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Abreviaturas

Sigla en inglés de “Amonium Persulfate”

Gel de acrilamida-bisacrilamida no desnaturalizante.

Citocromo c oxidasa.

Subunidad 1 de citocromo c oxidasa.

Subunidad 1 de citocromo ¢ oxidasa que carece de los ultimos 15
aminoécidos del extremo carboxilo terminal (SPPAVHSFNTPAVQS).
Subunidad 1 de citocromo ¢ oxidasa que carece de los ultimos 11
aminoécidos del extremo carboxilo terminal (VHSFNTPAVQS).
Subunidad 1 de citocromo ¢ oxidasa que carece de los ultimos 5
aminoécidos del extremo carboxilo terminal (PAVQS).

Subunidad 2 de citocromo c oxidasa.

Siglas en inglés de “Ethylenediaminetetraacetic acid disodium”.
Siglas en inglés de “4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic
acid”.

Traduccion in organello (en mitocondrias aisladas).

Traduccion in vivo (en células completas).

DNA mitocondrial.

RNA mensajero de COX1.

Siglas en inglés de “Phenylmethanesulfonyl fluoride”

Siglas en inglés de “Polyvinylidene fluoride”.

Siglas en inglés de “Sodium dodecyl sulfate”.

Gel de acrilamida-bisacrilamida desnaturalizante, con SDS.

Siglas en ingles de “Ng-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone
hydrochloride”.

Regién no traducible.



Nomenclatura genética (Amberg et al., 2005)

Los alelos dominantes se escriben con las primeras tres letras del nombre del gen
en mayusculas, seguidas por un numero, todo en italicas, por ejemplo, LEU2 o
COX1.

Los alelos recesivos se escriben en mindsculas e itélicas, por ejemplo, leu2 o cox2-
62.

La designacién fenotipica corresponde a la designacion del gen seguida de un
simbolo positivo o negativo, ejemplo, Leu™ y Leu’.

Las proteinas se representan con la primera letra en mayuscula y el resto en
minuscula, por ejemplo, Leu2.

La insercion de un gen (LEU2) en el locus de otro gen (ARGS8), sin que se
interrumpa la funcion de ninguno de los dos genes, ARG8::LEU2.

La insercion de un gen (LEU2) en el locus de otro gen (ARGS8), en donde se

interrumpe la funcion del segundo, arg8::LEU2

Cepa rho+ (p*) Cepa de levadura con DNA mitocondrial completo.
Cepa rho- (p) Cepa de levadura con DNA mitocondrial incompleto.
Cepa rho0 (p°) Cepa de levadura sin DNA mitocondrial.

Cepa rho- sintética (p°)  Cepa de levadura obtenida al bombardear a una cepa p°

con un plasmido con las diferentes mutantes de genes mitocondriales.



Resumen

La citocromo c¢ oxidasa (CcO) es el ultimo aceptor de electrones de la cadena
respiratoria mitocondrial. En la levadura Saccharomyces cerevisiae esta formada por
once subunidades, de las cuales Coxl, Cox2 y Cox3 son codificadas en el DNA
mitocondrial y por lo tanto sintetizadas por los ribosomas mitocondriales y forman el
centro catalitico de la enzima. La transcripcion y traduccion de las subunidades
mitocondriales esta acoplada a la insercion en la membrana interna mitocondrial. Cox1
es la subunidad méas grande de la CcO. Esta consiste de doce cruces
transmembranales, donde se localizan los grupos hemo a y as y el centro Cug, los
cuales forman parte del sitio catalitico de la enzima. Cox1 tiene un papel central en la
biogénesis de la CcO. Varios estudios han demostrado que el marcaje radioactivo de
Cox1 disminuye drasticamente cuando el ensamblaje de la CcO se ve afectado. Hasta
la fecha los mecanismos que regulan negativamente la sintesis de Cox1 no estan bien
entendidos.

La biogénesis de Cox1 depende principalmente de cinco proteinas: Pet309, la
cual activa la traduccién del mRNA de COX1, al actuar en su extremo 5 UTR; Mss51,
tiene un papel similar a Pet309, pero también se une a Cox1 recién sintetizada; Cox14,
interactia con Mss51 y con Cox1 recién sintetizada y estabiliza el complejo Cox1-
Mss51. Finalmente, Shyl y Coal interaccionan con Cox1 recién sintetizada y regulan el
ensamblaje postraduccional.

El objetivo de este trabajo fue entender los mecanismos que regulan
negativamente la expresion de Cox1l. Encontramos que la traduccion del mRNA de
COX1 disminuye cuando existen mutaciones que afectan el ensamblaje de la CcO.
Mediante manipulacion del DNA mitocondrial demostramos que esta regulacion
requiere de la presencia en cis de las regiones UTR del mRNA de COX1 y de la region
codificante. Cox1 tiene un extremo carboxilo terminal expuesto a la matriz mitocondrial.
Al eliminar los ultimos 15 amino&cidos del extremo carboxilo terminal de Cox1
determinamos que esta regidon es importante para la regulacién traduccional de la
proteina. Esta region de Cox1l es necesaria para estabilizar la asociacion de Mss51 y
Cox14, dos factores involucrados en la traduccién de Cox1. Finalmente, encontramos

qgue Pet54 es un nuevo factor que facilita la sintesis de Cox1.



Abstract

The cytochrome c¢ oxidase (CcO), the last electron acceptor of the mitochondrial
respiratory chain, is formed by eleven subunits in the yeast Saccharomyces cerevisiae.
Cox1, Cox2 and Cox3 are the subunits encoded by mitochondrial DNA and are the
catalytic core of the CcO. Transcription and translation of the mitochondrial encoded
subunits seems to be coupled to insertion of newly made proteins into the inner
membrane. The largest subunit of CcO is Cox1, constituted by twelve transmembrane
regions, where hemes a - az and the site Cug are located and reduction of oxygen to
water occurs. Cox1 has a central role in the start of the assembly of CcO. Several
studies have demonstrated that mutations that affect CcO assembly significantly reduce
radioactive labelling of Cox1.

To date, the mechanism controlling this down-regulation is not well understood.
Cox1 synthesis and insertion is known to be regulated by at least five proteins: Pet309,
which activates the translation of the COX1 mRNA by acting on the 5’"UTR; Mss51 has a
similar role to Pet309 but also interacts with newly made, unassembled Cox1; Cox14
interacts with Mss51 and with newly made Cox1, sensing the assembly and stabilizing
the Cox1-Mss51 complex. Shyl and Coal interact with newly synthesized Cox1 and
regulate the post-translational CcO assembly. The aim of this study was to understand
the mechanisms that down-regulate expression of Cox1.

We found that COX1 mRNA translation is decreased by mutations disturbing CcO
assembly. By mitochondrial DNA mutagenesis we demonstrated that this regulation
appears to require the presence in cis of the COX1 mRNA untranslated regions and the
coding sequence. In addition, Cox1 has a large carboxyl terminal region of 56 amino
acids, this portion of the protein faces the mitochondrial matrix. By deletion of the last 15
amino acids of the Cox1 C-terminal region we found that regulation of Cox1 synthesis
depends on this region. This region of Cox1 is necessary for stable association of
Mss51 and Cox14, two factors involved in Cox1 biogenesis. Finally, we found that Pet54
is a new factor that facilitates the Cox1 synthesis.



Introducciodn

Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio

S. cerevisiae es una levadura anaerdbica facultativa. Esto significa que puede
crecer en fuentes de carbono fermentables o en ausencia de oxigeno. El hecho de que
la respiracion no sea esencial para su viabilidad hace a este organismo un modelo ideal
para estudiar los mecanismos genéticos y bioquimicos responsables del funcionamiento
mitocondrial. De manera tradicional, todas aquellas mutantes de levadura que no
respira, son llamadas mutantes “pet” (Tzagoloff and Dieckmann, 1990).

El DNA mitocondrial (mtDNA) de esta levadura puede ser manipulado
genéticamente, lo cual ha facilitado la diseccion de los mecanismos de expresion del
genoma mitocondrial. Dada la facilidad de manipulacién bioguimica y genética y la
disponibilidad de la secuencia de los genomas nuclear y mitocondrial (Foury et al.,
1998), los andlisis funcionales de sus genes y proteinas son relativamente faciles
(Bonnefoy and Fox, 2002).

Aunque la levadura es un organismo relativamente sencillo, muchas de las
proteinas descubiertas en ésta tienen homdélogos mitocondriales en humanos. Por esto,
parte del trabajo en este organismo ha contribuido al entendimiento de enfermedades
debidas a deficiencias en la citocromo c¢ oxidasa (CcO) ocasionadas por mutaciones en
genes nucleares que afectan la biogénesis mitocondrial (Foury and Kucej, 2002; Zee
and Glerum, 2006).

La mitocondriay su genoma

En la mitocondria se realizan procesos como el metabolismo de aminoé&cidos y
lipidos, la homeostasis de iones, la sintesis de grupos hemo y la apoptosis, entre
muchas otras funciones. Sin embargo, a pesar de participar en una gran cantidad de
procesos bioquimicos, s6lo unos pocos componentes moleculares de esas vias son
codificados por el mtDNA (Burger et al., 2003).

Es el organelo encargado de la mayor parte de la produccion de ATP en casi
todos los organismos eucariontes. Aunque se describe como un organelo de forma
esférica con un tamafio de 1 a 2 mm de diametro, es muy flexible estructuralmente, ya

gue se encuentra formando una red en el citoplasma que es continuamente remodelada



por mecanismos de fusion y fision membranal (Mannella, 2008). Este organelo
tradicionalmente se ha dividido en cuatro regiones: membrana externa, espacio
intermembranal, membrana interna y matriz mitocondrial. La membrana externa es
permeable a moléculas de 3 kDa o menores debido a la presencia de canales no
selectivos formados principalmente de porina (Manon et al.,, 1998). La membrana
interna forma pliegues hacia la matriz mitocondrial, llamados crestas mitocondriales
(Scheffler, 2001); esta membrana es la barrera mas selectiva del contenido
mitocondrial. En la matriz mitocondrial se encuentra su propio material genético y la
maquinaria necesaria para expresar éste genoma (Dujon, 1981).

El mtDNA de S. cerevisiae es una molécula de 75 a 80 kpb, dependiendo del
contenido de intrones de cada cepa. Contiene los genes de las subunidades |, 1l y Il de
la citocromo c oxidasa (COX1, COX2 y COXS3 respectivamente), el gen del citocromo b
(COB) (Slonimski and Tzagoloff, 1976), los genes de las subunidades 6, 8 y 9 de la ATP
sintasa (ATP6, ATP8 y ATP9 respectivamente), el gen de una proteina de la subunidad
pequeia ribosomal (VAR1), los genes de los rRNAs 21S y 15S y de 24 tRNAs, asi
como un RNA (ENS2) que es componente de una enzima semejante a la RNasa-P
(Costanzo and Fox, 1990; Foury et al., 1998).

Hasta donde se sabe, la regulacion en la expresion genética mitocondrial se lleva
a cabo principalmente a nivel traduccional. La traduccion de los mRNA mitocondriales
no depende de secuencias Shine-Dalgarno, sino que participan activadores
traduccionales codificados en el nlcleo e importados a la mitocondria. Estos
activadores traduccionales se encuentran asociados a la membrana interna
mitocondrial y actian de manera especifica sobre el extremo 5 no traducido (5"UTR)
de cada mRNA mitocondrial (Fox, 1996a; Fox, 1996b; Perez-Martinez et al., 2008), para
activar la sintesis de las proteinas mitocondriales. Existen namerosos reportes que
apoyan la hipotesis de que los activadores traduccionales promueven la sintesis de las
proteinas mitocondriales cerca de su lugar de insercion en la membrana interna
mitocondrial (Brown et al., 1994; Costanzo and Fox, 1988; Manthey and McEwen, 1995;
Manthey et al., 1998; Mulero and Fox, 1993a; Mulero and Fox, 1993b; Perez-Martinez
et al., 2003). También, se ha reportado que los ribosoméas mitocondriales estan unidos
a la membrana interna del lado de la matriz. De esta manera se facilita la insercion co-
traduccional de las subunidades de los complejos de la cadena respiratoria en la
membrana interna mitocondrial (Szyrach et al., 2003, Jia, 2003 #95).



Citocromo c oxidasa (CcO) (E. C. 1.9.3.1)

La CcO es el ultimo complejo enzimético de la cadena respiratoria. Acopla la
transferencia de electrones entre el citocromo c¢ y el oxigeno molecular a la
translocacion de protones a través de la membrana interna de la mitocondria (Hatefi,
1985). La CcO de la mayoria de procariontes consiste Unicamente de tres subunidades,
mientras que la CcO de eucariontes consiste de once a trece subunidades,
dependiendo del organismo. (Michel et al., 1998; Ostermeier et al., 1997).

Los electrones entran a la CcO a través de un sitio Cua localizado en Cox2. Estos
son transferidos al centro catalitico embebido en Cox1, el cual contiene un hemo a'y un
centro hemo a3-Cug. Es en este Ultimo sitio donde el oxigeno se une y se reduce a
agua. Cox1l se encuentra rodeada por las subunidades nucleares, las cuales son
importantes para el ensamblaje y la funcion de la enzima, asi como para la regulacion
catalitica (Michel et al., 1998; Tsukihara et al., 1996) (Figura 1).

El complejo de la CcO de levadura consiste de once subunidades (Michel et al.,
1998). Ocho subunidades son codificadas por genes nucleares, sintetizadas por
ribosomas citoplasmicos e importadas a la mitocondria. Las otras tres subunidades
Cox1, Cox2 y Cox3 son codificadas en el genoma mitocondrial y sintetizadas por los
ribosomas mitocondriales (Fox, 1996b). Estas subunidades forman el ndcleo catalitico
de la enzima, son las mas grandes y estan altamente conservadas desde bacterias
hasta mamiferos (Tsukihara et al., 1996) (Figura 1).

Figura 1. Estructura cristalina del monémero
de la CcO de bovino. Se muestran en color
los cofactores y las tres subunidades
codificadas en el mtDNA y que forman el
ndcleo catalitico de la enzima. Cox1l en
verde, Cox2 en rojo, Cox3 en amarillo, los
grupos hemo en azul, los &tomos de Cup ¥y
Cup en negro y anaranjado,
respectivamente. Las subunidades
nucleares, coloreadas en gris claro, regulan
la actividad y estructura de la enzima.
Modificado de (Tsukihara et al., 1996).



En los Ultimos afos el estudio de la biogénesis de la CcO ha sido de gran interés
ya que defectos en el ensamblaje de esta enzima son una de las principales causas de
enfermedades mitocondriales en humanos (Fontanesi et al., 2006; Foury and Kucej,
2002).

Biogénesis de la subunidad 1 de la CcO (Cox1)

Cox1 es la subunidad més grande e hidrofobica de la CcO. Esta cruza doce veces
la membrana interna mitocondrial. En las regiones transmembranales se encuentran
embebidos dos centros redox, uno formado por un grupo hemo a y otro por un grupo
hemo asz y un atomo de Cug. Es la subunidad mas conservada, clave en el ensamblaje
de la CcO y parte fundamental del sitio catalitico de la enzima (Tsukihara et al., 1996).
La Cox1 de S. cerevisiae presenta un extremo amino terminal de 6 aminoacidos y un
extremo carboxilo terminal soluble que consta de 56 aminoacidos, ambos expuestos
hacia la matriz mitocondrial (Figura 2). La biogénesis de Cox1 es el primer paso en el
proceso de ensamblaje de la CcO (Horan et al., 2005; Nijtmans et al., 1998).

Figura 2. Modelo cristalino de Cox1 de bovino. Se
muestran en gris los doce cruces transmembranales
de Cox1. En verde el extremo carboxilo terminal de
la proteina. En azul los grupos hemo ay az y en
naranja los atomos de Cug, parte del sitio catalitico.
Modificado de (Tsukihara et al., 1996).



En S. cerevisiae el gen COX1 es transcrito como un RNA precursor policistronico
(Figura 3), el cual contiene los genes COX1, ATP8, ATP6 y ENS2 que codifican a la
subunidad 1 de la CcO, las subunidades 8 y 6 de la ATPasa, y un RNA que es parte de
la endonucleasa mitocondrial, respectivamente. Este transcrito policistronico es
procesado entre los cistrones COX1 y ATPS8, liberando asi el transcrito COX1 del
policistron ATP8-ATP6-ENS2. En algunas cepas de S. cerevisiae la region codificante
de COX1 contiene intrones, los cuales deben ser removidos para que la proteina
funcional Cox1 pueda ser traducida. Por lo tanto, la expresion del gen COX1 involucra
varios pasos de procesamiento del RNA, para asi traducir el mMRNA de COX1 maduro
(Figura 3) (Dieckmann and Staples, 1994; Lipinski et al., 2010).

cox1
Al A2 A3 A4  A5a  ASB A5y A6 ATP8 ATP6 ENS2
’7 all al2 al3 ’7al4 ’7al5(x H al5p |[alSy
s | P | B ErAl B || B |

Figura 3. Unidad de transcripcion de COX1, ATP8, ATP6 y ENS2. Exones ([]) de COX1 (numerados
como A1-A6) y de ATP8, ATP6 y ENS2; intrones ([Z]) denominados all-al5y. Las flechas indican sitios de
procesamiento en el extremo 3-UTR de COX1. Modificado de (Dieckmann and Staples, 1994).

Factores que participan en la sintesis o ensamblaje de Cox1

La expresion del gen COX1 es muy compleja y poco comprendida. Se han
identificado y caracterizado un gran numero de proteinas que facilitan la expresion de
este gen. Estas proteinas ayudan al procesamiento del mMRNA de COX1, al ensamblaje
de los grupos hemo, a la insercion de los cofactores metalicos y a la translocacion e
insercion a la membrana interna mitocondrial (Barros et al., 2006; Broadley et al., 2001;
Costanzo and Fox, 1988; Costanzo et al., 1986; Fontanesi et al., 2006; Haffter et al.,
1990; Herrmann and Funes, 2005).

