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Resumen

La citocromo ¢ oxidasa es la enzima encargada de
transformar el oxigeno que inhalamos en agua. Es una
enzima compuesta por 13 subunidades y varios grupos
prostéticos. La citocromo ¢ oxidasa se localiza en la
membrana plasmatica de bacterias y en la membrana
interna de la mitocondria y forma parte de la
fosforilacion oxidativa. En este proceso se produce la
mayor parte de las moléculas de adenosin trifosfato
(ATP) que contienen la energia que las células
requieren para todas sus funciones. Si una parte de este
proceso falla, entonces las células no podran producir
las cantidades de ATP que requieren y se desarrollaran
patologias. Por eso es tan importante estudiar a la
mitocondria y a los complejos de la fosforilacion
oxidativa, asi como a las enfermedades asociadas a las
fallas en este proceso. En el presente trabajo
hablaremos de la citocromo c oxidasa y de lo que
entendemos a la fecha de como se ensambla esta
enzima en los eucariontes. Nuestro laboratorio estudia
los mecanismos de biogénesis de la subunidad mas
grande de esta enzima, la subunidad | (Cox1). Esta
subunidad no sélo contiene el sitio catalitico de

Abstract

Cytochrome c oxidase is the enzyme responsible
for transforming the oxygen we inhale into water.
It is an enzyme composed of 13 subunits and
several prosthetic groups. Cytochrome ¢ oxidase
is in the mitochondrial inner membrane and the
membrane of bacteria and is part of the oxidative
phosphorylation. In this process, most of the
adenosine triphosphate (ATP) molecules, which
contain the energy required by cells for all their
functions, are produced. If any part of this process
fails, the cells will be unable to produce the ATP
they need, leading to pathologies. Thus, studying
mitochondria, the oxidative phosphorylation
complexes, and diseases associated with failures
in this process is so important. In this work, we
will discuss cytochrome ¢ oxidase and what we
currently understand about how this enzyme
assembles in the eukarya. Our laboratory studies
the mechanisms of biogenesis of the largest
subunit of this enzyme, subunit | (Cox1). This
subunit not only contains the catalytic site of the
enzyme for oxygen reduction, but it is also the
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reduccion de oxigeno de la enzima, sino que es
también un centro de nucleacion para incorporar el
resto de las subunidades del complejo enzimatico.

Cox1 se codifica en el DNA mitocondrial, la proteina

se sintetiza en los ribosomas localizados en la matriz

mitocondrial y debe insertarse en la membrana interna

mitocondrial, adquirir sus grupos prostéticos vy
ensamblarse con el resto de subunidades,
provenientes del citosol y otras también codificadas en

el genoma mitocondrial. La sintesis y el ensamblaje de

Cox1 son procesos acoplados, de tal forma que si algo
falla en el ensamblaje de la citocromo c oxidasa,
entonces la sintesis de Cox1 disminuye. En este

trabajo discutiremos lo que sabemos sobre los

mecanismos de esta intrincada  regulacion

sintesis/ensamblaje de Cox1.

Palabras claves: Citocromo c¢ oxidasa, levadura,
MRNA mitocondrial, mitocondrias, traduccion

unas
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nucleation center for incorporating the remaining
subunits of the complex. Cox1 is encoded in the
mitochondrial DNA, the protein is synthesized in
ribosomes located in the mitochondrial matrix,
and it must be inserted into the mitochondrial
inner membrane, acquire its prosthetic groups,
and assemble with the rest of the subunits—some
originating from the cytosol and others also
encoded in the mitochondrial genome. The
synthesis and assembly of Cox1 are coupled
processes, so if there is a failure in the assembly
of cytochrome c oxidase, the synthesis of Cox1
decreases. In this work, we will discuss the
mechanisms behind this intricate
synthesis/assembly regulation of Cox1.

Keywords: Cytochrome c oxidase, mitochondria,
mitochondrial mMRNA, translation, yeast

Introduccién
La citocromo c oxidasa forma parte de la
fosforilacion oxidativa.

