de la célula. Estos resultados indican que
a pesar de la pérdida de los dominios PPR, Pet309p conserva la capacidad de estabilizar

al mensajero de COX1.

A la fecha se desconoce la secuencia exacta donde Pet309p se une al 5"UTR de
mRNA de COX1, tampoco hay evidencia de la interaccidn directa. Sin embargo, creemos

que la region PPR esta uniendo de manera especifica el 5 UTR del mensajero de COX1.

Camacho-Villasana y Pérez-Martinez (datos no publicados) generaron mutantes en

las cuales se elimino uno a uno cada PPR. El fenotipo observado fue la pérdida de la
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respiracion debido a que no hay sintesis de Cox1p. Esto indica que todos los dominios
PPR son necesarios para traducir al mRNA de COXI. Probablemente esto se debe a que
cada PPR debe unir una secuencia especifica del 5°UTR del mRNA de COXI. Al estar
ausente un PPR se deja desprotegida la zona del mRNA con la cual debe de hacer
contacto, provocando una alteracién en la union PPR- 5 UTR de COX1, y por lo tanto una

falla en la traduccién de este mensajero

La eliminacién de todos los PPR, asi como de cada uno de los PPR afecto
Unicamente la traduccion de COXI mas no la estabilidad. Esto probablemente se debe a
que Pet309 debe de tener otros dominios que son importantes para la uniéon con el mRNA

0 para una interaccidon con el mRNA a través de otros factores proteicos.

La funcién de proteinas PPR en la traduccion fue inicialmente identificada en
Pet309p (Manthey y McEwen, 1995) y en Crpl de maiz (Fisk y co/ 1999). CRP1 es
requerida para la traduccion de los genes petd y psaC genes codificados en el
cloroplasto (Barkan y co0/l1994). Después de estos hallazgos se caracterizaron dos
proteinas: HCF152 y PGR3, ambas proteinas PPR fueron identificadas en A thaliana.
HCF152 esta involucrada en el splicing del RNA de petB vy la estabilizacion del producto
recién modificado, asi como de la remocidn de regiones intergénicas entre psbH, la cual
codifica para una subunidad del fotosistema II y petB en el cloroplasto (Nakamura y col.
2003; Meierhoff y col. 2003). PGR3 es necesaria para la estabilizacion del operon de petlL
(operon de RNA) y también en la traduccion del gen petl y uno de los genes ndh en
cloroplasto (Yamazaki y col. 2004). Estos resultados obtenidos de los modelos en plantas
son consistentes con la idea de que las proteinas PPR estan involucradas en pasos de

maduracion y traduccion de RNA de organelos bioenergéticos.

En la actualidad se han incrementado los reportes sobre la funcion de proteinas
PPR, principalmente en plantas superiores, aunque se han ampliado los reportes en otros

organismos como protozoarios, algas, insectos y animales, (Lurin y col. 2004; Mingler y



col, 2006). Sin embargo hasta la fecha hay escasos reportes en los cuales se demuestra

una interaccion RNA-proteina PPR.

Schmitz-Linneweber y col. (2005), demostraron una interaccién directa entre CRP1
y la region 5° no traducida de los mensajeros de petA y psaC de A. thaliana. Otro
ejemplo es de la proteina HCF152 codificada en el genoma nuclear de A. thaliana y
localizada en el cloroplasto. Esta proteina posee 12 motivos PPR. La mutante nula de
hcf152 es incapaz de actuar sobre el extremo 5 del transcrito de petB. Cuando se mutan
diferentes motivos PPR de este gen, se refleja en una menor afinidad por el RNA de petB.
Esto promueve la idea de que el nimero de motivos PPR controlan la afinidad y
especificidad por el RNA (Nakamura y col. 2003, Nakamura y col. 2004).

En humano se ha descrito un proteina PPR conocida como LRP130, la cual se une
a hnRNAs y RNA mitocondrial /n vitro (Mili y Pifiol-Roma, 2003). Sin embargo, no existe
evidencia de la asociacion /in vivo entre la proteina PPR y su RNA especifico. Se ha
propuesto que LRP130 es el homdlogo de Pet309p en humano. El gen LRPI130 es
indispensable para llevar a cabo la expresion de los genes COX1y COX3 (Xu y col. 2004).
Mootha y col. (2003) describieron una mutacion autosomal recesiva en el gen LRP130

que causa una deficiencia de la COX y esta asociada al Sindrome de Leigh.