Las proteinas Pet309 y Mss51 activan la traduccion de Cox1 (Manthey and
McEwen, 1995; Perez-Martinez et al., 2003; Siep et al., 2000) al actuar especificamente
sobre el mMRNA de COX1. Se cree que Pet309 ayuda a la identificacién del lugar de
inicio de la traduccién por parte del ribosoma (Fox, 1996b; Tavares-Carreon et al.,
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2008). Mssb1 y Cox14 se unen a Coxl recién sintetizada para facilitar y sensar la
insercion y/o ensamblaje en la membrana interna (Barrientos et al., 2004; Perez-
Martinez et al.,, 2003). Recientemente se ha propuesto que Cox24 participa en el
procesamiento del transcrito de COX1 y probablemente participa en la traduccion del
mismo (Barros et al., 2006). Shyl y Coal participan en el ensamblaje de la CcO y se
asocian a Mssb1; esta asociacion depende de la presencia de Cox14 (Barrientos et al.,
2002; Mick et al., 2007; Pierrel et al., 2007). Hasta el momento éstas son las proteinas
reportadas que participan especificamente en el proceso de traduccién-insercién de
Cox1 en la membrana interna (Figura 4).

A) Membrana
Interna
Mitocondrial

Matriz

) Mitocondrial
Region 5'UTR del
mMRNA de COX1 ?
, mRNA de - Cox1
Ribosoma CoX1 sintetizandose

mitocondrial

G....“l...l
i’."“.‘.’l
0,00, & 0

Matriz
mitocondrial

Region 5'UTR del
MRNA de COX1

f

MRNA de
COox1

Figura 4. Modelo de accién de las proteinas involucradas en la biogénesis de Cox1. (A) Cox24 participa
en el procesamiento del transcrito de COX1. Pet309 y Mss51 activan la traduccién del mRNA de COXa1.
Oxal es una proteina de “uso general’ que facilita la insercion de Cox1l a la membrana interna
mitocondrial. (B) Mss51, Cox14, Shyl y Coal se unen a Cox1 recién sintetizada para facilitar la insercion
y/o ensamblaje en la membrana interna.
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Pet309 es una proteina de aproximadamente 106 kDa y es el activador
traduccional de COX1. Mutantes nulas de S. cerevisiae en esta proteina no pueden
procesar el pre-mRNA de COX1 y tampoco pueden traducir el RNA maduro. Pet309 es
el unico activador traduccional de levadura descrito que presenta dominios PPR (por las
siglas en inglés de “Pentatrico Peptide Repeat”). Los dominios PPR son motivos que
consisten de 35 aminoacidos que usualmente aparecen en repeticiones de 2 a 26 en
serie en una proteina. Evidencia genética sugiere que los motivos PPR se unen a
secuencias especificas en el RNA ayudando a la maduracién y expresion del RNA en
organelos (Shikanai, 2006). Datos genéticos y bioquimicos indican que Pet309 actla
especificamente con la regién 5-UTR de COX1 para asi promover la traduccién de
Cox1 (Manthey and McEwen, 1995); Tavares-Carreon, sin publicar). Trabajo previo de
nuestro grupo mostré que Pet309 es una proteina periférica de membrana interna
mitocondrial. Se ha propuesto que esta localizacion es importante para ayudar a que el
inicio de la sintesis de Cox1 esté cerca de su sitio de insercion en la membrana interna
mitocondrial (Tavares-Carreon et al., 2008).

Mss51 es una proteina periférica de membrana (Siep et al., 2000) de
aproximadamente 51 kDa y se ha propuesto como otro activador traduccional de Cox1
que actua en el extremo 5"UTR del mRNA (Perez-Martinez et al., 2009). Mutantes nulas
de S. cerevisiae en este gen no sintetizan Cox1; sin embargo, a diferencia de lo que se
observa en mutantes de Pet309, el mMRNA de COX1 es tan estable como en la cepa
silvestre (Zambrano et al., 2007). Por otro lado, se ha reportado que Mss51 interactla
fisicamente con Cox1 recién sintetizada y que es limitante para la traduccion de COX1
(Perez-Martinez et al., 2003; Perez-Martinez et al., 2009).

Cox14 es de aproximadamente 8 kDa. Aunque en su estructura se predice un
cruce trasmembranal, no se tiene clara su asociacion con la membrana interna
mitocondrial (si es proteina integral o periférica de membrana) (Barrientos et al., 2004;
Glerum et al., 1995). Mutantes nulas de S. cerevisiae en este gen sintetizan Cox1, pero
carecen de CcO funcional. Esto sugiere que Cox14 participa en el ensamblaje de Cox1
y tiene un papel de regulador negativo de la sintesis de Cox1 cuando existen defectos
en el ensamblaje de la CcO (Barrientos et al., 2004). También se ha reportado que
Cox14 interactta fisicamente con Mss51 y con Cox1 recién sintetizada. La asociacion
de Cox14 con Mss51 depende de la presencia de Cox1; de igual manera la unién entre
Mss51 y Cox1 depende de Cox14 (Perez-Martinez et al., 2009).
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Cox24, una proteina integral de membrana, es de aproximadamente 12 kDa.
Mutantes nulas de S. cerevisiae en este gen no sintetizan Cox1, ya que no se acumula
el transcrito de COX1 maduro. Sin embargo, se ha propuesto que tiene un papel
adicional en la traduccion o pasos postraduccionales (Barros et al., 2006); Garcia-
Villegas, datos sin publicar de nuestro laboratorio).

Shyl es una proteina integral de membrana, de aproximadamente 45 kDa. En
mutantes nulas de este gen el marcaje radioactivo de Cox1 disminuye. Se cree que
Shyl facilita la formacién del grupo hemo as-Cug de Cox1 (Barrientos et al., 2002;
Khalimonchuk et al., 2009; Mick et al., 2007).

Coal es una proteina de aproximadamente 22 kDa. Mutantes nulas de S.
cerevisiae en este gen sintetizan Cox1 y presentan una actividad muy disminuida de la
CcO. Se ha reportado que Coal se asocia a Mss51, Cox14 y Shyl asi como a Cox1
recién sintetizada. Aunque no se conoce claramente su funcion, se cree que Coal
facilita la formacion del complejo Cox1-Cox14-Shyl y asi facilita la insercion de los
grupos hemo (Mick et al., 2007; Pierrel et al., 2007). Se piensa que esta proteina actta
después de Mss51 (Khalimonchuk et al., 2009).

Se ha propuesto que la insercion de cofactores a Cox1l se da de manera co-
traduccional (Carr and Winge, 2003) y que las subunidades Cox5 y Cox6 forman un
subcomplejo de ensamblaje junto con Cox1, siendo probablemente Cox6 la primera
subunidad en unirse a Cox1, formando un centro de nucleacion sobre el cual se

ensamblan las otras subunidades (Horan et al., 2005).
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Justificacion

La biogénesis de Cox1 es muy compleja y poco entendida. En diversos estudios
se ha observado que el marcaje radioactivo con °S-Met de Coxl1 disminuye
fuertemente en mutantes nucleares o mitocondriales que afectan el ensamblaje de la
CcO, sin que estas mutaciones estén en el gen mitocondrial COX1 (Figura 5)
(Barrientos et al., 2004; Cabral and Schatz, 1978; Glerum and Tzagoloff, 1997). Incluso
se observa que al afectar la formacion de otros complejos, como la ATPsintasa, la
sintesis de Cox1 disminuye drasticamente (Rak et al., 2007). Hasta la fecha no se ha
entendido a que se debe esta disminucion en el marcaje radioactivo, no se sabe si se

debe a una menor traduccién o a una alta degradacion proteolitica.

Silvestre mss24

Varl —

Coxl— <4
Cox2—
Cytb—

Atp8
Atp9

Figura 5. Traduccion de proteinas mitocondriales in vivo en presencia de cicloheximida, un inhibidor de la
sintesis de proteinas citoplasmicas. En la cepa que porta la mutaciéon que afecta el ensamblaje de la CcO
(mss2A4) se observa una disminuciéon en el marcaje radioactivo de la proteina Cox1 (sefialado con la
flecha). Se muestran las ocho proteinas codificadas en el genoma mitocondrial. Las proteinas se
separaron en un gel de acrilamida-SDS al 16%/0.15% tipo Laemmli, el gel se secO y se revel6 por
autorradiografia.

Como se menciond anteriormente, Cox1 es una proteina hidrofébica embebida en
la membrana interna mitocondrial. La regidbn mas grande de la proteina que se
encuentra expuesta a la matriz mitocondrial es el extremo carboxilo terminal, el cual
consiste de 56 aminoacidos. Creemos que esta regién podria ser importante en la
regulacion de su propia sintesis, ya que podria ser el sitio de reconocimiento de

proteinas periféricas como Mss51.
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Hipotesis y objetivos

Hipoétesis

Debido a que Cox1l es una proteina clave en el ensamblaje de la CcO cuyo
marcaje disminuye cuando existen defectos en el ensamblaje de la CcO y que ademas
contiene un extremo carboxilo terminal soluble, expuesto hacia la matriz mitocondrial,
se propone que éste podria ser el sitio de interaccibn de factores como Mss51.
Creemos que los extremos UTR del mRNA de COX1 estan participando en esta

regulacion negativa de la sintesis.

Objetivo general
Estudiar el mecanismo o mecanismos por los cuales la sintesis de Cox1 se regula
a través de su extremo carboxilo terminal y los extremos UTR, en presencia de defectos

en el ensamblaje de la CcO.

Objetivos particulares
* Determinar si la disminucion en el marcaje radioactivo de Cox1 se debe a una

menor traduccion.

* Analizar si los extremos UTR del mRNA de COX1 participan en la regulacion

negativa de su traduccion.

* Generar mutaciones en el extremo carboxilo terminal de Cox1 y analizar el efecto

en la regulacion negativa de su sintesis.

 Generar y analizar mutantes de diferentes subunidades y chaperonas del

ensamblaje de la CcO para determinar qué tan general es el efecto observado.

» Estudiar si las mutantes en el carboxilo terminal de Cox1 interactian con Mss51

y Cox14 en cepas silvestres y en cepas con defectos en el ensamblaje de CcO.
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Materiales y métodos

Ver el Apéndice 2 para la lista de cepas y el Apéndice 3 para las lista de

oligonucledtidos y plasmidos utilizados en este trabajo

Medios de cultivo

YPD (1 litro)
Extracto de levadura
Peptona

Dextrosa

Adenina

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

YPR (1 litro)
Extracto de levadura
Peptona

Rafinosa

Adenina

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

YPGal (1 litro)
Extracto de levadura
Peptona

Galactosa

Adenina

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

YPEG (1 litro)
Extracto de levadura
Peptona

Glicerol

Etanol

109
209
209
0.03 g

109
209
209
0.03 g

109
209
209
0.03 g

109
209
30 ml

30 ml (adicionar después de esterilizar y cuando el medio este a una T= 50 °C)
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Adenina 0.03g
Agar 209

Esterilizar en autoclave.

Gal/-Met (1 litro)

Base nitrogenada sin aminoacidos 6.79
Dextrosa 209
Mezcla de suplementos -Met 0.75¢

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

-Ura/Sorbitol (1 litro)

Base nitrogenada de levadura 6.79
Glucosa 509
Sorbitol 1M
Adenina 100 pg/ml
Mezcla de suplementos -Ura 0.79g
Agar 309

Generacion de mutantes nucleares (Amberg et al., 2005)
Nota: Ver la lista de oligonucleétidos en el Apéndice.

Las mutantes nucleares de eliminacidén de proteinas por casetes de resistencia a
kanamicina (KanMX4) o de marcadores de auxotrofia (LEU2 o URA3) se construyeron
por PCR y recombinacion homadloga.

El gen de interés se amplific6 por PCR a partir de DNA total de levadura
utilizando un juego de oligonucledtidos especificos para cada gen (Ver Apéndice). Los
productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio y se purificaron siguiendo las instrucciones del kit de QIAGEN para purificar
productos de PCR.
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Purificacion de DNA total de levadura (Burke Dan, 2000)

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

Centrifugar los cultivos 1 min. a 12000 rpm (13200 g) en una centrifuga
Eppendorf 5415D, a temperatura ambiente.

Lavar las células con 500 pl de agua. Centrifugar como en el paso anterior.
Resuspender el botdn celular en 200 pl de amortiguador de lisis.

Adicionar 200 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1).

Agitar en vortex 3 minutos a velocidad maxima a temperatura ambiente.
Centrifugar 5 minutos a 12000 rpm (13200 g) en una centrifuga Eppendorf
5415D, a temperatura ambiente.

Separar la fase acuosa (fase superior) y poner en un tubo nuevo. Precipitar
adicionando 1/10 volumenes de acetato de sodio 3M pH 5.3 y 3 voliumenes de
etanol al 100%. Incubar 10 minutos a -20 °C.

Centrifugar la mezcla anterior 10 minutos a 12000 rpm (13200 g) en una
centrifuga Eppendorf 5415D, a 4 °C.

Lavar el boton de DNA con 1 ml de etanol al 70% previamente enfriado a -20 °C.
Centrifugar 1 minuto a 12000 rpm (13200 g) en una centrifuga Eppendorf
5415D, a 4 °C. Eliminar completamente el etanol. Dejar secar las muestras al
aire.

Resuspender en 50 ul de agua estéril.

Amortiguador de lisis (20 ml)

Triton X-100 400 pl
SDS 20% 1 mi
NaCl 5M 400 pl
Tris-HCL 2M pH 8.0 100 pl
EDTA-Na 0.5M pH 8.0 40 pl
Agua 18.06 ml
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Transformacion de levadura (Burke Dan, 2000)

Cultivar dos o tres colonias de levadura en 2 ml de medio YPD toda la noche a
30 °C.
A la mafiana siguiente adicionar 2 ml més de medio YPD e incubar 2 horas més
a 30 °C.
Centrifugar 600 pl de los cultivos a transformar 1 minuto a 12000 rpm (13200 g)
en una centrifuga Eppendorf 5415D, a temperatura ambiente. Eliminar
completamente el sobrenadante.
Resuspender el botdn celular en 52.5 pl de amortiguador de transformacion.
Adicionar el DNA (100 ng a varios ug).
Para transformaciones en donde el DNA debe integrarse al genoma (productos
de PCR):
0 Incubar 30 min a 30 °C, posteriormente incubar 30 min a 42 °C. Agitar
ligeramente en vortex cada 10 min.
o0 Adicionar 1 ml de medio YPD e incubar 2 horas a 30 °C.
o Centrifugar los tubos 1 minuto a 12000 rpm (13200 g) en una centrifuga
Eppendorf 5415D, a temperatura ambiente. Eliminar 900 pl del medio
YPD.
Para transformaciones de plasmidos:
0 Incubar 30 min a 42 °C agitando ligeramente en vortex cada 10 min.

Plaquear la mezcla en medio de seleccion necesario.

Amortiguador de transformacion (para una transformacion)

PEG 3350 50% 40 pl

DTT 1M 5 ul

Acetato de litio 2M Sul

DNA de esperma de salmoén 10 mg/ml 2.5 pl (antes de usar hervir 10 minutos y

mantener en hielo)
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Clonacion de mutantes de Cox1
Nota: Ver la lista de oligonucleétidos en el Apéndice 3.

El gen mitocondrial COX1, flanqueado por 395 nucleétidos del extremo 5’UTR y
de 990 nucledtidos del extremo 3'UTR, se clon6 en el plasmido pBlueScript SK+,

generando al plasmido pXPM57 (Figura 6).

Ndel AfllI
5UTR de COX1 (871 nt) (1602 nt)  3'UTR de COX1
(395 nt) L l (990 nt)
COX1 (1605 nucleotidos) J

pXPM57 (pBlueScript SK +)

Figura 6. Estructura del plasmido pXPM57 el cual contiene al gen mitocondrial COX1 flanqueado por sus
regiones UTR. Se sefialan los sitios de corte por las enziméas de restriccién Ndel y Aflll.

Para eliminar los ultimos 5 amino&cidos de Cox1 (PAVQS) se realiz6 un PCR a
partir del DNA purificado de levadura utilizando los oligonucle6tidos CO1NdeF y
CO1R14-3". Los oligonucleotidos contienen los sitios de digestion para las enzimas
Ndel y Aflll, respectivamente. El producto de PCR (739 nt) se ligé al plasmido pGEM-T
easy (Promega) para generar al plasmido pXPM57.

Posteriormente el plasmido pXPM57 se digirid con las enzimés Ndel y Aflll para
liberar el producto de COX1. Este producto se ligd al plasmido pXPM57 previamente
digerido con las mismas enzimas, generando de esta manera el plasmido pXPM59.

El mismo procedimiento se siguid para eliminar los dltimos 11 (AC11,
VHSFNTPAVQS) y 15 (AC15, SPPAVHSFNTPAVQS) aminoacidos de Coxl. Las
reacciones de PCR se realizaron utilizando el oligonucle6tido CO1NdeF con los
oligonucleétidos CO1R15-3" para AC1l y CO1R16-3" para AC15. Los plasmidos
generados son pXPM55 y pXPM56, respectivamente. Estos plasmidos se digirieron con
las enzimas Ndel y Aflll para liberar a los diferentes insertos de COX1. Los productos
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de la digestion se ligaron en el plasmido pXPM57 previamente digerido con las mismas
enzimas. De esta manera se generaron los plasmidos pXPM60 (COX1-AC11l) y
pXPM61 (COX1-AC15) (ver tabla de plasmidos en el Apéndice). Estos plasmidos se
secuenciaron y se utilizaron para generar las mutantes mitocondriales por biobalistica.

Las mutaciones puntuales en el extremo carboxilo terminal de Coxl se
generaron por medio de PCR utilizando el oligonucledtido CO1NdeF con
oligonucleétidos disefiados para introducir cada mutacion. CO1-521R para introducir el
cambio de dos prolinas en la posicion 521 y 522 por alaninas (Cox1PP521,522AA),
CO1-524R (Cox1V524E), CO1-525R (Cox1H525A), CO1-527R (Cox1F527A) y CO1-
530R (Cox1P530A). Cada uno de estos oligonucledétidos contiene un sitio de digestion
para Aflll. Los productos de PCR se ligaron al plasmido pGEM T-easy para generar los
plasmidos pXP132 al pXP136. Finalmente el inserto de COX1 mutante se digirié con las
enzimas Ndel y Aflll y se ligd al plasmido pXPM57 digerido con las mismas enzimas.
Los plasmidos resultantes se denominaron pXP139 al pXP143 (ver tabla de plasmidos
en el Apéndice 3).

Generacion de mutantes mitocondriales por biobalistica (Bonnefoy and Fox, 2002)

Preparacién de las células (cuatro horas antes de bombardear)

» Cultivar la cepa receptora pO (NAB69 rho0) en 5 ml de medio YPR durante dos
dias a 30 °C con agitacién continua.