Podemos entender a la fosforilacion oxidativa
mitocondrial como un proceso que consta de dos
partes. En la primera parte un grupo de enzimas
conocidas como complejos respiratorios transfieren
electrones desde diversos metabolitos hasta el
oxigeno molecular (O.), reduciéndolo a agua (H-0).
El O, es entonces el Gltimo aceptor de electrones de
la cadena respiratoria. Acoplado a esta serie de
reacciones REDOX algunos complejos respiratorios
bombean protones (H*) desde la matriz mitocondrial
al espacio intermembranal o al interior de las crestas.
Lo que genera una diferencia de potencial eléctrico y
de pH entre ambos compartimientos. En la segunda
parte, la energia contenida en esta diferencia de
concentracion  de  protones  transmembranal
(denominada fuerza protdn motriz por Peter Mitchell,
Ap (1)) es utilizada por la enzima ATP sintasa para
fosforilar al ADP (la Ap se emplea para la liberacion
del ATP del sitio BATP) (Figura 1).

La composicion de la citocromo ¢ oxidasa varia
ligeramente dependiendo del organismo. Sin
embargo, tres subunidades estan altamente
conservadas y conforman el centro catalitico de la
enzima: las subunidades I, Il y Ill,. Los electrones
provenientes del citocromo c ingresan a la citocromo
¢ oxidasa por la subunidad Il (Cox2) que contiene un
centro binuclear de cobre, Cua. Ahora los electrones

se transfieren a un hemo tipo a localizado en la
subunidad 1 (Cox1) y posteriormente a un centro
binuclear compuesto por un hemo tipo as (hemo as) y
un cobre (Cug). Es aqui donde se lleva a cabo la
reaccion de reduccion del oxigeno para transformarse
en agua. La subunidad 111 (Cox3) no cuenta con un
sitio catalitico, pero podria participar en la
conduccién del oxigeno al centro binuclear hemo
as/Cug en Cox1. Los protones que contribuyen a la
fuerza protdn motriz se transfieren al espacio
intermembranal a través de Cox1 (6). Mucho de los
mecanismos de reduccion del oxigeno y de la
transferencia de protones en la citocromo c oxidasa se
comprende gracias al trabajo de Marten Wikstrém
(Universidad de Helsinki), famoso ademas por
sostener acalorados debates con Peter Mitchell acerca
del tema, y en donde Wikstrdm demostro estar en lo
correcto por encima de Peter Mitchell (quien postulé
la teoria quimiosmotica y fue ganador del premio
Nobel) (Figura 2).

¢Cbémo es que las subunidades codificadas en el
genoma mitocondrial pueden ensamblarse en la
membrana interna del organelo junto con las
subunidades que se importan desde el citosol? ;Como
se integran los grupos prostéticos de la enzima?
¢Como se sintetizan las subunidades Cox1, Cox2,
Cox3 en la mitocondria? ¢Existen enfermedades en
humanos asociadas a mutaciones en el proceso de
ensamblaje de esta enzima?
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Figura 1. La fosforilacion oxidativa en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Metabolitos como el NADH y succinato se oxidan por
componentes de la cadena respiratoria mitocondrial. En mamiferos quien recibe los electrones provenientes del NADH es el complejo 1.
Sin embargo, S. cerevisiae no presenta al Cl caracteristico de los eucariontes, y en su lugar cuenta con un conjunto de deshidrogenasas
alternas que oxidan al NADH citos6lico y mitocondrial (NDE1, NDE2 y NDI1). Por otro lado, el succinato se oxida por el complejo Il
(succinato deshidrogenasa). En ambos casos los electrones se transfieren a una poza de quinonas (Q), las cuales a su vez transfieren los
electrones al complejo 111, (complejo bcl). Los electrones del complejo Il pasan al citocromo c, una proteina soluble de espacio
intermembranal. Finalmente, el complejo IV (citocromo c oxidasa) transfiere los electrones del citocromo c al oxigeno para producir agua.
Los complejos 111, y 1V translocan protones al espacio intermembranal. La fuerza protén motriz presente en este gradiente se utiliza por la
ATP sintasa para producir ATP mientras transloca protones de regreso a la matriz mitocondrial. Las subunidades de los complejos de la
fosforilacién oxidativa que estan en colores se codifican en el genoma mitocondrial, mientras que las subunidades en gris son importadas
desde el citoplasma. PDBs empleados: NDE1, NDE2 y NDI1, AlphaFold 3 (2), Complejo Il PDB 1ZOY (3), complejos bcl y citocromo ¢
oxidasa PDB 9ETZ (4), ATP sintasa PDB 5FIL (5).