Se desconoce cual es el mecanismo funcional de las proteinas PPR, probablemente
el numero de motivos PPR contengan la informacion minima necesaria para controlar la

especificidad por su RNA blanco.

Desde un punto de vista estructural, se ha propuesto que las proteinas PPR son
proteinas con repeticiones helicoidales similares a las que se encuentran en los motivos
TPR (Das y col. 1998). A pesar de no existir cristales de proteinas PPR, otras proteinas en
las cuales su estructura terciaria esta representada con repeticiones helicoidales han sido

reportadas: la B-catenina con 12 motivos armadillo (Hubert y col. 1997); la subunidad A
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de la fosfatasa 2A con 15 motivos HEAT (Groves y col. 1999); Pumilio con 8 motivos Puf

(Edwards y col. 2001) y la proteina fosfatasa 5 con tres motivos TPR (Das y col, 1998).

Todos estos motivos consisten de dos o tres a-hélices con un giro entre cada
hélice. Todas estas proteinas con repeticiones helicoidales forman una estructura
cdncava. Los motivos Armadillo, HEAT y TPR estan involucrados en interacciones
proteina-proteina y la superficie cdncava es la responsable de esta interaccion. La
estructura Pumilio usa la misma superficie para interaccionar con RNA (Messias y Sattler,
2004).

No se tiene a la fecha antecedentes de la funcion bioldgica de las proteinas PPR,
pero se sugiere que estan implicadas en la uniéon con macromoléculas (especificamente
acidos nucleicos) a través de una superficie formada por una cavidad de varias unidades
repetidas de alfa hélices. Probablemente los dominios PPR de Pet309p adopten una
conformaciéon semejante a las familias de proteinas de unidon a RNA o a las proteinas

anteriormente mencionadas.

Los motivos PPR de Pet309p se encuentran ubicados en la parte central de la
proteina. Para muchas proteinas PPR de plantas se han identificados otros motivos
diferentes de los PPR, localizadas en el extremo C-terminal, los cuales son conocidos
como E, E+ y DYW (Lurin y co/, 2004). Probablemente estos motivos tengan una funcién
adicional e independiente de los motivos PPR. Okuda y col (2007) intercambiaron los
extremos C-terminales (con motivos E/E+) de dos proteinas PPR: CCR4 y CCR21. Ambas
proteinas estan involucradas en la edicion de RNA en cloroplasto. Los C-terminales de
ambas proteinas tiene una funcion en comun sobre la edicion del RNA mas no estuvieron
involucrados en el reconocimiento secuencia-especifica del RNA. Este ultimo papel es el

que se propone desempenan los dominios PPR.

La proteina Pet309p no presenta ninguno de los motivos antes mencionados, sin

embargo, cuenta con un extremo carboxilo terminal de 300 aminoacidos. Estos ultimos
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aminoacidos podrian formar regiones importantes para su funcién sobre la expresion de
COX1.

Zamudio y Pérez-Martinez (datos no publicados) crearon una mutante de pet309
carente del extremo carboxilo terminal. Esta mutacion en pet309 provoco en S. cerevisiae

incapacidad respiratoria debido a una falla en la traduccion del mRNA de COX1.

Se propone que los dominios PPR de Pet309p son necesarios para unir de manera
especifica el 5"UTR del mensajero de COXI y con ayuda de la porcion C-terminal de
Pet309p se llevaria a cabo una interaccion con los ribosomas mitocondriales para asi

promover el comienzo de la traduccién de COX1.

Pet122p activador traduccional especifico del mensajero de COX3 interactia
funcionalmente con el ribosoma mitocondrial. Mutaciones en las cuales se eliminaba el
extremo C-terminal provocaban la pérdida de la funcion (Haffter y co/j 1990). Sin
embargo, estas mutaciones pueden ser suprimidas por mutaciones en genes nucleares
que codifican para tres proteinas de la subunidad pequefia ribosomal mitocondrial:
PET123, MRP1 y MRP17 (McMullin y col, 1990; Myers y col, 1987; Haffter y Fox, 1992)