* Tomar 500 pl del cultivo anterior e inocular 50 ml de medio YPR. Dejar crecer
durante dos dias a 30 °C con agitacion continua. En promedio se usan 50 ml de
este cultivo por cada plasmido a bombardear (seis cajas de Petri).

* Centrifugar las células a 4000 rpm (2831 g) por 10 min en el rotor JA10
(Beckman Coulter).

* Resuspender en 600 pl de medio liquido YPD.

* Extender 100 pl de la suspension de células en cajas de Petri de medio —Ura

/Sorbitol. Dejar secar de tres a cuatro horas a temperatura ambiente.
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Preparacién de los microproyectiles y precipitaciéon del DNA (para seis cajas de

Petri)

Pesar 60 mg de las microparticulas de tungsteno en un tubo Eppendorf de 1.5
ml.

Esterilizar las microparticulas resuspendiendo vigorosamente en 1.5 ml de etanol
al 70 % (p/v). Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

Centrifugar 15 min a temperatura ambiente a 12000 rpm (13200 g) en una
centrifuga Eppendorf 5415D. Eliminar cuidadosamente el sobrenadante.

Lavar con 1.5 ml de agua estéril y resuspender a una concentracion de 60 mg/mi
en glicerol al 50 % (v/v). Mantener en hielo.

Nota: a partir de este paso realizar todo en hielo.

Mezclar en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, 5 pug del plasmido para la seleccién
nuclear (YEp352) con 30 pg del plasmido con la construccion mitocondrial de
interés en un volumen total no mayor a 15 pl.

Adicionar, en este orden, 100 pl de la suspensién de particulas de tungsteno, 4 pl
de espermidina 1 M y 100 ul de CaCl, 2.5 M. Agitar en vortex inmediatamente
después de la adicion de cada reactivo.

Incubar de 10 a 15 min en hielo.

Centrifugar 1 min a 4 °C a 12000 rpm (13200 g) en una centrifuga Eppendorf
5415D. Eliminar cuidadosamente el sobrenadante.

Adicionar 200 pl de etanol al 100% a -20 °C. Resuspender hasta deshacer los
agregados.

Repetir el paso anterior hasta que las particulas se resuspendan facilmente.
Centrifugar 1 min a 4 °C a 12000 rpm (13200 g) en una centrifuga Eppendorf
5415D. Eliminar cuidadosamente el sobrenadante.

Resuspender las particulas en 60 pl de etanol al 100%. Distribuir la suspensién
en el centro de cada uno de los “macrocarriers” previamente colocados en los
“holders”. Se utilizan 6 “macrocarriers” por construccion.

Dejar que se evapore el etanol.
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Reactivos

Etanol

Etanol

70%
100%

Polvo de tungsteno 4-6 pum, pureza 99.99% (Alfa Aesar/Jonson Matthey, CAS# 7440-

33-7).

Glicerol 50%
Plasmido con marcador nuclear (YEp352), concentracion minima 2 pg/ul.

Plasmido para transformacion mitocondrial, concentracién minima 2 pg/ul.

Espermidina 1M

Cloruro de calcio 2.5M (esterilizar filtrando)

Bombardeo de células con los microproyectiles recubiertos de DNA.

Lavar cuidadosamente la camara del bombardeador humedeciendo
completamente con etanol al 70%. Secar completamente la camara.

Seguir cuidadosamente las instrucciones del bombardeador (PDS-1000He
Biolistic Gun, Biorad). Colocar el disco de ruptura en su lugar y apretar con la
llave ligeramente hasta la marca.

Colocar el “macrocarrier” en su “holder” en el sistema de ensamblaje.

Colocar la caja Petri a 5 cm del “macrocarrier”. La caja se coloca en el segundo
nivel de abajo para arriba de la cAmara.

Abrir el tanque de helio a una presion de 1100 psi.

Permitir que se genere el vacio en la camara a una presion de 29 a 29.5
pulgadas de mercurio.

Disparar

Eliminar los fragmentos de los “macrocarriers” de la caja Petri con pinzas
estériles.

Incubar las placas a 30 °C por cuatro o cinco dias hasta que las colonias de

levadura aparezcan.

22



Reactivos y equipo

“Macrocatrrier holders” (esterilizar en autoclave)

“Macrocarriers” (Biorad)

Discos de ruptura, 1100 psi
Equipo de bombardeo PDS-1000He (Biorad)
Tanque de helio

Bomba de vacio

Identificacidon de las transformantes rho- sintéticas (p-s) después del bombardeo.

A los tres dias de haber bombardeado, poner un cultivo de la cepa p+ (L74) en 3
ml de YPD. Esta cepa contiene una mutacion puntual en el exén 4 de COX1
(G124D) por lo que no respira. Al recombinar con la cepa p-s se complementa
esta mutacion generando cepas diploides que respiran.

Replicar las placas de la cepa bombardeada p- sintética en una caja de —
Ura/Sorbitol y en otra caja de YPD en la cual previamente se esparcieron 200 pl
del cultivo de la cepa L74.

Incubar 2 dias a 30 °C, para permitir que se lleve a cabo el apareamiento entre la
cepa p-s y L74 asi como la recombinacion de sus DNA mitocondriales.

Replicar la caja de YPD con los diploides en medio YPEG para detectar a las
colonias que respiran. Las colonias que respiran son las que portan el plasmido
con COX1 y que complementaron la mutacién puntual de la cepa L74.

Incubar 2 dias a 30 °C.

Resembrar en medio -Ura de 6 a 12 colonias p- sintéticas que respiren después
de la recombinacion con la cepa L74. Repetir los pasos anteriores de réplicas,

recombinacion y resiembra hasta obtener colonias puras (Figura 7).
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5"UTR de COX1 MtDNA de L74 3’'UTR de COX1

COX1 (mutacion puntual G124D)

COX1 (1605 nucleotidos) - -

5 UTR de COX1 Cepa p- sintética 3'UTR de COX1

'

mtDNA de la cepa recombinate
COX1 (1605 nucledtidos)

¥ }

5"UTR de COX1 3'UTR de COX1

Figura 7. Recombinacién de la cepa p- sintética (plasmido pXPM57) con la cepa L74, la cual contiene
una mutacion puntual, por lo que no respira. La cepa obtenida contiene el mtDNA de la cepa L74, en
donde se ha eliminado el gen COX1 silvestre y es reemplazado por el gen COX1 contenido en el
plasmido bombardeado; esta cepa es capaz de crecer en medio respiratorio YPEG.

Obtencion de la cepa p+ con el gen COX1 mutante.

* Incubar 2 ml de cultivos en YPD de las cepas p- sintéticas y p+ (XPM10b) toda la
noche a 30 °C. La cepas p- sintéticas contienen la mutacion nuclear karl-1, la
cual previene la fusién nuclear durante la recombinacién (Conde and Fink, 1976).
En la cepa XPM10b se elimind la region codificante de COX1 y se reemplazo por
el gen reportero ARG8m, el cual esta flanqueado por los extremos UTR de
COXZ1. Esta cepa no respira y crece en medio sin arginina (Perez-Martinez et al.,
2003).

* En un tubo Eppendorf de 1.5 ml mezclar 750 pl de la cepa p- con 250 pl de la
cepa XPM10b. Centrifugar 1 min a 4 12000 rpm (13200 g) en una centrifuga
Eppendorf 5415D a temperatura ambiente. Eliminar la mayor cantidad de

sobrenadante.

24



Resuspender las células en el volumen restante. Colocar la suspension celular
en una caja de YPD. Incubar a 30 °C de cuatro a cinco horas para permitir que
se lleve a cabo el apareamiento entre la cepa p-s y XPM10b asi como la
recombinacién de sus DNAs mitocondriales (Figura 8). Revisar la formacion de
cigotos al microscopio.

Tomar un poco de las células e incubarlas durante cuatro horas o toda la noche
en 2 ml de medio YPD a 30 °C.

Diluir el cultivo 1 en 100 con agua estéril el cultivo y plaquear en el medio
selectivo para la cepa receptora de acuerdo al genotipo nuclear.

Incubar 2 dias a 30 °C.

Replicar la caja incubada durante dos dias en otra caja de medio selectivo, en
una caja con medio selectivo para detectar a los diploides formados, los cuales
se descartan, asi como en medio YPEG y en otra caja de YPD con el césped de
una cepa que complemente la mutacion mitocondrial (a Oxi3-7, ver lista de cepas
en el apéndice 2).

Incubar 2 dias a 30 °C, para permitir que se lleve acabo la recombinacion de sus
DNA mitocondriales.

Replicar la caja de YPD con el césped de la cepa a Oxi3-7 en medio YPEG para
detectar a las cepas que respiran.

Repetir los pasos anteriores de réplicas, recombinacion y resiembras hasta
obtener colonias puras.

Una vez que se tengan colonias puras se purifica el DNA y se realiza PCR con
los oligonucle6tidos CO1NdeF y CO1R10-3". La reaccién de PCR se realiza en
varias alicuotas, las cuales posteriormente se mezclan y se secuencia la mezcla,

utilizando los mismos oligonucledtidos.
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Figura 8. Recombinacién de la cepa p- sintética (plasmido pXPM57) con la cepa L74, la cual contiene
una mutacion puntual, por lo que no respira. La cepa obtenida contiene el mtDNA de la cepa L74, en
donde se ha eliminado el gen COX1 silvestre y es reemplazado por el gen COX1 contenido en el
plasmido bombardeado; esta cepa es capaz de crecer en medio respiratorio YPEG.

Purificacion de mitocondrias Modificado de (Glick and Pon, 1995)

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

Resembrar en 25 ml de medio YPGal e incubar a 30 °C hasta una Aspo entre 1.2
y 1.4 (fase exponencial de crecimiento).

Del cultivo anterior resembrar en 1 | de medio YPGal e incubar toda la noche a
30 °C hasta una Aspo entre 1.4 y 1.6 (fase exponencial de crecimiento).
Centrifugar a 4000 rpm (2831 g) por 10 min en el rotor JA10 (Beckman) a
temperatura ambiente.

Lavar el boton una vez con agua fria, juntar todo el botén en un tubo de

centrifuga previamente pesado.
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» Centrifugar a 4000 rpm (2831 g) por 10 min en rotor JA10 (Beckman) a
temperatura ambiente. Eliminar el sobrenadante y pesar.

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

» Agitar 10 min a 30 °C.

» Centrifugar 5 min a 3300 rpm (1927 g) en rotor JA10 (Beckman) a temperatura
ambiente.

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

» Centrifugar 5 min a 3300 rpm (1927 g) en rotor JA10 (Beckman).

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

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

Comparar 2 ml de agua contra 2 ml de sorbitol 1.2 M adicionando a cada uno 50 pl de
células, agitar en vortex. Cuando se hayan formado los esferoplastos el tubo con agua
se vera claro comparado con el tubo con sorbitol que se observara turbio debido a que
con la diferencia de osmolaridad se romperan los esferoplastos.

A partir de este punto todo se hace a4 °Cy sin usar vortex

» Centrifugar a 2500 rpm (1106 g) por 5 min a 4 °C en rotor JA10 (Beckman).

» Resuspender en 1/4 del volumen requerido de amortiguador de
homogeneizacion (70 ml por cada cepa).

* Homogeneizar 10 veces usando un homogenizador y pistilo de vidrio.

» Centrifugar 5 min a 3300 rpm (1106 g) en rotor JA10 (Beckman) a 4 °C.
Recuperar el sobrenadante.

* Centrifugar 5 min a 3300 rpm (1106 g) en rotor JA10 (Beckman) a 4 °C.
Recuperar el sobrenadante.

* Centrifugar 12 min a 12000 rpm (17418 g) en rotor JA25.5 (Beckman) a 4 °C (en
el botén se encuentran las mitocondrias crudas).

* Resuspender el botén en 10 ml de amortiguador SEH (Primero resuspender en 2
ml, con la punta de la micropipeta cortada).

* Centrifugar 5 min a 3300 rpm (1106 g) en rotor JA25.5 (Beckman) a 4 °C.
Recuperar el sobrenadante.
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» Centrifugar el sobrenadante a 12 min a 12000 rpm (17418 g) en rotor JA25.5
(Beckman) a 4 °C.

* Resuspender el boton en 300-500 pl de amortiguador SEH (con la punta de la
micropipeta cortada).

» Hacer alicuotas de 25 o 30 pl de solucion de mitocondrias, congelar en nitrégeno

liquido y guardar a -70 °C hasta su uso.
Amortiguador TD (Tris-DTT)
Tris-SO4 pH 9.4 0.1 M

DTT 10 mM

Amortiguador MP2

Sorbitol 1.2M
Amortiguador de fosfatos (pH 7.4) 20 mM
Zimoliasa-20T (Seikagaku Biobusiness Cat. No. 120491) 3 mg/g

Amortiguador de homogeneizacion

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

Amortiguador SEH (Sorbitol/EDTA/HEPES) 1X

HEPES pH 7.4 20 mM
Sorbitol 06 M
EDTA 1 mM
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Cuantificacién de proteinas por Lowry modificado (Markwell et al., 1978)
Curva de calibracion
Usar una solucion de albumina de 1 mg/ml.
Preparar soluciones de albumina con 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 pl
de la solucion de albumina. Llevar a 1 ml con agua como indica el paso 1.
1. Ajustar la muestra con agua a 1 ml.
2. Adicionar 3 ml de solucién C y mezclar en vortex. Incubar 10 min a temperatura
ambiente.
3. Adicionar 300 pl de solucibn D y mezclar en vortex e incubar 30 min a
temperatura ambiente.

4. Medir absorbancia a 740 nm.

Solucién A

Na,COs 2 % (p/v)
NaOH 0.4 % (p/v)
Naptartrato 0.16 % (p/v)
SDS 1 % (p/v)
Solucién B

CUzSO4'5H20 4% (p/v)
Solucién C

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

momento).

Solucién D

Mezclar 1 volumen de reactivo de Folin con 1 volumen de agua (preparar al momento).
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Traduccion in organello (ioTL) y co-inmuno precipitacion (colP) partir de

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

Preparar 1 ml de amortiguador 1.5X ioTL con 0.2% (v/v) de piruvato cinasa.
Descongelar en hielo 250 pg de proteina mitocondrial y ajustar a un volumen de 25
pl con SH en un tubo Eppendorf de 1.5 ml.

Mezclar como sigue: 55 pl de amortiguador 1.5X ioTL con los 25 pl de mitocondrias
(10 pg/pl).

Incubar 5 min a 30 °C.

Adicionar 25 pCi de ¥*5-Met.

Incubar 20 min a 30 °C.

Tomar 4 ul de cada reaccion y pasar a otro tubo (fraccion total). Agregar 1 ml de SH
y centrifugar 10 min a 12000 rpm (13200 g) en una centrifuga Eppendorf 5415D a
4 °C, resuspender en 20 pl de amortiguador de Laemmli 1X y guardar en hielo.

Al resto de la reaccién de traduccién agregar 1 ml de SH y centrifugar 10 min a 4
°C, eliminar el sobrenadante.

Resuspender el boton de mitocondrias en 1 ml de amortiguador de lisis con la punta
de la micro pipeta cortada. Incubar 10 min en hielo (NO agitar en vortex).
Centrifugar 10 min a 4 °C a 12000 rpm (13200 g) en una centrifuga Eppendorf
5415D, pasar el sobrenadante a un tubo nuevo etiquetado.

A cada sobrenadante adicionar 40 pl de anticuerpo acoplado a proteina A sefarosa
(ver mas adelante, anticuerpos).

Agitar en un agitador circular (Barnstead Internacional, Model 400110) 2 horas a 4
°C.

Lavar dos veces con 500 pul de amortiguador de lisis.

Lavar 1 vez con 1 ml de Tris 20 mM, pH 7.4.

NOTA: Entre cada lavado agitar 5 min en rosticero a 4 °C y centrifugar a 2400 rpm 1 mina 4 °C

Después del ultimo lavado centrifugar 1 min a 12000 rpm a 4 °C, eliminar
completamente el sobrenadante.
Agregar al anticuerpo-proteina A sefarosa 20 pl de amortiguador de Laemmli 1X.

Agitar en vortex 15 min a temperatura ambiente.
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» Centrifugar 15 segundos a 12000 rpm (13200 g) en una centrifuga Eppendorf

5415D. Cargar con microjeringa en gel de SDS-acrilamida/Bis-acrilamida al

16%/0.15%. Correr el gel a 27 mA a 7 cm de la interfase formada por los geles.

« Transferir a membrana de PVDF 1.5 horas a 1.5 mA/cm?. Dejar secar la membrana

y exponer para obtener autorradiografia o realizar western blot.

Amortiguador 1.5X para traduccion (1.5X ioTL)'t con 0.2% (v/v) de piruvato

cinasa®.
Amortiguador | Solucion concentrada | Adicionar para 1l ml
Sorbitol 24 M 375 ul
KCI 1M 225 ul
Amortiguador de
fosfatos, pH 7.2 1M 22.5 ul
Tris-HCI, pH 7.4 1M 30 ul
MgSO, 1M 19 ul
Albumina 100 mg/ml 45 pl
ATP 200 mM® 30 pl
GTP 50 mM® 15 pl
Aminoacidos (sin
9.1 ul
Met, Tyr y Cys) 2 mg/m| H
Cisteina 10 mM 10 pl
Tirosina 1 mg/ml 18.2 pl
Acido a-ceto
f 4 1.7 mg
glutarico
Fc_)sfoencil 3.5 mg
piruvato
Notas:
[ ¢ Preparar en hielo.
& Adicionar 2 pl justo antes de mezclar con las mitocondrias.
§ Adicionar al final.
+ Pesar el acido a-ceto glutarico y disolver en 200 pl de H,O, adicionar al fosfoenol piruvato y

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

SH
Sorbitol
Hepes, pH 7.4

0.6 M
20 mM
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Amortiguador de lisis

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

Amortiguador de Laemmli 2X

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

Anticuerpos
Anti c-MYC (Santa Cruz Biotechnology) dilucién 1:400.
Anti-HA affinity Matriz (Roche) dilucion 1:2000.

Traduccion in vivo (ivTL) a partir de células completas (Bonnefoy et al., 2001)

« Cultivar una colonia en 2 ml de YPGal a 30°C toda la noche.

 Inocular 0.1 ml del cultivo anterior en 10 ml de YPGal, incubar a 30°C toda la noche.

« A la mafana siguiente adicionar 10 ml de YPGal incubar 3 horas a 30°C.