Figura 2. Estructura y funcién de la citocromo c oxidasa. A) Estructura de la citocromo c oxidasa de la levadura S. cerevisiae. En gris se
muestran las subunidades codificadas en el genoma nuclear y que se importan a la mitocondria. En colores se muestran a las subunidades
Cox1 (lila), Cox2 (rosa) y Cox3 (verde), que forman el centro catalitico de la enzima y que se codifican en el genoma mitocondrial. PDB
9ETZ (4) Modificado con Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.5.5 Schrédinger, LLC). B) Descripcion de la
transferencia de electrones y protones que se lleva a cabo en la citocromo c oxidasa. C) Fotografia en que se muestra, de izquierda a derecha
a Marten Wikstrom (1945-2024), de la universidad de Helsinki, dedicado a estudiar los mecanismos de reaccion de la citocromo c oxidasa,
Robert Gennis (Universidad de Illinois, Urbana-Champaign), dedicado a estudiar las cadenas transportadoras de electrones en bacterias, y
John Walker (Universidad de Cambridge), dedicado a estudiar a la ATP sintasa y ganador del premio Nobel. Foto tomada por Xochitl Pérez
Martinez en la European Bioenergetics Conference (EBEC 2014).
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Uno de los modelos que mas nos ha permitido
comprender la biogénesis de la citocromo c oxidasa
es la levadura de pan S. cerevisiae (Figura 3). Es un
organismo de facil manipulacion y en el que se han
desarrollado herramientas bioquimicas y moleculares
para responder distintas preguntas sobre la célula.
Este es un organismo anaerobio facultativo que puede
sobrevivir  fermentando o respirando. Esta
caracteristica ha permitido estudiar mutantes de genes
relacionados a la funcion mitocondrial que en otros
organismos serian letales. Ademas, junto con el alga

unicelular Chlamydomonas reinhardtii son los
A
B mCherry

Mss51-GFP

organismos en que a la fecha es posible mutar el DNA
mitocondrial por biobalistica. Una herramienta
poderosa para entender con mayor profundidad los
mecanismos de expresion del genoma mitocondrial
(9). Varias proteinas involucradas en el ensamblaje de
la citocromo ¢ oxidasa se han descrito por primera vez
en la levadura, y estan conservadas en los mamiferos.
La levadura ha sido también un modelo esencial para
entender las bases moleculares de patologias
derivadas de mutaciones que afectan el ensamblaje de
la citocromo ¢ oxidasa en los humanos (para ver un
ejemplo consulta (10)).

Fusién

Figura 3. La levadura S. cerevisiae como modelo de estudio de la mitocondria. A) La levadura S. cerevisiae puede crecer en medios
fermentables o respiratorios. En la imagen se muestra el crecimiento de la levadura en medio fermentativo de glucosa por 3 dias a 30°C.
B) Estructura de la red mitocondrial de levadura en el microscopio confocal. Las células de levadura se cotransformaron con 2 plasmidos,
uno codifica a una proteina mCherry fluorescente que se dirige a la mitocondria gracias a una presecuencia mitocondrial. El otro plasmido
contiene a Mss51 fusionada con GFP. Mss51 es un factor de biogénesis de la subunidad Cox1 de la citocromo c oxidasa (ver mas adelante).
A la derecha se observa la colocalizacion de mCherry y Mss51-GFP en la mitocondria. Foto tomada con la ayuda de la Dra. Ariann

Mendoza, IFC, UNAM.