Es posible que los motivos PPR de Pet309 sujeten al mensajero de COXI vy
promuevan el inicio de su traduccion (Figura 23). Probablemente los siete dominios PPR
presentes en Pet309p se unen a una porcidn especifica del 5 UTR del mRNA de COXI,
ayudando al ribosoma a reconocer el ATG adecuado para comenzar la traduccién. Tal vez
la porcién C-terminal de Pet309p esté interaccionando con proteinas localizadas en los
ribosomas mitocondriales o con otros factores que estén involucrados en la sintesis de
Cox1p y que actien especificamente sobre el extremo 5'UTR de COX1. Tal es el caso de
Mss51 proteina involucrada en la sintesis de Cox1p. Mss51 se une a la porcién 5 UTR del
mRNA de COXI asi como a Coxlp recién sintetizada (Pérez-Martinez y col, 2003). Se
desconoce si Mss51 tiene la capacidad de unir al RNA, y en caso afirmativo si Pet309p y

Mss51 se unen a la misma region del mRNA de COX1.

63



mRNA de COX1

Proteina recién
sintetizada

Figura 23. Modelo de accidon de los dominios PPR de la proteina Pet309p. Los dominios PPR
localizados en la parte central de Pet309p estan sujetando al mensajero de COX1. El extremo C-
terminal podria estar interaccionando con proteinas localizadas en los ribosomas mitocondriales o

con Mss51, otro factor involucrado en la sintesis de Cox1p.

64



8. Conclusion

e Los dominios PPR de Pet309p son necesarios para que se lleve a cabo la

traduccion de Cox1p sin afectar la estabilidad del mRNA de Cox1p.
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9. Perspectivas para este trabajo

Caracterizar las mutantes a las que se les ha eliminado cada uno de los PPR. Para
esto se realizara: /in organelo translation y control respiratorio por medio de

oximetrias.

Buscar revertantes respiratorias de alguna de las mutantes que carecen de un sélo
PPR. Asi se podria obtener informacién de la zona sobre la cual actiia cada uno de
los dominios PPR. Por ejemplo a que regiéon del 5’ UTR de COXI se unen los PPR.
Alternativamente se podrian identificar otros factores interactuantes con Pet309 o
con el mMRNA de COX1.

Realizar experimentos de interaccién del mRNA de COXZ con Pet309p, por medio

de inmunoprecipitacién de RNA.
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10. Otros Métodos

10.1. Medios de cultivo

YPD o YPRaf YPEG Medio Minimo
1% de extracto 1% de extracto de 0.67% base
de levadura levadura nitrogenada de
levadura sin
aminoacidos
2% de 2% de bactopeptona 2% de glucosa
bactopeptona 0 2% de
rafinosa
2% de glucosa o 2% de etanol
rafinosa
3% de glicerol.

10.2. Oligonucleoétidos y condiciones de PCR para la generacion de pet3094Appr

PET309F12
5" GTGAATGGACATTGTGAATTTACG

FTC-RS:
5" CCGgaattcGCTATGGAAGGTAGCTTACCG
sitio £coRI, mostrado en minuUsculas

Condiciones de la PCR

3 min 940C

45 seg 940C

1 min 500C _

3 min 720C 5 ciclos

45 seg 940C

1 min 540C _
3 min 20 seg | 72°C 20 ciclos
3 min 20 seg | 72°C
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10.3 Electroferograma de pet309Appr, secuencia que abarca la zona que

da.
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10.4. Amortiguadores para purificacion de mitocondrias:

Tris-DTT (TD)
0.1M Tris-S04 pH 9.4,
10mM DTT

MP2
1.2M Sorbitol
20mM KH,PO4 pH 7.4

3mg de zimoliasa

SEH

20mM HEPES pH 7.4
1mM EDTA

0.6M sorbitol

2xSEH

40mM HEPES pH 7.4
2 mM EDTA

1.2M sorbitol

Buffer Homogenizador
10M Tris pH 7.4

1mM EDTA

0.2% BSA

1mM PMSF

0.6M sorbitol

50 ug/ml TLCK

Nicodenz
50% con H,0
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10.5. Transferencia de SDS PAGE a membranas para Western blot

Amortiguador de transferencia negativo.

Acido e-amino-n-caproico (Sigma)39.4 g/l, pH 8.5-8.7 (ajustar con Tris)

SDS 0.05%

0.5 g/l

Amortiguador de transferencia positivo.