» Centrifugar el volumen necesario para tener 0.12 g de células en tubos de con tapa
de rosca previamente pesados a 3000 g por 5 min a TA.

» Lavar dos veces con 1 ml de agua estéril. En el dltimo lavado pesar los tubos y
eliminar la cantidad de agua/células necesaria para tener 0.12 g de células en todos
los tubos.

« Resuspender en 500 pl de medio Gal/-Met. Incubar 30 min a 30°C con agitacion.

« Adicionar 5 pl de cicloheximida (10 mg/ml, disuelta en etanol). Incubar 5 min a 30°C
con agitacion.

« Adicionar 5 pCi de ®**s-Met. Incubar 10 min a 30°C con agitacion.

* Inmediatamente enfriar en hielo/agua 5 min.
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e Centrifugar a velocidad maxima a 4°C por 1 min) en una centrifuga Eppendorf
5415D. Eliminar sobrenadante.

* Lavar una vez con 500 pl de Gal/-Met con 2.5 mM de metionina no radioactiva.

« Centrifugar a velocidad maxima a 4 °C por 1 min) en una centrifuga Eppendorf

5415D. Eliminar sobrenadante.
A partir de 0.12 g de células
» Lavar el pellet con 200 pl de SHP frio, con inhibidor de proteasas de SIGMA (3.3

pl/20ml)

* Resuspender el pellet en 200 ul de SHP frio, con inhibidor de proteasas de SIGMA.

 Adicionar un volumen de perlas de vidrio, previamente enfriadas a -20 °C.

» Agitar en vortex 30 seg a velocidad méaxima e incubar 30 seg en hielo.

* Repetir el paso anterior.

« Centrifugar a 6000 g por 5 min a 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5415D.

* Tomar el sobrenadante y poner en tubo eppendor etiquetado en hielo.

* Adicionar 200 pl de SHP frio. Repetir el ciclo vortex/hielo dos veces.

« Combinar los sobrenadantes y centrifugar a velocidad maxima 10 min a 4 °C en una
centrifuga Eppendorf 5415D.

» Eliminar el sobrenadante y adicionar 40 ul de amortiguador de Laemmli 1X. Calentar
a 65°C por 5 min.

» Cargar 10 pl en gel de acrilamida/bis-acrilamida al 16%/0.15%, el resto guardar a -
70 °C. Correr a 27 mA a 7 cm de la interfase formada por los geles.

« Transferir a membrana de PVDF 1.5 horas a 1.5 mA/cm?. Dejar secar y exponer.

SHP

Sorbitol 0.6 M

Hepes, pH 7.4 20 mM

Inhibidor de proteasas de SIGMA 3.3 ul por cada 10 ml
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Geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)

Gel separador Gel apilador
16 % 4%
Acrilamida 30%
Bisacrilamida 9.0 ml 0.83 mi
0.8%
Tris-HCI 2M, pH
3.8 3.28 ml -
Tris-HCI 2M, pH
6.8 - 150 pl
SDS 20 % 85 ul 50 ul
Agua 4.5 ml 4 ml
APS 10% 100 pl 25 ul
TEMED 20 ul 10 pl
Amortiguador de corrida 5X
Tris-HCI, pH 8.2 0.125 M
Glicina 0.96 M
SDS 0.5%

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

amortiguador de corrida 1X.

Replica en Western Blot

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

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

—} 3 hojas de papel filtro prehumedecidas en amortiguador de transferencia

Membrana de PVDF prehumedecida en metanol y amortiguador de transferencia

Gel prehumedecido en amortiguador de transferencia

—} 3 hojas de papel filtro prehumedecidas en amortiguador de transferencia

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

2. La membrana con las proteinas se bloquea toda la noche a 4 °C 0 2 hr a

temperatura ambiente con solucion de bloqueo.
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3. Incubar la membrana con solucion de réplica, la cual contiene el anticuerpo
adecuado, durante 1 h a temperatura ambiente.

4. Lavar la membrana con solucién de lavado por 10 min, repetir el lavado 2 veces
mas.

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

6. Tomar autorradiografia con la pelicula BioMAx XAR Film (Kodak).

7. Eliminar el anticuerpo unido a las proteinas de la membrana incubando con la
solucién de eliminacion de anticuerpo por 30 min a 50 °C.

8. Repetir desde el paso numero dos con los anticuerpos necesarios.

Solucion de bloqueo (50 ml)

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

Solucién de replica (10 ml)

Leche en polvo 0.1g
Tris-HCI 1M, pH 7.6 100 pl
NaCl 5M 200 pl
EDTA 500mM 20 pl
Tween-20 al 5% 200 pl

» Adicionar el anticuerpo indicado a la dilucion apropiada.

Solucion de lavado (1000 ml)

Tris-HCI 1M, pH 7.6 10 ml
NaCl 5M 20 ml
EDTA 500mM 2ml
Tween-20 1 mi
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Solucioén de eliminacion del anticuerpo (100 ml)

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

Diluciones usadas para los anticuerpos

Anti-Arg8 1:10000 (Donado por el Dr. Thomas Fox)
Anti-ATPasa 1:10000 (Donado por el Dr. Diego
Gonzalez Halphen)

Anti-citrato sintasa 1:1000 (Donado por el Dr. Thomas Fox)
Anti HA/peroxidasa (clona 3F10) 1:500 (Roche)

Anti cMYC 1:400 (Roche)

Anti conejo/peroxidasa 1:5000 (Sigma)

Anti ratén/peroxidasa 1:3000 (BioRad)

Electroforesis azul-nativa de mitocondrias puras (Wittig et al., 2006)

Preparaciéon de la muestra
» Descongelar en hielo 50 pg de proteina mitocondrial. (Opcional, hacer traduccion

in organello).

Adicionar 1 ml de SH y centrifugar 10 min a 4 °C, a 12,000 rpm.

Adicionar 10 pl de amortiguador A, homogeneizar subiendo y bajando con la punta

de la micropipeta.

Adicionar 1 ul de laurilmaltésido al 10%, subir y bajar con la micropipeta 3 veces.
Incubar en hielo 10 min.
Centrifugar 15 min a 20,000 rpm (16979 g) en el rotor TLA 100.3, Beckman a 4 °C.

Separar el sobrenadante en un tubo nuevo.

Agregar al sobrenadante 1.5 pl de glicerol al 5%. Adicionar 1 ul de Serva G al 5%.

Cargar todo (15 pl aprox) en gel de gradiente del 5 al 13% de acrilamida. Correr el
gel a 30 mA a 4 °C hasta que el amortiguador del citodo B esté a 1/3 del gel

(aprox 1 hr).

Cambiar el amortiguador del catodo B por el B/10 y correr a 30 mA hasta que el
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colorante azul fuerte se salga (aprox 3.5 hrs) a 4 °C.
Nota: En este paso el gel puede usarse para tefiir, determinar actividad de super
complejos, transferir a membrana para western blot, etc.
« Transferir a membrana de PVDF a 1 mA/cm? por 1.5 hrs.
* Inmediatamente después de la transferencia destefiir la membrana lavando con

metanol al 100% durante 15 segundos. Secar completamente la membrana.

SH
Sorbitol 06 M
HEPES, pH 7.4 20 mM

Amortiguador A (1 ml)

NacCl 50 mM
Imidazol-HCI, pH 7.0 50 mM
Acido 6-aminohexanoico 5mM
EDTA 1 mM
Lauril maltésido 10 % (p/v)
Azul de Coomasie G-250 5 % (p/v)
Glicerol 5 % (viv)

Preparacién del gel

Acrilamida Acrilamida al Acrilamida al
3.5% 5% 13%
AB-3 660 pl 1.9 ml 4.9 ml
Amortiguador
de gel 3X 3ml 6.2 ml 6.2 ml
Glicerol
(80%) - 1.2 ml 4.73 ml
Agua 5.1 ml 9.2 ml 2.7 ml
APS 10% 75 ul 100 pl 75 ul
TEMED 7.5 ul 10 pl 7.5 pl
Volumen total 9 ml 18.6 mi 18.6 ml
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AB-3 (100 ml)
Acrilamida 48 g

Bis-acrilamida 15¢g

Filtrar y guardar en un frasco oscuro a temperatura ambiente.

Amortiguador del gel 3X
Imidazol-HCI, pH 7.0
Acido 6-aminohexanoico

Amortiguador del catodo B
Tricina

Imidazol-HCI, pH 7.0

Azul Coomasie G-250

Amortiguador del catodo B/10
Tricina

Imidazol-HCI, pH 7.0

Azul de Coomasie G-250

Amortiguador del anodo
Bis-Tris-HCI, pH 7.0

75 mM
15M

50 mM
7.5 mM
0.02 %

50 mM
7.5 mM
0.002 %

50 mM
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Resultados

La traduccion de Cox1 disminuye al afectar el ensamblaje de la CcO

En diversos estudios se ha observado que Cox1l marcada radioactivamente con
[*°S]-Met disminuye en mutantes nucleares o mitocondriales que afectan el ensamblaje
de la CcO, sin que estas mutaciones estén en el gen mitocondrial COX1 (Figura 5)
(Barrientos et al., 2004; Cabral and Schatz, 1978; Perez-Martinez et al., 2003; Rak et
al., 2007). Aun no se entiende el mecanismo por el cual disminuye este marcaje de
Cox1 en mutantes que no ensamblan a la CcO y que por lo tanto no respiran. Para
determinar si esta reduccion en el marcaje se debe a una disminucion en la traduccién
del mMRNA de COX1 o a una rapida degradacion proteolitica de la proteina Cox1 recién
sintetizada, se utilizé al gen reportero ARG8™.

El gen ARGS8 es de origen nuclear y codifica a la acetilornitina aminotransferasa,
un enzima localizada en la matriz mitocondrial que participa en la biosintesis de la
arginina. Contiene un péptido sefial que al importarse a la mitocondria se procesa por
las proteasas mitocondriales, generando a la proteina madura (Heimberg et al., 1990).
Este gen se modifico e inserté en el mtDNA para que pudiera ser leido y expresado por
el sistema genético mitocondrial (ARG8™) (Steele et al., 1996). En la cepas utilizadas en
este trabajo ARG8™ esta fusionado a la region carboxilo terminal del gen COX1 y porta
Su sitio de corte para las proteasas mitocondriales, por lo que cuando se sintetiza la
proteina de fusidbn Cox1-Arg8, ésta Ultima es separada de Cox1l y se comporta como
una proteina soluble de matriz mitocondrial. Esta construccion permite distinguir entre
traduccion del mRNA o degradacion proteolitica, asi como estudiar el nivel de
traduccion de la proteina quimérica, ya que el estado de ensamblaje de la CcO y por lo
tanto de degradacioén de Cox1 no afecta a la proteina Arg8 (Perez-Martinez et al., 2003)
(Figura 9).
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RNA mensajero 5UTR UTR
mitocondrial Toxi 1 Cox1 ARGS8™ —COXL
Traduccion
\ 4

Proteina 4
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"
Coxl\ﬂ)'\ﬂ/‘\ﬂN A8

Figura 9. Esquema del gen reportero COX1(1-512)::ARG8". El triangulo negro indica el sitio de corte por
las proteasas mitocondriales MPP en la proteina quimérica.

Para analizar si las mutantes de ensamblaje de la CcO afectaban la sintesis o la
estabilidad del gen reportero se realizaron experimentos de dilucién seriada en medios
con o sin arginina (+Arg o — Arg, respectivamente) en diferentes cepas con la
construccion del gen quimérico mitocondrial (COX1(1-512)::ARG8™). Se introdujo una
mutacién que afecté el ensamblaje de la CcO debido a que el gen mitocondrial COX2
se elimind (cox2-62) (Figura 10A).

A + Arg - Arg
COX2

Ccox2-62
B + Arg - Arg
COX2, COX14

COX2, cox14A

cox2-62, COX14
COX2-62, cox14A

Figura 10. Diluciones seriadas (1/10) de cepas con el gen quimérico mitocondrial COX1(1-512)::ARG8™
mostrado en la Figura 9. A) Los niveles de traduccion del gen reportero disminuyen en las cepas con el
defecto en el ensamblaje de la CcO (cox2-62). B) Los niveles de sintesis del gen reportero ARG8™ se
reestablecen en la doble mutante cox2-64, cox14A. Las placas se crecieron en medio completo (+Arg) o
en medio sin arginina (-Arg) y se incubaron a 30 °C por tres (+Arg) o cuatro dias (-Arg).
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En la Figura 10A se observa que el crecimiento en —Arg de las cepas en donde la
CcO no se ensambla (cox2-62) se ve severamente reducido. Esto sugiere que esta
disminucion en el crecimiento se debe a una menor traduccion del gen reportero, ya
que por codificar a una proteina soluble de matriz mitocondrial, ésta no es susceptible a
la degradacion proteolitica responsable de la degradacién de Cox1. Por otro lado, en la
Figura 10B se observa que el menor crecimiento en —Arg de la cepa cox2-62 se
restablece al eliminar a Cox14. Esto es consistente con la idea de que Cox14 es un
regulador negativo de la traduccion, por lo que al eliminarla se reestablece la sintesis a
niveles semejantes a los de una cepa silvestre (Barrientos et al., 2004).

Diferentes mutantes que afectan el ensamblaje de la CcO disminuyen la sintesis
de Cox1

Se analiz6 si la disminucion en la traduccién de Cox1 es general, es decir, cuando
el ensamblaje de la CcO se afecta debido a mutaciones diferentes a cox2-62. Se
eliminaron subunidades estructurales o chaperonas de ensamblaje codificadas en el
nicleo (Tabla 1) en cepas con el gen reportero COX1(1-512)::ARG8™ descrito en la
Figura 9. Para estudiar la sintesis del reportero se realizaron experimentos de dilucion

seriada en un medio con o sin arginina (Figura 11).

Tabla 1. Proteinas cuyo gen se interrumpié en el nlcleo y que afectan el ensamblaje de la CcO.

Proteina Funcién Referencia
Mss?2 Participa en el correcto ensamblaje dg Cox2 enla (Broadley et al., 2001)
membrana interna mitocondrial.
Activador traduccional del mMRNA de COX3. Facilita (Costanzo et al.,, 1986;
Pet54 | el procesamiento del RNA de COX1. Mutantes nulas Kaspar et al., 2008; Valencik
. ' et al., 1989; Valencik and
no respiran. McEwen, 1991)
. . (Haffter et al., 1990;
pet12o | Activador traduccional de COX3. Mutantes nulas no | ., - oo = em et al.
respiran. 1988)
Subunidad estructural de la CcO. Participa en la
I . (Glerum and Tzagoloff, 1997;
Cox4 ?Stab”éd%d cliel C,clJtmp!ejo. I;)/Iutt_;ldntzs nulas no Glerum and Tzagoloff, 1998;
respiran. Es de las U |rrc1:a(1)sxiu unidades en unirse a Tsukihara et al., 1996)
Subunidad estructural de la CcO. Participa en la (Glerum and Tzagoloff, 1997;
Cox6 estabilidad del complejo. Mutantes nulas no Glerum and Tzagoloff, 1998;
respiran. Es de las primeras subunidades en unirse | Mick etal., 2007; Tsukihara
a Coxl1. et al., 1996)
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Cox7

Subunidad estructural de la CcO. Participa en la
estabilidad del complejo. Mutantes nulas no
respiran.

(Calder and McEwen, 1991;
Tsukihara et al., 1996)

Cox11

Participa en la insercion del grupo Cug en Cox1.
Mutantes nulas no respiran. Esta insercién se da
después de la unién de Mss51 y Cox14 a Cox1.

(Carr et al., 2002; Horng et
al., 2004; Khalimonchuk et
al., 2009)

Cox15

Involucrada en la maduracion de los grupos hemo a
y az de Cox1. Mutantes nulas no respiran. Esta
insercion se da después de la union de Mss51 y

Cox14 a Cox1

(Barros et al., 2001;
Khalimonchuk et al., 2009;
Petruzzella et al., 1998)

Coal

Participa en pasos postraduccionales de Cox1.
Facilita la insercién del grupo hemo. Mutantes nulas
respiran parcialmente.

(Mick et al., 2007; Pierrel et
al., 2007)

Pet100

Chaperona requerida para los ultimos pasos de
ensamblaje de la CcO. Mutantes nulas acumulan
intermediarios de ensamblaje y no respiran.

(Church et al., 1996; Church
et al., 2005; Forsha et al.,
2001)

Pet191

Chaperona requerida para el ensamblaje de la CcO.
Mutantes nulas no respiran.

(Khalimonchuk et al., 2008;
Tay et al., 2004)

+Arg
Silvestre

pet1224
pet544

cox4A
cox6A

COX7A

Silvestre
cox1llA
cox1s54

coalA
pet100A4
pet1914

-Arg

Figura 11. Diluciones seriadas (1/10) de cepas con el gen quimérico mitocondrial COX1(1-512)::ARG8".
Las cepas con diferentes proteinas eliminadas se crecieron en medio completo (+Arg) o en medio sin
arginina (-Arg) y se incubaron a 30 °C por tres o cuatro dias.
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En la Figura 11 se observa que la eliminacion de diferentes proteinas, ya sean
subunidades estructurales (panel superior) o chaperonas de ensamblaje de la CcO
(panel inferior), afecta en diferentes grados el crecimiento en ausencia de arginina (—
Arg). Se observa que la sintesis de Arg8 en la mutante nula de cox6 es una de las mas
afectadas. Creemos que esto tiene relaciébn con que Cox6 es una de las primeras
subunidades en ser ensamblada (ver discusion) (Glerum and Tzagoloff, 1997; Mick et
al., 2007). Otra mutante en la que se afecta draméticamente el crecimiento en —Arg es
pet54D, activador traduccional de COX3. Esto pudiera deberse a que Pet54 también
esta involucrada en el procesamiento de intrones del mMRNA de COX1, por lo que al
eliminarla no se acumule el RNA maduro. Finalmente, la mutante coalA no se ve
afectada, lo cual es consistente con reportes previos (Mick et al., 2007; Pierrel et al.,
2007) que indican que Coal no es esencial para la traduccion del mMRNA de COX1y no
responde al control negativo ejercido por Cox1.

Este resultado sugiere que el mecanismo (0 mecanismos) que disminuye la
traduccion del mRNA de COX1 es general. Como se observa en las diferentes
mutantes, este mecanismo detecta el ensamblaje de Cox1 desde su inicio hasta los

pasos finales.