Traduccion de los MRNAs mitocondriales

Las proteinas que se codifican en el genoma
mitocondrial se transcriben en la matriz del organelo
y sus transcritos se procesan para formar RNAs
mensajeros (MRNAs). Cada mRNA mitocondrial
tiene un grupo de proteinas especificas conocidas
como activadores traduccionales, los cuales actian en
la regién 5' no traducida de su mRNA blanco y
permiten que el mitoribosoma inicie la traduccién. En
el caso de las subunidades de la citocromo ¢ oxidasa
los activadores traduccionales del mRNA de COX1
son Pet309 y Mss51, mientras que para el mRNA de
COX2 es Petl11 y para el mRNA de COX3 son
Pet494, Pet122 y Pet54 (Figura 4) (11).

La citocromo ¢ oxidasa de levadura se ensambla
por mddulos

El grupo de Alexander Tzagoloff de la
Universidad de Columbia propuso que cada una de
las 3 subunidades codificadas en la mitocondria
forma un mddulo con subunidades importadas del
citosol y con factores de ensamblaje que participan en
diferentes etapas (12, 13). Se han identificado una
variedad de factores de ensamblaje, aunque sus
mecanismos de accidn se desconocen. A su vez la
citocromo ¢ oxidasa puede formar supercomplejos,
asociaciones supramoleculares en que una o dos
copias de la citocromo c oxidasa se asocian con el
dimero obligado de complejo Ill. La formacién de
supercomplejos también requiere de factores
proteicos (14) (Figura 5).
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Figura 4. El genoma mitocondrial de la levadura. A) Mapa circular del genoma mitocondrial de la levadura, el cual codifica para 8 proteinas
que incluyen a Varl, proteina de la subunidad chica del mitoribosoma, Cox1, Cox2 y Cox3 de la citocromo c oxidasa, citocromo b del
complejo bcy, y Atp6, Atp8 y Atp9 de la ATP sintasa. B) Esquema de los mMRNAs mitocondriales de COX1, COX2 y COX3 con sus

respectivos activadores traduccionales.

Moédulo de
Coxl

Moédulo de
Cox2

Moédulo de
Cox3
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Figura 5. La citocromo c oxidasa de S. cerevisiae se ensambla por médulos. Cada mddulo contiene una de las subunidades codificadas en
la mitocondria. El médulo de Cox3 (verde) contiene a las subunidades Cox3, Cox4, Cox7 y Cox13, asi como al factor de ensamblaje Rcf1.
El modulo de Cox1 (lila) contiene a las subunidades Cox1, Cox6, Cox5a, ademas de los factores de ensamblaje Mss51, Coa3, Cox14, asi
como Shyly Coal. El médulo de Cox2 (rosa) contiene a la subunidad Cox2 y a los factores de ensamblaje Cox18, Coa6, Cox20, Scoly
Sco2 (13). Una o dos copias de la citocromo c oxidasa pueden formar supercomplejos con el dimero obligado de complejo 111 (representado

en amarillo)

Mddulo de ensamblaje de Cox1, un delicado
equilibrio entre la sintesis de Coxl en la
mitocondria y el ensamblaje de la citocromo ¢
oxidasa

Nuestro laboratorio se ha centrado en comprender
cudles son los mecanismos de las primeras etapas de
biogénesis de la subunidad Cox1 en S. cerevisiae.

Como se menciond, Cox1 es la subunidad més grande
de la citocromo c oxidasa y contiene el centro
catalitico para reducir al oxigeno y para translocar
protones hacia el espacio intermembranal. Es una
proteina que contiene 12 cruces transmembranales,
con los extremos amino y carboxilo terminales
localizados en la matriz mitocondrial. El extremo N-
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terminal de Cox1 se expone al medio acuoso de la
matriz mitocondrial con tan solo 6 aminoacidos,
mientras que el extremo C-terminal cuenta con 56
aminoéacidos expuestos al medio acuoso y que rodean
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la base de los cruces transmembranales de Cox1
(Figura 6) (4).