Tris 18.2 g/l
Tricina 9 g/l
Metanol 20 %

10.6. Soluciones para Western blot

Blocking Solution:
20g de Leche

10 ml de Tris 1M pH 7.6
6 ml 5M NaCl

H,O para 200ml

Prepara fresca

Blotting solution:
0.5g de Leche
0.5 ml de Tris 1M pH 7.6
1 ml 5M NaCl
0.1 ml de EDTA 500mM
1 ml de Tween-20 5%
H,O para 50m|
Preparar fresca

Agregar el anticuerpo a la dilucion apropiada.
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Wash solution:

10 ml de Tris 1M pH 7.6
20 ml 5M NaCl

2 ml de EDTA 500mM

1 ml de Tween-20

H,O para 1L

Dilucion de anticuerpos
Anti Arg8p

Anti Cyt b,

Anti Cyt c1

Anti CS

Anti Cox1p

Anti G6PDH

Anti Ymel

Anti HA/peroxidasa

Anti conejo/peroxidasa

Anti ratén/peroxidasa

Stripping solution:
700 ul de B-mercaptoetanol
6.25 ml de Tris 1M pH 7.6
20 ml SDS 10%
H,O para 100ml

Preparar fresca

1: 10,000
1: 2000
1: 1000
1: 1000
1: 200

1: 10,000
1: 1000
1: 2000
1: 5000
1: 3000

10.7. Amortiguadores para el fraccionamiento mitocondrial.
Solucion CH: NaCl 100mM;  HEPES pH 7.4 20mM

10.8. Amortiguadores para extraccion alcalina de mitocondrias.

Solucion Na,CO; 200mM pH 11
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10.9. Amortiguadores para sensibiliada a proteinasa K en mitocondrias.
Solucion SH: Sorbitol 0.6M;  HEPES pH 7.4 20mM
Solucion HEPES:  HEPES pH 7.4 20mM

10.10. Amortiguador ioTL 1.5X (Preparar a 4 °C)

375 ul 2.4M Sorbitol
225 ul 1 M Kcl
22.5 pl 1MKPi7.2M
30 pl 1 M Tris-HCI pH 7.4
19 pl 1 M MgSO,
45 pl 100 mg/ml BSA (libre de acidos
grasos)
30 pl 200 mM ATP*
15 pl 50 mM GTP*
9.1l Aminoacidos (-Met, -Tyr, -Cys) 2
mg/ml de cada uno
10 ul 10 mM Cisterna
18.2 pul 1 mg/ml Tirosina
1.7 mg Acido cetoglutarico*
3.5mg Fosfoenol piruvato*

Ajustar a 1 ml con H,O *

* pesar y disolver en 200 ul de H,O. Agregar a la mezcla para completar 1 ml de

volumen final.
% Adicionar hasta el final de la preparacion.
Agregar piruvato cinasa a una concentracion final de 0.2%, antes de comenzar la

reaccion.
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10.11. Geles desnaturalizantes SDS-PAGE para ioTL

Gel separador Gel
12% apilador 5%
30/0.3% acrilamida 6.75 ml 0.83 ml
2 M Tris pH 8.8 3.28 ml -

2 M Tris pH 6.8 - 150 pul
H.O 4.5 ml 4 ml
20% SDS 83.5 ul 25 ul
10% APS 100 pl 25 ul
TEMED 10 ul 5ul

Para 250 ul de 2X buffer Laemmli agregar 6.25 ul de B-mercaptoetanol y llevar a 500 pl

con H,O

10.12. Preparacion de geles para RNA
Todas las soluciones acuosas se preparan con H,O-DEPC

Gel de 150 ml

Agarosa 15¢g
H>0-DEPC 134.3 mi
Hervir para disolver completamente.
MOPS 10X 15 mi
Formaldehido 26.7 ml

Agitar y vaciar en campana

Correr el gel con MOPS al 1x hasta
3/4V/cm




Amortiguador MOPS 10X para electroforesis de RNA

MOPS 41.8g
Acetato de Sodio 6.8g pH 7
EDTA 3.7¢

Amotiguador SSC 10X para transferencia de RNA

NaCl 175.3g
Citrato de Sodio 88.2¢g
Ajustar pH 7.0 con HCI

Solucion Denhardt’s 50X
1% w/v BSA

1% w/v Ficoll

1% w/v PVP

Filtrar con membrana de 0.45 pm.
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