Los extremos UTR del mRNA de COX1 portan sefiales de regulacion negativa de
la expresion de este gen

La traduccion del mMRNA de COX1 en la mitocondria esta fuertemente controlada
por los activadores traduccionales especificos de COX1, Pet309 y Mss51. Estas dos
proteinas tienen sus sitios de accion en el extremo 5UTR del mRNA de COX1
(Manthey and McEwen, 1995; Perez-Martinez et al., 2009; Siep et al., 2000; Tavares-
Carreon et al., 2008).

Para analizar si en la regulaciéon negativa de la sintesis de Cox1 participan los
extremos UTR de COX1 se realiz6 un experimento de traducciébn de proteinas
mitocondriales en células completas (in vivo) en presencia de cicloheximida, un
inhibidor de la sintesis protéica citoplasmica. Se emplearon dos fondos genéticos
mitocondriales diferentes. Una cepa con el mtDNA silvestre, en donde el gen COX1
esta flanqueado por sus extremos UTR normales (Figura 12A). Por otro lado, se utilizd
otra cepa en donde la region codificante del gen COX1 fue reemplazado por el gen
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reportero ARG8™ flanqueado por los extremos UTR de COX1. En esta misma cepa el
gen COXL1 se insertdé en un sitio del mtDNA ectépico y se codifica a partir de los
extremos UTR del gen mitocondrial COX2 (Figura 12B). A esta Ultima construccién se le
dio el nombre de DNA mitocondrial quimérico (Perez-Martinez et al., 2003). En la cepa
quimérica la expresion de ARG8™ depende de Pet309 y Mss51 y la expresion de COX1
depende de Petlll, el activador traduccional de COX2 (Mulero and Fox, 1993b). Este
experimento se realiz6 en cepas con o sin la eliminacion de MSS2, un gen involucrado
en la translocacion de Cox2 y que por lo tanto afecta el ensamblaje de la CcO (Broadley
et al., 2001) (Figura 13).

A) DNA mitocondrial silvestre

Mssb1 Pet309
H_J
5UTRLS* BUTR
COX1 cox1

B) DNA mitocondrial quimérico

Mssb51 Pet309
H_J Petl111
SUTRLARCE FUTR // JUTRLSX_BUTR 5 UTRLS2*2 BUTR
COX1 cox1 /!l coxz COX2 COX2 COX2

Figura 12. Construcciones utilizadas para estudiar por traduccion in vivo el papel de los extremos UTR de
COX1 en la regulacion negativa de la sintesis de Cox1 Modificado de (Perez-Martinez et al., 2003). Con
flechas se sefiala el sitio donde actian Pet309 y Mss51, activadores traduccionales especificos de COX1
y Petl11, el activador traduccional especifico de COX2.
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A) mtDNA —»_ silvestre

Varl=—

Cox]—
Cox2=—

Cyth=——

COxX3m=—
Atp6~

B)

Porcentaje de Cox1
recién sintetizada

guimera

Wi mss24A Wt mss2A

Wt Amss2

Silvestre

Wt Amss2

Quimera

Figura 13. Traduccion de proteinas
mitocondriales in vivo con [*>S]-Met en
presencia de cicloheximida. A) Las
proteinas se separaron por SDS-PAGE
al 16%/0.15% y se revelaron utilizando
una pantalla sensible a radioactividad.
Se indican los mtDNAs utilizados, asi
como la interrupcién del gen MSS2. B)
Cuantificacion de la intensidad de la
sefial correspondiente a Cox1
normalizada con respecto al “doblete” de
Cox3/Atp6, graficada en porcentaje. Wt
= silvestre (sin eliminacion de MSS2). La
sefial de la cepa silvestre se tomé como
el 100% en cada caso.

El la Figura 13A se observa que en las cepas con el mtDNA silvestre la sintesis de

Cox1 disminuye cuando se afecta el ensamblaje de la CcO (mss24), comparado con la

cepa en donde la CcO se ensambla correctamente (Wt). Por otro lado, en las cepas con

el mtDNA quimera la sintesis de Cox1 disminuye respecto a la cepa con el mtDNA

silvestre, y esta sintesis es similar a la de la cepa mutante (mss24). Hasta la fecha no

sabemos a qué se debe que en la mutante ectOpica quimérica se sintetice menor

cantidad de Cox1, sin embargo creemos que esto se debe a que los extremos UTR y la

region codificante del mMRNA de COX1 deben estar en cis para una regulacion y sintesis

de Cox1 mas eficiente.
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Los dltimos 15 amino&cidos de Cox1 contienen sefiales de regulacion negativa de
la traduccidén

Como se menciond en la introduccién, Cox1 es una proteina hidrofébica. La Unica
region de la proteina expuesta a la matriz mitocondrial es el extremo carboxilo terminal
(Figura 2), el cual puede ser el sitio de union de proteinas como Mss51. Con el fin de
analizar el papel que juega la region carboxilo terminal de Cox1l en su regulacion
negativa se crearon mutantes en donde se eliminaron los ultimos 5 (AC5, PAVQS), 11
(AC11, VHSFNTPAVQS) y 15 (AC15, SPPAVHSFNTPAVQS) amino&cidos del extremo

carboxilo terminal de Cox1 en el mtDNA (Figura 14, residuos subrayados).

Sb FFVWVAI TSSSG - === =------==- KNKRCAESPWAVEQNPTTL EW.VQSPPAFHTFGEL PTI K

Zm  FFVWVAI TSSSG - === ===ccmn--- KNKRCAESPWAVEQNPTTLEW VQSPPAFHTFGELPTI K| b2 ntas
Qs FFVWVAI TSSSG - - === ----==- KNKRCAESPWAVEQNPTTL EW.VQSPPAFHT FGEL PAI K

Bi  FFVWVTITISSG -----------nnn- NNKRCAPSPWAL ESNSTTPEWWQSPPAFHT FGEL PAI K

Bt  MFIIWEAFAS - - === oo meemem o KREVLT- - - VDL TTTNLEW.NGCPPPYHTFEEPTYVN | \ 14 miferos
MN M FMWEAFAS - = === - - o meemem o KREVVB- - - VSYASTNL EW.HGCPPPYHTFEEPTYVK

Sc FI YI LYDQLVNGLNNKVNNKSVI YNKAPDFVESNTI FNLNTVKSSS| EFLL TSPPAVHSENTPAVQS
Sd FI YI LYDQLVNGLNNKVNNKSVI YTKAPDFVESNTI FNLNTVKSSSI EFLL TSPPAVHSFNTPAVQS
Cg FI YI LYDQFVNGLTNKANNKSVLYTKSPDFVESNEI FNLNTI KTSSI EFLL TSPPAVHSFNTPAVQS

Kl Fl Yl LYDOLVNGLENKVNNKSVI YNKGPDFVESNQ FATNKI KSSSI EFLL TSPPAVHTENTPAVGS | 1ON90S
Yl Fl YWYDQLTNGLHQ - GNKAL DSQFKPSFMGTN- - LNVEGYTGPTLEWNVSTPPSL HAFNTPAVLY

Um  FGYI | YDI LVNG - - - - KPVDANPWAVPAFFQSTPEFWVESHTASSL EWAL ESPPPFHSFNM.PVQS

Cn FLYVI YDMLVSQ - - - - PVASMNPVGTPGYFNBTPSYLTESSYSTSLEWT PSPPPYHAFLMPVQS | oo oo

Rs FLGVI FYTLTRG ------------------ ARVTANNYWNEHADTL EWIL TSPPPEHT FEQL PKRE
* %

* %

Figura 14. Alineamiento de los Ultimos 67 aminodcidos del extremo carboxilo terminal de Cox1 de S.
cerevisiae (en negritas) con los Ultimos aminoé&cidos de la subunidad 1 de la citocromo ¢ oxidasa de otros
organismos. Se utilizé el software Clustalw (www.ebi.ac.uk/clustalw/). Los asteriscos indican los residuos
conservados. Los residuos subrayados indican los aminoacidos eliminados. El recuadro en la secuencia
de bovino (Bt) indica los tres Ultimos aminoacidos del ultimo cruce transmembranal de Cox1. Sb:
Sorghum bicolor; Zm: Zea mays; Os: Oryza sativa; Bj: Brassica juncea; Bt: Bos taurus; Mm: Mus
musculus; Sc: Saccharomyces cerevisiae; Sd: Saccharomyces douglassi; Cg: Candida glabrata; KI:
Kluyveromyces lactis; YI: Yarrowia lipolytica; Um: Ustilago maydis; Cn: Cryptococcus neoformans; Rs:
Rhodobacter sphaeroides
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Con el fin de analizar el efecto de la eliminacion de amino&cidos en la respiracion
celular se realizaron ensayos de dilucion seriada de las mutantes AC15, AC11 y AC5 en

medio respiratorio YPEG (Figura 15).

Completa

AC15

AC11
AC5

25°C

Completa

AC15

AC11
AC5

30 °C

Completa

AC15

AC11
AC5

37 °C

YPD YPEG

Figura 15. Diluciones seriadas (1/10) de las cepas de levadura que portan la eliminacién de 5 (AC5), 11
(AC11) y 15 (AC15) aminoacidos en el extremo carboxilo terminal de Cox1, asi como de Cox1 completa.
Las diluciones se incubaron a diferentes temperaturas en medio fermentable (YPD) por dos dias o en
medio no fermentable (YPEG) por tres dias.

Se observé que la eliminacion de estos amino&cidos en el extremo carboxilo
terminal de Cox1 no afecta el crecimiento respiratorio de las células, lo que indica que
estas mutaciones no afectan el ensamblaje de Cox1 y que la enzima es funcional. Sin
embargo, en la mutante AC15 las colonias se observan ligeramente mas pequefias a 37
°C comparadas con las otras cepas.

Para determinar si el extremo carboxilo terminal de Cox1 participa en la sefial de
regulacion negativa de la sintesis de la proteina se realizaron ensayos de traduccion de
protefnas mitocondriales marcadas radiactivamente con [**S]-Met en células completas

en presencia de cicloheximida. En la Figura 16 se observa que la sintesis de Cox1
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completa disminuye cuando se ha eliminado al gen mitocondrial COX2 (cox2-62),
comparado con la cepa sin defectos en el ensamblaje (Wt). Inversamente, en la cepas
Cox1AC15 y Cox1AC11 se observd que la sintesis de Cox1 se restablece a niveles
comparados a los de la cepa con Cox1l completa (Figura 16B), aun cuando no hay
ensamblaje de la CcO. Al eliminar los ultimos 5 aminoacidos de Cox1l (CoxAC5) se
observa que el marcado de Cox1 baja en cox2-62, indicando que en esta construccién
persiste la regulacion negativa de la sintesis de Cox1 aunque no fue tan marcada como

en la cepa con Cox1 completa.

A) Cox1l —» Completa AC15 AC11 AC5
Wt cox2-62 wt cox2-62 wt cox2-62 wt cox2-62

Var] =

COX] ==

Cox2 =
Cyth =

COX3 mm
Atp6 -~

B)

Wit

Porcentaje de Cox1
recién sintetizada

COX1 —p Completa AC15 AC11 AC5

Figura 16. A) Sintesis de proteinas mitocondriales in vivo con [358]—Met en presencia de cicloheximida.
Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 16%/0.15% y se revelaron utilizando una pantalla sensible
a radioactividad. Wt = cepa silvestre sin defectos en el ensamblaje, cox2-62 = cepa sin Cox2. B)
Cuantificacion de la intensidad de la banda correspondiente a Cox1l normalizada con respecto al
“doblete” de Cox3/Atp6, graficada en porcentaje de la sintesis de Cox1. Se tomé como 100% a Cox1
completa en una cepa silvestre.
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Estos resultados demuestran que los dltimos 11 y 15 amino&cidos de Cox1 portan
sefiales de regulacion negativa de la sintesis de Cox1 cuando esta no se ensambla

correctamente.

El efecto de la desregulacion en la sintesis de Cox1 al eliminar los ultimos 15
amino&cidos es general para Cox1, excepto para Pet54

Para analizar si el efecto de desregulacién de la sintesis de Cox1AC15 observado
en la Figura 16 se presenta cuando se eliminan otras proteinas que afectan el
ensamblaje de la CcO (Tabla 1), se generaron diversas mutaciones nucleares que
afectaban diversos pasos del ensamblaje de la CcO. Posteriormente se realizaron
ensayos de traduccioén de proteinas mitocondriales marcadas radioactivamente con
[**S]-Met en células completas (traduccién in vivo) en presencia de cicloheximida
(Figura 17).

A)
Cox1—p»

Cox1—» C AC15 C AC15 C AC15 C AC15 C AC15 C ACl15 C AC15
Wit mss2A cox4A cox154 coalA pet100A4 pet191A

Cox1—p

Cox1—» C AC15 C AC15 C AC15 C AC15 C AC15 C AC15
Wit pet54A4 petl22A cox64 COX7A cox1l1A
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B
) I Cox1 completa [] Cox1AC15

Porcentaje de Cox1
recién sintetizada

Wt mss24 cox4A cox154 coalA petl00A petl91A cox6A4 cox74 cox1llA

C) [0 Cox1 completa [] Cox1AC15

Porcentaje de Cox1
recién sintetizada

Wit pet54A4 petl22A

Figura 17 (Pagina anterior y ésta pagina). A Traduccién de proteinas mitocondriales in vivo con [*°S]-
Met en presencia de cicloheximida. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 16%/0.15% y se
revelaron utilizando una pantalla sensible a radioactividad. B) Cuantificaciéon de la intensidad de la banda
correspondiente a Cox1 normalizada con respecto al “doblete” de Cox3/Atp6, graficada en porcentaje. Se
considerd la sintesis de Cox1 completa en una cepa silvestre como el 100%. C = Cox1 completa; Wt =
cepa silvestre que ensambla a la CcO. C) Cuantificacion de la intensidad de la banda correspondiente a
Cox1, graficada en porcentaje. La eliminacién de pet54 no solo disminuye la sintesis de Cox1, sino que
esta disminucion no se reestablece al eliminar la region reguladora de Cox1 (los ultimos 15 aminoacidos).
Este efecto es especifico de Pet54 ya que no se observa al eliminar a Pet122.
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La Figura 17 muestra que al eliminar las diferentes proteinas mencionadas en la
Tabla 1, la sintesis de Cox1 completa disminuye (Figura 17A y B). Sin embargo, al
eliminar los ultimos 15 amino&cidos de Cox1 la sintesis se restablece en la mayoria de
estas mutantes, en algunos casos la cantidad de Cox1 sintetizada es alin mayor que en
la cepa silvestre (Figura 17C). Este resultado apoya al observado en la Figura 11, en
donde, por medio del gen reportero de la traduccion ARGS8", se observa una
disminucion en la sintesis de este reportero al afectar el ensamblaje de la CcO, lo cual
se refleja en un crecimiento diferencial en medio —Arg. La eliminacion de Coal no
mostré ninguna reduccion en la sintesis de Cox1, lo cual es consistente con reportes
previos en donde se demuestra que el marcaje de Cox1 con [**S]-Met en ausencia de
Coal no se ve afectado (Mick et al., 2007; Pierrel et al., 2007).

Las mutantes de cox64 en Coxl completa o Cox1AC15 muestran una fuerte
reduccién en la sintesis de Cox1. Sin embargo, la mutante de Cox1 sin los ultimos 15
aminocidos recupera ligeramente la sintesis aunque no a los niveles observados en
otras mutantes. Esto sugiere que la eliminacion de Cox6 genera un arresto en la
sintesis mucho més fuerte que el resto de las mutantes, lo que confirma lo observado
en la Figura 11.

La eliminacién de Pet54, uno de los tres activadores traduccionales de COX3,
generd un arresto en la sintesis de Cox1l completa. Sin embargo, y contrario a lo
esperado, la sintesis de Cox1DC15 en ausencia de Pet54 no se restablecié como en el
resto de las mutantes, incluso se observa que la cantidad de Cox1DC15 recién
sintetizada es menor (Figura 17B). Esta es la Unica proteina donde la regulacion
negativa de la sintesis de Cox1 no se rompe al eliminar los Gltimos 15 aminoé&cidos del
extremo carboxilo terminal de Coxl. Este efecto es especifico de la eliminacion de
Pet54, ya que la eliminacion de Pet122, otro activador traduccional del mRNA de COXa3,

mostré un patron similar al de las otras mutantes (Figura 17D).
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La eliminacion de Cox14 no restablece la sintesis de Cox1 generada por la falta de
Pet54

Como se menciond en la introduccion, Cox14 es una proteina sensora del
ensamblaje y reguladora negativa de la sintesis de Cox1l. Se sabe que en mutantes
que afectan el ensamblaje de la CcO y que por lo tanto disminuyen la sintesis de Cox1,
al eliminar a Cox14 en estas mutantes se restablece la sintesis de Cox1. Se propone
gue esto sucede porque la ausencia de Cox14 desestabiliza la interaccién de Cox1 con
Mss51, permitiendo que esta Ultima quede disponible para activar la traduccion de mas
MRNAs de COX1 (Barrientos et al., 2004). Para analizar si la eliminacion de Cox14 en
la mutante sin Pet54 restablece la sintesis de Cox1 se realizaron experimentos de
marcaje radioactivo con [**S]-Met en cepas con la doble mutacién y con Cox1 completa
0 Cox1AC15 (Figura 18).

Cox1l Cox1AC15
PET54 —p Wi A Wit A
COX14 —3p» Wt A Wt A Wt A Wt A

Cox1l—
Cox2—

Cyt”

Cox3—
Atp6/

Figura 18. Traduccién de proteinas mitocondriales in vivo con [358]—Met en presencia de cicloheximida.
Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 16%/0.15% y se revelaron utilizando una pantalla sensible
a radioactividad.

En la Figura 18 se observa que la eliminacion de Cox14 no restablece la sintesis
de Cox1 cuando se ha eliminado a Pet54. Este es un fenotipo diferente al observado

para otras mutantes del ensamblaje de la CcO (Barrientos et al., 2004).
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La sobreexpresion de Mss51 restablece ligeramente la sintesis de Cox1 generada
por la falta de Pet54

Pet309 y Mss51 son los activadores traduccionales del mRNA de COX1 y se sabe
que ambos son limitantes para la expresion de este gen (Perez-Martinez et al., 2009).
Para analizar si la sobreexpresion de Pet309 y Mss51 compensan la sintesis de Cox1
cuando se ha eliminado a Pet54, se realizaron ensayos de dilucion seriada en donde
diferentes cepas con el gen reportero ARG8™ descrito en la Figura 9 sobreexpresan a
dichos activadores traduccionales (Figura 19).