5S=UTR IUTR
A A
NN\ coxi Wal
- 7
.
460 mt $12 codones §7Tm

Figura 6. Estructura de Cox1 de S. cerevisiae. A) Estructura de Cox1 obtenida a partir del modelo de supercomplejos de la levadura
obtenido por Cryo-EM (PDB 9ETZ, (4)). Se observan los grupos hemo ay a3 en rojo y el centro de Cub en turquesa. En naranja se muestran
los Gltimos 15 aminoécidos del extremo C-terminal de Cox1. La imagen modificada con Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System,
Version 2.5.5 Schrodinger, LLC). B) El mRNA de COX1 se transcribe como un precursor que contiene un ndmero variable de intrones, asi
como a los genes ATP8 y ATP6 que se encuentran rio abajo de COX1. Este precursor debe procesarse para traducirse. El sitio de accion
de los activadores traduccionales esta en el extremo 5’no traducido (5’-UTR) del mRNA (15, 16).

Sintesis de Cox1

La biogénesis de Cox1y su mddulo de ensamblaje
comienza con la sintesis de Cox1 mediante ribosomas
localizados en la matriz mitocondrial. EI mRNA de
Cox1 maduro contiene 460 y 87 nucleétidos en sus
extremos 5° y 3’ no traducidos, respectivamente
(Figura 6B). La region 5° no traducida de este mRNA
es blanco de su activador traduccional, Pet309, que
permite el inicio de la traduccién. Sin este activador
traduccional el mMRNA de COX1 pierde estabilidad y
no puede traducirse (16, 17), por lo tanto, no hay
Cox1 ni citocromo c oxidasa, haciendo que las células
sean incapaces de crecer en un medio respiratorio
(Figura 7A). Pet309 es una proteina periférica de
membrana que se asocia al mMRNA de COX1 vy al
ribosoma mitocondrial (18, 19). Se piensa que ayuda
al mitoribosoma a localizar el inicio de traduccion del
MRNA de COX1 (19, 20). Pet309 forma parte de un
grupo de proteinas presentes en cloroplastos vy
mitocondrias que contienen motivos PPR (de las
siglas en inglés pentatricopeptide repeat). Cada
repeticion contiene 35 aminoacidos y forma dos alfa
hélices antiparalelas. EI conjunto de motivos PPR
forman una superhélice. Imaginemos una escalera de
caracol, cada peldafio es un motivo PPR y todos
juntos forman a la escalera. EI modelo actual sugiere
que por el centro de la superhélice se asocia el MRNA
de cadena sencilla (18, 19) (Figura 7B).

La proteina Pet309 reconoce dos regiones en el
extremo 5’ no traducido del mRNA de COX1 que se
localizan a ~200 y ~40 bases rio arriba del AUG de
inicio (21). Se predice que cada repeticion PPR

interacciona con uno o dos nucleétidos especificos
del RNA, ya que se predice que Pet309 tiene 24
motivos PPRs y la secuencia de unién en el mRNA
de COX1 es de ~40 bases (21). En nuestro laboratorio
descubrimos que la eliminaciéon de un s6lo motivo
PPR o de conjuntos de motivos PPRs inhibe la
sintesis de Cox1, aunque Pet309 continle asociada al
mRNA de COX1 (Figura 7C). Esto podria deberse a
que, si bien la proteina mutada puede aln asociarse al
MRNA, esta interaccion no proporciona la estructura
adecuada al mMRNA para que el mitoribosoma
reconozca el coddn de inicio de traduccion en COX1
(22). En colaboracién con los grupos de Antoni
Barrientos y Flavia Fontanesi de la Universidad de
Miami encontramos que la helicasa mitocondrial
Mss116 acompafia a Pet309 en su funcion.
Probablemente Mss116 ayuda a que el mRNA de
COX1 adquiera una conformacion adecuada para que
Pet309 pueda reconocer la secuencia e interaccionar
con este mRNA (20).