+ARG -ARG
Wt + vector

Wt + MSS51
pet54A + vector

pet54A + MSS51
Wt + vector

Wt + PET309
pet54A + vector

pet54A + PET309

Figura 19. Diluciones seriadas (1/10) de cepas con el gen reportero COX1-ARGS8". Las cepas se
transformaron con vectores que sobreexpresan a los activadores traduccionales del mRNA de COX1
Mss51 y a Pet309 (MSS51, PET309) o con el vector vacio (Vector). Las placas se crecieron en medio
completo (+Arg) o en medio sin arginina (-Arg) y se incubaron a 30 °C por tres o cuatro dias.

Como se observa en la Figura 19, las cepas sin Pet54 que sobreexpresan a
Mss51 recuperan muy ligeramente la sintesis del gen reportero ARG8™. Sin embargo, la
sobreexpresion de Pet309 no genera ningun efecto.

En conjunto, los resultados mostrados en las Figuras 18 y 19 sugieren que Pet54
es un facilitador de la sintesis de Cox1, ya que no es estrictamente necesario para la
sintesis de COX1, debido a que se observan niveles basales de traduccion. Sin
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embargo, la eliminacion de los ultimos 15 aminoécidos de Cox1l no rompe con la
regulacion negativa debido a la ausencia de Pet54 éste mismo efecto es observado al
eliminar a Cox14, lo anterior sugiere que Pet54 es un nuevo componente que participa
en la biogénesis de Coxl1.

Los dultimos 15 aminoacidos de Coxl son necesarios para estabilizar la
interaccion entre Mss51y Cox14

En 2003 Pérez-Martinez y colaboradores (Perez-Martinez et al., 2003)
determinaron por ensayos de coinmunoprecipitaciéon que Cox1 interactua fisicamente
con Mss51 marcada con un triple epitope de hemaglutinina (Mss51-3xHA). Para
analizar si Mss51 sigue unida a Cox1AC15 en procesos posteriores a la sintesis de
Cox1 se realizaron ensayos de pulso y caza en cepas con Mss51-3xHA. Se realizo
traduccion in organillo dando un pulso radioactivo de 20 minutos, se detuvo el marcaje y
posteriormente inmunoprecipitando con un anticuerpo anti-HA a las 0, 1, 3 y 5 horas
posteriores al pulso. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a una
membrana de PVDF. Posteriormente se tomo la autorradiografia (Figura 20).

Total (5%) IP anti-HA (95%)
Tiempo+» Oh 1h 3h 5h Oh 1h 3h 5h
Cox1l —»Wt AC15 Wt AC15 Wt AC15 Wt AC15 Wt AC15 Wt AC15 WtAC15 Wt AC15

Cox1—»

Figura 20. Traduccién in organello de proteinas mitocondriales con [358]—Met y co-inmuno precipitacion
(IP). Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 16%/0.15% y se revelaron utilizando una pantalla
sensible a radioactividad. Cox1 wt = Cox1 completa.

En la Figura 20 se observa que la asociacion entre Mss51 y Cox1AC15 es estable
durante cinco horas, lo que apoya el hallazgo de que existen dos poblaciones de Cox1,
una parte ensamblada, y otra no ensamblada que permanece unida a Mss51 (Perez-
Martinez et al., 2009).
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Recientemente, por ensayos de coinmunoprecipitacion en cepas con Mss51-3xHA
y Cox14-3xMYC, determinamos que Cox14 estabiliza la union de Mss51 a Cox1 recién
sintetizada, por lo que cuando se elimina a Cox14, Mss51 ya no se une a Coxl1.
Adicionalmente, reportamos que la asociacion de Mss51 y Cox14 depende de la
presencia de Cox1 (Perez-Martinez et al., 2009).

Para estudiar si Cox1AC15 aun interactua con Mss51 y Cox14 y para analizar de
manera simultanea si Mss51 y Cox14 interactuan entre ellas cuando se han eliminado
los ultimos 15 aminoacidos de Cox1, se realizaron experimentos de traduccion de
protefnas mitocondriales marcadas radioactivamente con [*°S]-Met en mitocondrias
purificadas (traduccion in organello) en una cepa que contiene a Mss51 marcada con un
triple epitope de hemaglutinina (Mss51-3xHA) y a Cox14 etiqguetada con un triple
epitope de MYC (Cox14-3xMYC). Cabe mencionar que la adicion de epitopes no afectd
el crecimiento respiratorio de las células (datos no mostrados). Después de la
traduccion las mitocondrias se solubilizaron con digitonina al 1% (3.0 g/g), se elimind a
las proteinas no solubilizadas y se inmuno precipité con un anticuerpo anti-HA. Las
proteinas se separaron en un gel de acrilamida/bis-acrilamida desnaturalizante
(16%/0.15%), posteriormente se transfirieron a una membrana de PVDF. La asociacion
de Mss51 con Coxl completa o Cox1AC15 se determind por autorradiografia.
Adicionalmente, la interaccion de Cox14 y Mss51 se analizé por western blot con un

anticuerpo anti-MYC (Figura 21).

55



Total (5%) IP-aHA (95%)

Cox1l —» Completa AC15 Completa __AC15
Mss51—p HA HA HA HA
Cox1—p
Cox2—p
Cytb—p.
Cox14-3xMYC—» - + - + - + - +
<4+ %

Western blot anti-MYC—»

Figura 21. Traduccién in organello de proteinas mitocondriales con [358]—Met y co-inmuno precipitacion
(IP-aHA). Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 16%/0.15% y se transfirieron a membrana de
PVDF. Se revel6 utilizando una pantalla sensible a radioactividad y western blot. La banda sefialada con
el asterisco corresponde a la subunidad pequefia del anticuerpo con el que se realizé la
inmunoprecipitacién. La fraccidn total corresponde al 5% de la reaccién de traduccion.

Como se observa en la Figura 21, Mss51-3xHA continud interactuando con
Cox1AC15 recién sintetizada de manera similar a la interaccion con Cox1l completa
antes reportada (Perez-Martinez et al., 2003), lo que indica que la interaccion de Mss51
con Cox1 no depende Unicamente de los Ultimos 15 aminoacidos del extremo carboxilo
terminal de Cox1. Sin embargo, al realizar el western blot con un anticuerpo anti-MYC
en esta misma membrana se observa que la interaccion entre Mss51-3xHA y Cox14-
3XxMYC, cuando Coxl carece de los dultimos 15 aminoacidos, disminuye
draméticamente con respecto a la cepa con Cox1 completa.

Para estudiar si Cox1AC15 interactuaba con Cox14 se realizO el mismo
experimento descrito en la Figura 20 pero ahora inmunoprecipitando con anticuerpo anti
MYC para bajar a Cox14-3xMYC (Figura 22).
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Total (5%) |IP-aMYC (95%)

Coxl —» Completa _ AC15 Completa. _AC15
Coxl4—» - MYC - MYC - MYC - MYC
Cox1—p
Cox2—p
Cytb—p
Mss51-3xHA—» + + + + + o+ + +
Western blot
¢ anti-HA

Figura 22. Traduccion in organello de proteinas mitocondriales con [358]—Met y coinmuno precipitacion
(IP-aMYC). Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 16%/0.15% y se transfirieron a membrana de
PVDF. Se revelo utilizando una pantalla sensible a radioactividad y western blot. La fraccion total
corresponde al 5% de la reaccion de traduccion.

En la Figura 22 se observa que Cox1AC15 recién sintetizada interactua con
Cox14-3xMYC con igual eficiencia que con Cox1 completa, indicando nuevamente que
la asociacion entre estas proteinas no depende exclusivamente de los udltimos 15
aminoacidos de Cox1. Al igual que en la Figura 21, la interaccion entre Mss51-3xHA y
Cox14-3xMYC cuando Cox1l carece de los ultimos 15 aminoacidos disminuyo
dramaticamente con respecto a la cepa con Cox1 completa (western blot, Figura 22).

A continuacion se estudid si la asociacion de Cox1AC15 recién sintetizada con
Cox14-3xMYC, asi como con Mss51-Cox14, se alteraba al aumentar la fuerza del
detergente utilizado al solubilizar a las mitocondrias. Para esto se realizé traduccion in
organello con [**S]-Met y posteriormente, las mitocondrias se solubilizaron con
digitonina al 0.5%, con dodecil maltésido al 1% o con triton-X100 al 0.1%. Se
inmunoprecipitdé con un anticuerpo anti-MYC y las proteinas se separaron por gel de
acrilamida/bis-acrilamida desnaturalizante (16%/0.15%); posteriormente las proteinas se
transfirieron a una membrana de PVDF. La asociacién de Cox14 con Cox1 completa o
Cox1DC15 se determiné por autorradiografia. Adicionalmente, para estudiar la union de
Mss51 a Cox14 se incub6 a la membrana con un anticuerpo anti-HA. También se
incubd con anticuerpo anti-MYC como control de inmunoprecipitacion (Figura 23).
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Total (5%) IP anti-MYC (32%)

Dig0.5% DM 1% TXO0.1%
Cox1l —pWt AC15 Wt AC15 Wt AC15 Wt AC15

Cox1—p
Cox2—p
Cytb—p

Mss51-3xHA—»
Western blot
Cox14-3xMYC—»>

Figura 23. Traduccion in organello de proteinas mitocondriales con [358]—Met y coinmunoprecipitacién
(IP). Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 16%/0.15% y se transfirieron a membrana de PVDF.
Se reveld utilizando una pantalla sensible a radioactividad y western blot. Dig = Digitonina; DM = Dodecil
maltosido; TX = Triton-X100.

En la Figura 23 se observa que al solubilizar las mitocondrias con digitonina al
0.5% la asociaciéon de Cox1DC15 con Cox14 es similar a la asociacion de Cox1l
completa. La union de Mss51 a Cox14 tampoco se ve afectada. Sin embargo, al
solubilizar con dodecil maltésido, la asociacion de Cox1DC15 con Cox14 se ve
ligeramente afectada. Lo mismo se observa para la union de Mss51 con Cox14. Este
efecto es ain mas marcado al solubilizar con Triton-X100, en donde incluso la
interaccion de Cox1 completa con Cox14 se ve disminuida. Estos datos indican que la
formacién del complejo Mss51-Cox14-Cox1DC15 recién sintetizada aun existe, sin
embargo se debilita.

Finalmente, se piensa que la asociacién de Mss51 con Cox14, cuando existen
defectos en el ensamblaje de la CcO, se hace mas fuerte, lo que estabiliza al complejo
Mss51-Cox14-Cox1 recién sintetizada y de esta manera, Mss51 es secuestrada en este
complejo. En este trabajo estudiamos si ésta idea al eliminar a Cox4 (cox4A), una
subunidad de origen nuclear y por lo tanto bloquear el ensamblaje de la CcO. Esta
mutacién se gener6 en cepas con Coxl completa o Cox1AC15 y en presencia de
Mss51-3xHA y Cox14-3xMYC. Se realiz6 traduccion de proteinas mitocondriales con
[**S]-Met y las mitocondrias se solubilizaron con 1% de dodecil maltésido. Se
inmmunoprecipité con un anticuerpo anti-MYC y las proteinas se separaron en un gel

de acrilamida/bis-acrilamida desnaturalizante (16%/0.15%). Posteriormente las
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proteinas se transfirieron a membrana de PVDF. Adicionalmente, la uniéon de Mss51 a
Cox14 se analiz6 por western blot con un anticuerpo anti-HA (Figura 24).

Total IP anti-MYC
Cox1¥%» Completa  AC15 Completa _AC15
COX4—» Wt A Wt A Wt A Wt A

Mss51-3xHA—»

Cox14-3xMYC—»

Figura 24. Traduccién in organello de proteinas mitocondriales con [358]—Met y co-inmuno precipitacion
(IP). Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 16%/0.15% y se transfirieron a una membrana de
PVDF. Se revel6 realizando un western blot con los anticuerpos anti-MYC y anti-HA. Con (Wt) o sin (A)
Cox4. No se muestra la autorradiografia por razones de simplicidad.

En la Figura 24 se observa que en la mutante que no ensambla a la CcO, con
Cox1 completa, Mss51 se queda unida a Cox14 de manera semejante a la cepa que si
ensambla a la CcO. Por el contrario, en la inmunoprecitacion de la cepa con Cox1AC15,
Mss51 se disocia de Cox14 aun cuando existen defectos en el ensamblaje de la CcO.

En conjunto, las Figuras 21, 22, 23 demuestran que la asociacién de Cox1 recién
sintetizada con Mss51 y Cox14 no se altera. Sin embargo, los ultimos 15 aminoacidos
de Cox1l son necesarios para estabilizar la asociacion de Mss51 con Cox14. Esto
concuerda con la idea de que la eliminacion de estos residuos de Cox1l genera
inestabilidad de los complejos que contienen a Mss51.

Los ultimos 15 aminoacidos de Cox1 estabilizan los complejos que forma Mss51
Se ha observado que Mss51 y Cox14 forman complejos de alto peso molecular,
los cuales podrian regular la sintesis de Cox1l. Estos complejos se han observado
mediante geles de acrilamida azul nativos (Mick et al., 2007; Pierrel et al., 2007) o por
centrifugacién en gradientes de sacarosa (Barrientos et al., 2004; Fontanesi et al.,
2009; Mick et al., 2007; Pierrel et al.,, 2007). Recientemente se describié que la
asociacion de Mss51 con Cox14 depende de la presencia de Cox1 (Perez-Martinez et
al., 2009). Por lo que decidimos estudiar esta asociaciéon en la mutante de Cox1AC15

para analizar si esta region de la proteina participa en la estabilidad de los complejos de
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alto peso molecular que forma Mss51. Se hicieron geles azules nativos para analizar los
complejos en los que Mss51-3xHA esté presente en cepas silvestres o con defectos en
el ensamblaje de la CcO (cox44, Figura 25). Las mitocondrias se solubilizarén con
dodecil maltosido al 1% y se separaron en un gel no desnaturalizante de acrilamida/bis-
acrilamida del 5 al 13%. Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF.
Finalmente se hiz6 western blot anti-HA para ver la localizacion de Mss51. Se utilizé un
anticuerpo policlonal que reconoce al complejo ATP sintasa como control de carga.

Coxl Completa AC15

COX4 Wt A Wt A
kDa  669—

440—

232—

140—

67—

ATP sintasa_
(550 kDa)
1 2 3 4 <4— cCarril

Figura 25. Gel azul nativo. 50 ug de proteinas mitocondriales se solubilizarén en 1% de dodecil maltésido
y se separaron en un gel azul nativo de gradiente del 5 al 13% de acrilamida/bis-acrilamida.
Posteriormente las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF y se realizo western blot con
anticuerpo anti-HA (Mss51). Las cepas son silvestres (Wt) o con defectos en el ensamblaje de la CcO
(cox4A). A la izquierda se indican los pesos moleculares estimados y a la derecha se sefiala la presencia
de los complejos de alto peso molecular observados.
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En la Figura 25 se observan los complejos que Mss51 forma en una cepa silvestre
(carril 1). Estos son designados Al, A2 (de aproximadamente 200 kDa) y B
(aproximadamente 100 kDa). Ademas se observa una banda de aproximadamente 67
kDa que corresponde a Mss51 libre. En la cepa con defecto en el ensamblaje de la CcO
se observa que el complejo B desaparece y se enriquece el complejo Al de alto peso
molecular (carril 2). En la cepa con Cox1AC15 se observan los mismos complejos que
en la cepa silvestre (A1, A2 y B) (carril 3). En la cepa Cox1AC15 sin Cox4, esta
distribucién de complejos no cambia, a diferencia de su contraparte con Cox1 completa:
el complejo B no desaparece, y en general la distribucion de los complejos Al y A2 es
muy similar a las cepas que ensamblan a la CcO correctamente. Hasta el momento no
ha sido posible observar a Cox14 por western blot en este tipo de geles, probablemente
debido a que por ser geles nativos el epitope MYC de Cox14-3xMYC esté inaccesible al
anticuerpo.

Los complejos observados en la Figura 25 difieren en tamafo de los reportados
previamente. Se ha reportado que al solubilizar con digitonina al 1.5%, Mss51 forma
complejos en una cepa silvestre de aproximadamente 200 y 400 kDa (Mick et al., 2007;
Pierrel et al., 2007). Sin embargo, en este trabajo se utilizé el detergente dodecil
maltosido al 1%, ya que en nuestras manos no se observaban diferencias en los geles
nativos al solubilizar con digitonina, ver por ejemplo la Figura 23, en donde se observa
como cambia la solubilizacion de los complejos con los diferentes detergentes.

El resultado de la Figura 25 confirma el obtenido en las Figuras 19 y 20, en donde
se observa que los ultimos 15 aminoacidos de Cox1 son necesarios para estabilizar los
complejos en los que se encuentra Mss51.
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Datos preliminares

Generacion de mutantes puntuales en el extremo carboxilo terminal de Cox1

Con el fin de analizar detalladamente el papel del extremo carboxilo terminal de
Cox1 en la regulacion negativa de su traduccién se crearon mutantes puntuales en el
extremo carboxilo terminal de Cox1. Para generar dichas mutaciones se realizo un
alineamiento del extremo carboxilo terminal de Coxl de diferentes organismos, se
utilizo el software Clustal W (www.ebi.ac.uk/clustalw/). Se identificaron residuos
conservados desde bacterias hasta mamiferos, todos estos residuos se cambiaron por

alaninas (Figura 26).

Plantas

Mamiferos

QLPKRE Bacterias

VQS [Hongos

= NN B e e e =

/V:D PTMTTTTTTTTMTMTT T T

Cambio por:—» ?

530

A
521 522 X

Figura 26. Alineamiento de los Ultimos 20 aminoacidos del extremo carboxilo terminal de Coxl. La
secuencia S. cerevisiae se presenta en negritas. Se utilizé el software ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw/).
Los asteriscos indican los residuos conservados. La numeracion corresponde a Cox1 de S. cerevisiae.
Los amino&cidos dentro de los rectangulos se cambiarén por los aminoacidos sefialados en la parte
inferior. Sb: Sorghum bicolor; Zm: Zea mays; Os: Oryza sativa; Bj: Brassica juncea; Bt: Bos taurus; Mm:
Mus musculus; Sc: Saccharomyces cerevisiae; Sd: Saccharomyces douglassi; Cg: Candida glabrata; Kl:
Kluyveromyces lactis; YI: Yarrowia lipolytica; Um: Ustilago maydis; Cn: Cryptococcus neoformans; Rs:
Rhodobacter sphaeroides.
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Con el fin de determinar si los cambios de aminoacidos generados en el extremo
carboxilo terminal de Cox1 afectaban el crecimiento respiratorio de las células, se
realizaron ensayos de dilucion seriada (1/10) en medio respiratorio. Las diferentes
cepas se cultivaron en medio YPD (medio fermentable) o en medio YPEG (medio
respiratorio) y se incubaron por tres o cuatro dias a 30°C (Figura 27). Estas mutaciones

no afectan el crecimiento respiratorio.

Cox1
Cox1AC15
Cox1 PP521AA
Cox1 H525A

Cox1

Cox1AC15
Cox1 F527A

Cox1 P530A
YPD YPEG

Figura 27. Diluciones seriadas de las cepas de levadura que portan diferentes mutaciones en el carboxilo
terminal del gen mitocondrial COX1. Las diluciones se incubaron a 30 °C en medio fermentable (YPD) por
tres dias o en medio no fermentable (YPEG) por cuatro dias.

Las mutaciones puntuales generadas en el extremo carboxilo terminal no
restablecen la sintesis de Cox1

Para determinar si la sintesis de Cox1 se restablecia en las diferentes mutantes
descritas en la Figura 26, se realizaron ensayos de traduccién de proteinas
mitocondriales marcadas radioactivamente con [F°*Sl-Met en células completas
(traduccion in vivo) en presencia de cicloheximida. Las cepas portan defectos en el
ensamblaje de la CcO debido a que se eliminé el gen mitocondrial COX2 (cox2-62)
(Figura 28).
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Cox1—p Silvestre PP521AA H525A F527A P530A
COX2-62 — - + - + - + - + - +

Cox1l=—
Cox2=—

Cytb=—

Cox3=—

Ath/

Figura 28. Traduccién de proteinas mitocondriales in vivo con [358]—Met en presencia de cicloheximida.
Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 16% y se transfirieron a una membrana de PVDF. Se
revel6 utilizando una pantalla sensible a radioactividad.

En la Figura 28 se observa que los cambios de aminoacidos F527A y P530A no
reestablecen la sintesis de Cox1l cuando la CcO no se ensambla. Contrario a lo
esperado, se observa que tanto en la doble mutante PP521,522AA como en la mutante
H525A no sélo no reestablecen la sintesis de Cox1, sino que parece que la sintesis de
Cox1 se abate por completo cuando existen defectos en el ensamblaje de la CcO
(Figura 28). Sin embargo, ésta observacion requiere mas estudios para entender el

fenotipo que encontramos.
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Discusion
Regulacién traduccional de Cox1

Como se mencioné en la introduccién, Cox1l es la subunidad mas grande e
hidrofébica de la CcO, y aunque el extremo carboxilo terminal es la regibn menos
conservada, presenta algunos aminoacidos conservados (Gawryluk and Gray, 2009)
(Figura 26). La biogénesis de esta subunidad esta fuertemente regulada. En diferentes
trabajos se ha observado que cualquier defecto en el ensamblaje de la CcO disminuye
el marcaje radioactivo de Cox1. Hasta el momento no se habia estudiado el mecanismo
por el cual se da esta disminucion y no se podia establecer si era reduccion en sintesis
0 una mayor degradacion de la proteina recién sintetizada. En este trabajo se utiliz6 el
gen reportero ARG8™ (Steele et al., 1996) (Figura 6) como un reportero de la traduccion
de Coxl1l (Perez-Martinez et al., 2003). Determinamos que la sintesis de Cox1
disminuye cuando existen defectos en el ensamblaje de la CcO. Se utilizaron mutantes
que afectan la expresion o el ensamblaje de Cox2, sin embargo, el efecto de
disminucion de la sintesis de Cox1 es general, ya que al eliminar otras subunidades de
la CcO o chaperonas que participan en el ensamblaje (Tabla 1) se observé una
disminucion en el crecimiento en medio sin arginina, lo que refleja una disminucion en la
sintesis de Arg8 (Figuras 10 y 11). Esto se confirmd por marcaje radioactivo de
proteinas mitocondriales en células completas (Figura 17). Esto implica que la
regulacién en la traduccion se da en diferentes etapas del ensamblaje de Cox1. Por
ejemplo, Cox6 es una de las primeras o la primera subunidad en ser ensamblada con
Cox1 (Horan et al., 2005), por lo que la observacién de que la sintesis Coxl se ve
severamente afectada al eliminar a esta subunidad sugiere que el mecanismo sensor
del ensamblaje de Cox1 se activa desde el inicio de la traduccion. Por otro lado, Coal,
una chaperona del ensamblaje que se piensa que participa en pasos tardios no genera
un arresto en la sintesis del reportero.

Para que esta regulacion negativa sea eficiente es necesario que los extremos
UTR del mRNA de COX1 estén en cis con la region codificante (Figura 13). Se sabe
gue Mss51 es limitante para la expresion de Cox1 (Perez-Martinez et al., 2009), por lo
que cuando Cox1 no se encuentra en su contexto genético natural, flanqueada por sus
extremos UTR (Figura 12), Mss51 no limita la sintesis de Cox1, ya que COX1 se

expresa bajo el control de Petl11, el activador traduccional de COX2. Esto explica por

65



qué cuando existen defectos en el ensamblaje de la CcO en el mtDNA quimérico se
observa un aumento en la sintesis de Coxl1 (Figura 13). Aunque Mss51 esté
secuestrada por el complejo regulador, no se necesita en el extremo 5-UTR del mRNA
de COX1 para activar la traduccion de éste (Figura 29).

Nuestros resultados muestran que la formacién del complejo Cox1-Mss51-Cox14
es estabilizada por los ultimos 15 aminoéacidos de Cox1 (SPPAVHSFNTPAVQS, Figura
14). Cuando Cox1 esta recién sintetizada, Mss51 y Cox14 interactian con la proteina
completa, como lo demuestran las ensayos de inmunoprecipitacion (Figuras 21 a 23).
Proponemos que el correcto ensamblaje de Cox1 genera un cambio estructural en el
extremo carboxilo terminal, lo que hace que al avanzar el ensamblaje, los dltimos 15
aminoacidos ya no sean accesibles a la union de Mss51 y Cox14. Este complejo
regulador es inestable y Mss51 se libera de la interaccibn con Cox14 y Coxl para
seguir actuando en el extremo 5-UTR de COX1 y promover la traduccion de la
proteina. Si Coxl no se ensambla, los dltimos 15 aminoécidos de esta proteina
seguiran asociados a Mss51 y Cox14, por lo que Mss51 quedara atrapada en este
complejo y no podr& actuar como activador traduccional de COX1 (Figura 29).

En la Figura 17 se observa que la mayoria de la proteinas eliminadas, a excepcion
de Coal, afectan la sintesis de Cox1, siendo la falta Cox6 una de las que mas afectan.
En estas cepas el gen reportero ARG8™ esta fusionado a COX1 y porta una secuencia
de procesamiento por proteasas mitocondriales (Figura 9), asi que cuando se sintetiza
la proteina quimérica, Arg8 ese separa de Coxl y se comporta como una proteina
soluble de matriz mitocondrial sin verse afectada por el estado de ensamblaje de Cox1
y por lo tanto de su degradacion. Asi la expresion de Arg8 sélo se afecta a nivel de
traduccion. Como se menciond anteriormente, Cox6 es una de las primeras
subunidades en ser ensamblada con Cox1 (Horan et al., 2005), por lo que la
observacion de que la sintesis de Arg8™ se ve severamente afectada al eliminar a esta
subunidad, sugiere que el mecanismo sensor del ensamblaje de Cox1 se activa desde

el inicio de la traduccion.
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Figura 29. Modelo propuesto de regulacion de la sintesis de Cox1. A) Los activadores traduccionales de
COX1 se unen al extremo 5-UTR del mRNA para localizar al ribosoma en el sitio correcto de inicio de la
traduccién. Ademas de Pet309 y Mss51, Pet54 es una proteina que podria tener un sitio de accién en
esta region de COX1. Cox1 recién sintetizada sa inserta a la membrana via Oxal, una translocasa
general de insercion.Se cree que la insercion de grupos hemo y atomos de cobre se da de manera
cotraduccional. B) Mss51 y Cox14 se asocian entre si a través de los Ultimos 15 aminoacidos de Cox1.
C) La insercién de otras subunidades de la CcO (Cox6, Cox5, etc.) y cofactores genera un cambio
estructural en el extremo carboxilo terminal de Cox1 lo que debilita la asociacion entre Mss51 y Cox14
liberando a Mss51 de este complejo ternario asi Mss51 esta disponible para actuar en el 5-UTR de COX1
y sintetizar mas proteina. El extremo carboxilo terminal queda protegido por Cox6. No se muestran Cox24
y Coal por simplicidad del modelo.
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El hecho de que Cox1 regula su sintesis mediante la interaccién con sus proteinas
reguladoras Mss51 y Cox14 puede ser un mecanismo de ahorro energético para evitar
ensamblar una CcO no funcional, ya que este defecto produce especies reactivas de
oxigeno, las cuales son dafiinas para la célula. Estas especies reactivas de oxigeno se
producen debido a que el sitio catalitico de Cox1 queda expuesto al medio acuoso de la
matriz mitocondrial o del espacio intermembranal. (Khalimonchuk et al., 2009;
Khalimonchuk et al., 2007; Poyton, 1998).

La cepas utilizadas en este trabajo para estudiar la expresion del gen ARG8™ son
cepas que contienen intrones en COXL1. Por lo que al eliminar a Pet54 el intrén al5f del
RNA de COX::ARGS8™ no puede ser procesado lo que podria verse reflejado en un
menor crecimiento en medio —Arg (Figurall). Sin embargo, las cepas utilizadas para
realizar el marcaje radioactivo de proteinas mitocondriales son cepas que no tienen
intrones en COX1, por lo que al eliminar a Pet54 (pet544) no tendria por qué verse
afectada la expresion de Cox1l tan dramaticamente (Figura 17). Sin embargo, se
observa que la eliminacion de Pet54 no sélo disminuye la sintesis de Cox1 completa,
sino que a excepcion de todas las otras proteinas eliminadas, al eliminar los ultimos 15
aminoacidos de Cox1 (Cox1AC15) no se reestablece la sintesis de esta ultima proteina,
por lo que no se rompe la regulacion negativa en la doble mutante Cox1AC15 /pet54A
(Figura 17D).

Pet54, un nuevo componente en la regulacion de la sintesis de Cox1

La expresion del gen mitocondrial COX3 depende de tres activadores
traduccionales, los cuales actian sobre el extremo 5 UTR del mRNA (Costanzo and
Fox, 1988; Costanzo et al., 1986). Estos activadores son Petl22, Pet494 y Pet54, los
dos primeros son proteinas integrales de membrana (Costanzo et al., 1989) y datos
genéticos indican que por lo menos Petl22 interactua con la subunidad chica del
ribosoma mitocondrial (Haffter et al., 1990; McMullin and Fox, 1993; McMullin et al.,
1990).

Pet54 es una proteina periférica de membrana interna mitocondrial, de 293
aminoécidos, con una masa molecular de aproximadamente 34.6 kDa (Costanzo et al.,
1989). Recientemente se ha reportado como una proteina que pertenece a la familia de
las proteinas RRM (RNA Recognition Motif) (Kaspar et al., 2008). EI motivo RRM
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consiste de 80 a 100 aminoé&cidos, los cuales adoptan un plegamiento globular de
cuatro hojas p antiparalelas empacadas entre dos a-hélices (Messias and Sattler,
2004). Se sabe que Pet54 participa en la activacion traduccional del mRNA de COX3 al
unirse a una regién de 69 nucleétidos que comprenden del -585 al -516, respecto al
codén de inicio de la traduccién (Costanzo and Fox, 1988; Costanzo et al., 1989;
Kaspar et al., 2008); otro papel adicional es facilitar el procesamiento del intrén al5g del
RNA de COX1. Este efecto es especifico para este intrén, ya que en mutantes nulas de
Pet54 en cepas con COX1 con varios intrones se observa una acumulacion del pre-
MRNA de COX1, el cual no es traducido. Por otro lado, en esta misma cepa, pero con
COX1 sin intrones o sin el intron al5p, se observa una acumulacién tanto del mRNA
maduro como de la proteina Cox1l a niveles semejantes a los de la cepa silvestre
(Costanzo et al., 1989).

En 2008, Kaspar y colaboradores {Kaspar, 2008 #62} identificaron, por
experimentos in vitro de proteccién a la degradacion de RNA por RNAsa A, que existe
una secuencia conservada en el intron al5p de COX1 y la regién 5°-UTR del mRNA de

COX3 (Figura 30) y que por lo tanto es la regién donde se une Pet54.

al5p: AATTTAATAa- - - - - gt gtcgt gctt aaaat t cact aAAATAATATat aat aaatt at aat a
COX3: ttatatctatctt AATATAATAatatttatttatt aaat aaaaaaaaaat AAATAATATE aat t aat at aagat t ct
* k% % * kkk k% * * * * %k k% % * *kkkkkk k% * * k% * % * %
a) b)

Figura 30. Alineamiento de las secuencias del intrén de COX1 (al5p) y de la region 5" UTR de COX3 que
son protegidas de la degradacién por RNAsa A Modificado de (Kaspar et al., 2008). Las regién en
mayusculas y negritas es la mas conservada (a y b), mientras que la regiéon en mayusculas y subrayada
es la que se protege a la degradacion por RNAsa A, probable sitio de uniéon de Pet54 (a).

Analizando la secuencia de las cepas con las que trabajamos, las cuales carecen
de intrones en COX1, se encontré que existen dos regiones en el extremo 5'UTR de
COX1 (-257 y a -52 nucleoétidos respecto al codén de inicio) que contienen una
secuencia semejante a la que se une a Pet54 en el RNA de COX3 y en el intron al5f
(Figura 31). Esta region se sobrelapa con los nucleétidos -245 a +23, que se ha
propuesto como el sitio de union de Mss51 al mMRNA de COX1 (Zambrano et al., 2007).
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COX3: ctat ct t AATATAATAat atttattt att aapt aaaaaaaaaat AAATAATATt aatt aa
COX1 -257: actttat AATATAATAat atttattt at aaagat at aaaagaatt gttt aaagtt at aa
COX1 -52: ttttttaat gAATATAATAat aat aat att at t aqaat t aat at at aaaaaaaaagt aaaaATGg

kkhkkhkkkkhkkhkkkk*k * ** * * * % * * * * * % f

Figura 31. Alineamiento de las dos regiones donde presumiblemente se une Pet54 al extremo 5'-UTR del
MRNA de COX1 (nucleétidos en negritas y mayulsculas). Las negritas en mindsculas demuestran que
esta region comprende mas nucleétidos y que estd altamente conservada (recuadro). El sitio marcado
con la flecha es el coddn de inicio de la traduccién de COX1.

Creemos que la region identificada en la Figura 31 es un sitio donde
probablemente Pet54 se une al mMRNA de COX1 para facilitar la traduccién de COX1,
ya que como se observa en la Figura 17-B, Pet54 es necesaria para sintetizar a Cox1,;
sin embargo, es la Unica proteina que al ser eliminada no se reestablece la sintesis de
Cox1AC15. Esto sugiere que es una facilitadora de la expresion de COX1. Ademas de
gue los experimentos de las Figuras 18 y 19 apoyan esta idea, se ha observado por
experimentos de doble hibrido que Pet54 interactia con Pet309, uno de los activadores
traduccional del mMRNA de COX1 (Naithani et al., 2003).

Finalmente, éste es el primer ejemplo en mitocondrias en que una proteina
autorregula su sintesis por medio de la secuencia de aminoacidos. Sin embargo
recientemente se reportdé que Atp6 no se sintetiza cuando existen defectos en el
ensamblaje de la regiébn F1 de la ATP sintasa, sin embargo la regulacién en la
expresion de este gen no depende de la region codificante sino de los extremos UTR
(Rak and Tzagoloff, 2009), por lo que el mecanismo, aun no estudiado, es diferente al
gue estudiamos en este trabajo.

Existen varios ejemplos de autoregulacién negativa de la traduccién; por ejemplo,
en Chamydomonas reinhardtii el citocromo f (cyt f), codificado por el gen del cloroplasto
petA, disminuye su sintesis cuando existe una deficiencia en alguna de las subunidades
estructurales del complejo bsf (Chen et al., 1993; Kuras, 1994). Se han propuesto dos
mecanismos por los cuales se pueda estar dando esta regulacion negativa. En uno se
propone que el carboxilo terminal de cyt f no ensamblado interactua con su mRNA,
haciéndolo inaccesible a su activador traduccional (Tcal) o al ribosoma para inhibir la

traduccion (Choquet et al., 1998). En el otro modelo se propone que el extremo
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carboxilo terminal de cyt f no ensamblado interactua con su propio activador
traduccional, la proteina nuclear Tcal. De esta manera cyt f secuestra a su propio
activador traduccional, el cual ya no esta disponible para activar la traduccion de cyt f
(Choquet et al., 1998; Wostrikoff et al., 2001). El mecanismo descrito en el presente
trabajo se asemeja a este Ultimo modelo.

Otro ejemplo es el de las proteinas L11, L20 y L4 de la subunidad grande del
ribosoma de Escherichia coli. Cuando no se ensamblan correctamente en el ribosoma,
éstas se unen a su propio RNA mensajero inhibiendo la traduccion y de esta manera se
detienen la sintesis de mas proteina (Allemand et al., 2007; Dean and Nomura, 1980).
En mamiferos se han identificado a las proteinas “death associated protein kinase”
(DAPK) y “zipper-interacting protein kinase” (ZIPK), las cuales forman complejos de
cascadas de sefalizacion. Cuando éstas no se ensamblan correctamente generan una
cascada de sefializacién que termina en la fosforilaciéon de la proteina ribosomal L13a,
la cual esta involucrada en la traduccion de los mMRNA de estas proteinas (Morley and
Willett, 2008; Mukhopadhyay et al., 2008).

Un ejemplo extensamente estudiado de regulacion negativa de la traduccion es la
proteina de E. coli SecM, la cual se secreta al periplasma por el sistema de
translocacion “SRP-Sec”. Cuando SecM no se secreta correctamente debido a defectos
en el sistema SRP-Sec, SecM detiene su traduccion por medio de sefiales presentes en
su extremo carboxilo terminal (Nakatogawa and Ito, 2002). Se sabe que la sefial para
detener la traduccion vy fijar al péptido saliente en el ribosoma es una regién rica en
prolinas ubicada en el extremo carboxilo terminal. Cuando estas prolinas se cambian
por alaninas, la proteina SecM se sintetiza como en una cepa silvestre ain cuando no
se excrete correctamente (Tanner et al., 2009). Para entender mejor el proceso por el
cual Coxl regula su sintesis se realizaron mutaciones puntuales en las que se
cambiaron por alanina varios aminoacidos, incluidas las prolinas, que se encuentran en
el extremo carboxilo teminal. Estas mutantes se analizaron por ensayos de traduccion
de proteinas mitcondriales, sin embargo éstos son aun resultados preliminares (Figuras
26 a 28).

Recientemente se ha descrito que existen microorganismos como Acanthamoeba
castellanii en los que el gen mitocondrial COX1 est4 dividido en dos partes, la region del
gen que codifica la parte hidrofébica de Cox1 se encuentra en el genoma mitocondrial
(lamado COX1(-)). De manera interesante, la region que codifica la parte soluble del
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extremo carboxilo terminal de Cox1 se encuentra codificado en el genoma nuclear
(COX1-c) (Gawryluk and Gray, 2009). Por analisis bioinformatico se determind que en
los supergrupos filogenéticos Amoebozoa, Chromalveolata y Excavata existen los
genes COX1(-) mitocondrial y COX1-c nuclear. En todos estos organismos la region
carboxilo terminal de Cox1, de aproximadamente 25 aminoécidos, muestra una gran
similitud a una region altamente conservada desde bacterias hasta mamiferos, la cual
corresponde a la region carboxilo terminal que en este trabajo eliminamos (Gawryluk
and Gray, 2009).

El hecho de que la region codificante del extremo carboxilo terminal de Cox1 haya
sido retenida en el genoma nuclear después de su pérdida en el genoma mitocondrial
sugiere que esta region tiene una funcion muy importante. En este trabajo demostramos
que esta region es necesaria para sensar el correcto ensamblaje y sintesis de Cox1.
Estudios cristalogréaficos de la CcO de bovino demuestran que la histidina 525 (Figura
23), la cual esta ampliamente desde bacterias hasta mamiferos, es una parte
importante del sitio de entrada de los protones que la CcO usa para reducir el oxigeno a
agua (Muramoto et al., 2007). Esta histidina se encuentra dentro de los 15 aminoacidos
gue se eliminaron en este trabajo, sin embargo su eliminacion no afecto el crecimiento

respiratorio en S. cerevisiae.
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Conclusiones

La disminucion en el marcaje radioactivo de Cox1 en presencia de defectos en el

ensamblaje de la CcO se debe a una menor traduccién del mMRNA de COX1.

Es necesario que los extremos UTR y la regién codificante del mMRNA de COX1 se
encuentren en cis para regular la traduccion de este mensajero cuando existen

defectos en el ensamblaje de la CcO.

El extremo carboxilo terminal de Cox1 porta sefiales de regulacién negativa de la
traduccion del mMRNA de COX1. Cuando esta region esta ausente, entonces la
regulacion negativa de la sintesis de Cox1 se rompe aunque no se ensamble la
CcO.

Los ultimos 15 aminoacidos de Cox1 estabilizan la asociacion de Mss51 con
Cox14.

Se identifico por primera vez a Pet54 como una proteina facilitadora de la sintesis
de Cox1.
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Perspectivas

1. Analizar el efecto de mutaciones puntuales en el extremo carboxilo terminal de
Cox1 descritas en la Figura 26, realizando ensayos de traduccion de proteinas
mitocondriales y ensayos de inmunoprecipitacion para determinar la asociacion
de Cox14 y Mss51.

2. Eliminar todo el extremo carboxilo terminal de Cox1 (56 aminoé&cidos), asi como
una region que parece ser una extension de aminoécidos que forman un asa que

so6lo se encuentra en hongos y analizar dichas mutantes.
3. Determinar si existe asociacion de Pet54 con la region identificada del mRNA de

COX1 descrita en la Figura 29, a través de geles de retardo o de proteccion a la
digestion pro RNAsa A.
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Apéndice 2. Cepas de S. cerevisiae que se usaron en este estudio.

Cepa Genotipo nuclear (mitocondrial) Referencia
o i . (Perez-Martinez
a Oxi3-7 | Mata, ade2-101, lys2, (p+, oxi3 pt6) etal., 2003)
Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox14A::URA3 (po+, .
CAB29S | coX1(1-512)::ARG8™, cox2-62, A3ai) Este trabajo
Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox14A::URA3 (po+, .
CAB297 | cox1(1-512)::ARG8™, Azai) Este trabajo
) (Perez-Martinez
L74 Mata, ade2-101 (p+, opl) etal., 2003)
Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox4A::LEU2 (p+, AXai®?, .
LSR2 COX14C15) Este trabajo
LSR3 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox74::KanMX4 (p+, AZai) Este trabajo
Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox74::KanMX4, (o+, .
LSR4 COX1(1-512):/ARG8™, AZai) Este trabajo
Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox7A::KanMX4 (p+, AZai, :
LSR5 COX14C15) Este trabajo
LSR6 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, petl91A::LEU2 (p+, AXai) Este trabajo
Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet191A::LEU2, (p+, .
LSR? COX1(1-512):/ARG8™, AZai) Este trabajo
Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet191A::LEU2 (p+, AXai, .
LSR8 COX14C15) Este trabajo
Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox15A::LEU2, (p+, .
LSR9 COX1(1-512):/ARG8™, AZai) Este trabajo
LSR10 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox15A::.LEU2 (p+, AZai) Este trabajo
Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox15A::LEU2 (p+, A3ai, :
LSR11 COX14C15) Este trabajo
Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox4A::.LEU2, (p+, COX1(1- :
LSR12 512)-ARGS™, A3ai) Este trabajo
LSR13 Z/I;;(i;, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet122A::KanMX4 (p+, Este trabajo
Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, petl22A::KanMX4 (p+, .
LSR14 | cox1(1-512)::ARGS™, Axai) Este trabajo
Mata, lys2, ura3-52 o A, his4-519, leu2-3, 112, MSS51::3xHA, .
LSR26 | cox14::3xMYC, cox4A:LEU2 (p+, AZai, COX1AC15) Este trabajo
Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, petl22A::kanMX4 (p+, .
LSR28 ASai, COX1AC15) Este trabajo
Mata, lys2, ura3-52 o A, his4-519, leu2-3, 112, MSS51::3xHA, .
LSR29 | cOX14::3xMYC, cox4A:LEU2 (p+,AZai) Este trabajo
MS68 Mata, lys2, ura3-52 o A, his4-519, leu2-3, 112, MSS51::3xHA, Este trabaio
COX14::3xMYC, mss2A::KanMX4 (p+,43ai, COX1AC15) J
NB40- e ) ) (Perez-Martinez
36a Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112 (p+) etal., 2003)
NAB69 i ) ) (Perez-Martinez
tho0 Mata, ura-, ade2-101, arg8-delta::hisG, ura3-52, karl-1 (00) etal., 2003)
TE258 Mata, lys2, ura3-52 o A, his4-519, leu2-3, 112, MSS51::3xHA, (Perez-Martinez
COX14::3xMYC (p+,AXai) et al., 2009)
TE272 Mata, lys2, ura3-52 o A, his4-519, leu2-3, 112, MSS51::3xHA, (Perez-Martinez
COX14::3xMYC (p+, AXai, COX1AC15) et al., 2009)
XPM10b | Mata, arg8::hisG, leu2-3,112, lys2, ura3-52 (p+, cox1l-delta::ARG8™) (PZ:ZT'NZI%ggeZ
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Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112 (p+, COX1(1-512)::ARG8",

XPM11 ASai) Este trabajo
XPM51 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox4A::.LEU2, (p+, A3ai) Este trabajo
:: - - i + - ,
XPM52 g/llazt;,:'l‘)ség?nrlgjzgil)sG, ura3-52, leu2-3, 112, cox4A::LEU2, (p+, COX1(1 Este trabajo
XPM171 Mata, lys2, argszzhisG, ura3-52, leu2-3, 112, (p+, cox1A::ARG8", (Perez-Martinez
cox2A::COX1", COX2) et al., 2003)
XPM183 Mata, lys2, argnszzhisG, ura3-5§, leu2-3, 112, mss2A::URAS3 (p+, (Perez-Martinez
cox1A::ARG8", cox2A::COX1", COX2) et al., 2003)
XPM184 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, mss2A::URA3 (p+,A3ai) Este trabajo
XPM201 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (p+, A3ai) Este trabajo
XPM202 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (p+, AXai, cox2-62) Este trabajo
XPM205 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (po+, AXai, COX1A4C5) Este trabajo
XPM206 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (p+, AXai, COX1AC5, cox2- ,
62) Este trabajo
XPM207 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (p+, A3ai, COX1AC11) Este trabajo
XPM208 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (p+, A3ai, COX1AC11, ,
coX2-62) Este trabajo
XPM209 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (p+, A3ai, COX1AC15) Este trabajo
XPM210 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, (p+, A3ai, COX1AC15, ,
cox2-62) Este trabajo
XPM295 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA, (p+, AXai) Este trabajo
XPM298 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, MSS51-3xHA (p+, AXai,

COX1AC15)

Este trabajo
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XPM315

Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet54A::KanMX4, (p+,
COX1(1-512)::ARG8", A3ai)

Este trabajo

XPM316 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet54A::KanMX4 (p+, AZai) Este trabajo

XPM317 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet54A::KanMX4 (p+, AZai, Este trabajo
COX1A4C15)

XPM318 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, coalA::KanMX4, (o+, Este trabaio
COX1(1-512)::ARG8", A3ai) J

XPM319 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, coalA::KanMX4 (p+, A3ai) Este trabajo

XPM320 | Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, coalA::KanMX4 (p+, AXai, Este trabajo
COX14C15)

YC60 Mata, lys2, arg8:hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox11A:KanMX4, (p+, Este trabaio
COX1(1-512)::ARG8", A3ai) J

YC61 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox6A:KanMX4, (o+, Este trabaio
COX1(1-512)::ARG8", A3ai) J

YC62 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox6A::KanMX4 (p+, A3ai) Este trabajo

YC63 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox6A::KanMX4 (p+, AXai, Este trabajo
COX1AC15)

YC64 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox11A::KanMX4 (p+, AXai) Este trabajo

YC65 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox11A::KanMX4 (p+, AZai, Este trabajo
COX14C15)

YC66 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, petl00A::KanMX4, (o+, Este trabaio
COX1(1-512)::ARGS™, AZai) )

YC67 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, petl00A::KanMX4 (p+, .
AZai, cyoxung) P v Este trabajo

YC68 Z/I;;(i;, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, petl00A::KanMX4 (p+, Este trabajo

YC75 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox14A::.LEU2 (p+, AZai) Este trabajo

YC76 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, cox14A::LEU2 (p+, AXai, Este trabajo
COX1AC15)

YC78 Mata, lys2, arg8::hisG, gra3-52, leu2-3, 112, pet54A::KanMX4, Este trabajo
cox14A:: LEU2 (p+, AXai, COX1AC15)

YC78 Mata, lys2, arg8::hisG, ura3-52, leu2-3, 112, pet54A::KanMX4,

cox14A:: LEU2 (p+, AXai, COX1AC15)

Este trabajo

Todas las cepas son congénicas o isogénicas a la cepa D273-10b (ATCC # 24657).
a: Los genotipos mitocondriales se muestran en paréntesis. AXai se refiere al gen COX1 sin intrones.
b: Insercién ectdpica del gen quimérico COX1 rio arriba del gen COX2.
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Apéndice 3. Oligonucleétidos usados en este trabajo.

Nombre Secuencia Producto de PCR
COAIF2 5 - ACCCAAGCTTCATAGTCTGATTGTCCAGAGTCTCC- 37 coalA-KanMx4
COAIR2 5 - ACGOGGATCCAGCACAGAAAATACT GCGT TACACG 37 coalA-KanMx4
CO1-C52 5 - ACTTAAGAATTATTTAATCCATTAACTAATTG 3° COX1ACterminal
CO15400F | 5 - CATATATATATATTTAATGATATTAATACTCTC- 3’ gg%g” 5'UTR de
COL100pF g - GTTAATGGAT T AAAT AATAAAT TARAT ACAGTTARATCTTCATCTATCG | o o0
CO1-l00pR 5 - TTTATTATTTAATCCATTAACTAATTGATC 3 COX1Aloop
CO1NdeF 5 - GTATGATCACATCATATGTATATTGTAGG 37 gg%g” codificante de
CO1NdeR 5 - CCTACAATATACATATGATGTGATCATAC- 37 gg%g” codificante de

5 -
CO1-521R ACTTAAGATT GT ACAGCT GGTGTATT AAAT GAGT GTACAGCT GCTGCAGAAGTT | COX1 (PP521AA)

AATAAG 3°
CO1-524R 5" - ACTTAAGATTGTACAGCTGGT GTATTAAATGAGTGTTCAGCTGGTGG 3° | COXL (V524E)
CO1-525R 5 - ACTTAAGATTGTACAGCTGGT GTAT TAAATGAAGCTACAGCTGOTG 37 COX1 (H525A)
CO1-527R 5 - ACTTAAGATTGTACAGCTGGTGTATTAGCTGAGTGTACAGS: 37 COX1 (F527A)
CO1-530R 5 - ACTTAAGATTGTACAGCTGCTGTATTAAATGAG 3 COX1 (P530A)
CO1R14-3 5 - TTAAAACTTAAGTAT TAAATGAGT GTACAGCTGGT GGAG 37 COX1AC5
CO1R15-3 5 - TAAAACT TAAGCT GGTGGAGAAGT TAATAAGAATTCG 37 COX1ACI1
CO1R16-3 5 - TTAAATTTTAAAACT TAAGTTAATAAGAATTCGATAGATG 37 COX1AC15
COX6F1 5" - GOCAATCAGGGCCCCGCGCGTTATTTC: 37 CoX6A::KanMx4
COX6R1 5 - ATATTAAAGGTAATCTGTGACCAGCCC: 37 CoxX6A::KanMxX4
COX7F1 5 - TCAACTTATACCCTACATTTCTATAGACGC 3° Cox7 A KanMx4
COX7R1 5 - GTTTTGCTTGAAGAGACATTAGTTTACACC. 3° Ccox7 A KanMx4
COX11F1 5 - CTGOCATTCCAAAACATTATTCTCCCG 3 cox11A-KanMXx4
COX11R1 5 - GOCTCTGAAATTTTCGGATGTGAGCG 37 cox11A-KanMx4
COX15F2 5 - ACGCACAAATTAGAAGATAGATTGG 37 CoX15A-LEU2
COX15R2 5 - TTGAAGAGACTAATGGCTTGAACAGRG 37 COX15A-LEU2
MSS2F1 5 - TGTGTGGAATGCTAACGATGAACCC: 37 mss24: URA3
MSS2R1 5 - CTGATAGTGAACT CCCAAATACTCCAG 37 mss22A-URA3
PET54F1 5 - CACAGTTCTTGATGTTGACCTCCCTCC: 37 pet54A::KanMX4
PET54R1 5 - GTTCTATAAAGACAGATGTAGAATTGGC 3 pet54A::KanMX4
PET122F2 5 - GACGGATGGGGCOCGAGEC 37 petl22A:KanMX4
PET122R2 5 - CGTACAAATCTGCTCTCGC: 3 petl22A:KanMX4
PET191F1 5 - GCACGTTTGITTACTTTCTCAATTGTTTGOGG 37 petlolA LEU2
PET191R1 5 - GGAACTTGTTAAGTGCATTTTTATTGITCTACCG 37 petlolA LEU2
SS-77 5 - ACGAAACGGAAAAGAACTAAGAGA: 37 CoxaALEU2
SS78 5" - GAGAACCOGTACAACCGACATA: 37 CoxadALEU2
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Apéndice 4. Plasmidos usados en este trabajo.

Pldsmido Caracteristicas
pXPM54 pGEM T-easy, Amp", Regién 3" de COX1 sin los Gltimos 15 nucleétidos.
pXPM55 pGEM T-easy, Amp~, Regién 3" de COX1 sin los Gltimos 33 nucleétidos.
pXPM56 pGEM T-easy, Amp~, Regién 3" de COX1 sin los Gltimos 45 nucleétidos.
pXPM57 pBlueScript +, Amp", COX1 completo flanqueado por sus extremos UTR.
DXPM59 BE_FI;e(icripltAESmpR, COX1 sin los ultimos 15 nucledtidos, flanqueado por sus extremos
0X .
DXPM60 BE_FI;e(icripltAw;:,iAlr;pR, COX1 sin los ultimos 33 nucledtidos, flanqueado por sus extremos
0X )
DXPM61 BE_FI;e(icripltAwggr;pR, COX1 sin los ultimos 45 nucledétidos, flanqueado por sus extremos
0X .
pXPM64 YEp352, URA3, Amp~, 2y, plasmido que sobreexpresa a Mss51.
pXPM104 | YEp352, URA3, Amp~, 24, plasmido que sobreexpresa a Pet309-3xHA.
pXP132 pGEM T-easy, Amp", Regién 3" de COX1 con el cambio de PP521,522AA.
pXP133 pGEM T-easy, Amp", Regién 3" de COX1 con el cambio de V524E.
pXP134 | pGEM T-easy, Amp", Regién 3" de COX1 con el cambio de H525A.
pXP135 pGEM T-easy, Amp", Regién 3" de COX1 con el cambio de F527A.
pXP136 pGEM T-easy, Amp", Regién 3" de COX1 con el cambio de P530A.
pXP139 pBlueScript +, Amp", COX1, flanqueado por sus extremos UTR (Cox1PP521,522AA).
pXP140 pBlueScript +, Amp", COX1, flanqueado por sus extremos UTR (Cox1V524E).
pXP141 pBlueScript +, Amp", COX1, flanqueado por sus extremos UTR (Cox1H525A).
pXP142 pBlueScript +, Amp", COX1, flanqueado por sus extremos UTR (Cox1F527A).
pXP43 pBlueScript +, Amp", COX1, flanqueado por sus extremos UTR (Cox1P530A).
YEp352 pUC18, URA3, Amp", 24, plasmido de alto nimero de copia.
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