Mss51 es otra proteina especifica que se necesita
para activar la traduccion del mRNA de COX1 (16,
23). Al igual que Pet309, la presencia de Cox1y de la
citocromo c oxidasa dependen de Mss51 (Figura 7A).
La funcion de Mss51 se localiza en el extremo 5’ no
traducido del mRNA de COX1 (15, 16). A diferencia
de Pet309, Mss51 también podria participar en la
elongacion de la traducciobn e interacciona
fisicamente con el péptido Cox1 recién sintetizado
(15, 16). Esto indica que Mss51 tiene funciones
adicionales a las de activador traduccional.
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Figura 7. Pet309 y Mss51 son activadores traduccionales especificos para el mMRNA de COX1. A) Fenotipo de las mutantes nulas Apet309
y Amss51. Las células se crecieron en un medio fermentativo (glucosa) o respiratorio (etanol/glicerol) por 3 dias a 30°C. B) Modelo
estructural de Pet309 obtenido con AlphaFold (2). Cada motivo PPR forma un par de alfa hélices antiparalelas, y el conjunto de varios
motivos forma una superhélice. EI modelo sugiere que dentro de esta superhélice interacciona el mMRNA de COX1 de cadena sencilla. C)
Cada motivo PPR es necesario para que el mMRNA de COX1 se traduzca. Se muestra un mapa de Pet309, con cada motivo PPR representado
por un cuadro de color. Se muestran las regiones amino (AN), central de 12 motivos PPR (A12PPR) y la region carboxilo (AC) que se han
eliminado del gen. Con asterisco se muestran algunos de los motivos PPR eliminados individualmente. Ninguna de las versiones mutadas

de Pet309 fue capaz de traducir el mMRNA de COX1 (18, 19).

Una mutante nula de Mssbl si permite la
traduccién del mRNA de COX1, pero el producto
proteico es aberrante, indicando que la traduccion del
mRNA inicia en alguna region incorrecta. Esto
sugiere que ademas de Pet309 y Mss116, Mss51 tiene
una funcién crucial en la traduccién, asistiendo al
ribosoma para colocarse en el sitio exacto del mMRNA
de COX1 (22) (Figura 8).

Ensamblaje de Coxl en la membrana interna
mitocondrial

El trabajo de diversos laboratorios, incluido
nuestro grupo, ha demostrado que cualquier
alteracion en el ensamblaje de la citocromo ¢ oxidasa
por medio de mutaciones, provoca que la sintesis de
Cox1 en la mitocondria disminuya sustancialmente.
Sin embargo, la reducida cantidad de Cox1 que logra
sintetizarse permanece estable temporalmente. Estos
defectos en la citocromo ¢ oxidasa pueden ser
mutaciones en las subunidades de la enzima o en los
factores de ensamblaje (15, 24) (Figura 9A). Incluso
se ha reportado que algunas mutaciones
independientes a la citocromo ¢ oxidasa, como por
ejemplo, en el citocromo ¢ o en la ATP sintasa,
también impactan la sintesis de Cox1 mitocondrial
(25, 26), demostrando que la regulacion de la sintesis
de Coxl es crucial no s6lo para la citocromo ¢
oxidasa, sino en la fosforilacion oxidativa. En la
actualidad se han identificado al menos 4 factores que
coordinan la sintesis de Cox1 con su ensamblaje:

5“UTR
¢ o O

>
Y e COXI mRNA

NNNANAANAAANANANAN

Matriz
mitocondrial

Espacio
intermembranal

Figura 8. Modelo del mecanismo de inicio de la traduccién del
mRNA de COX1. 1) El mRNA de COX1 es inerte a la traduccion
en ausencia de sus activadores traduccionales. 2) Pet309 se asocia
con la helicasa Mss116, probablemente juntas identifican el sitio
de unién al mMRNA de COX1 y modifican la estructura del extremo
5’-UTR del mRNA. Estas proteinas pueden regular la union del
mitoribosoma al mMRNA de COX1. Sin embargo, el ribosoma adn
no se coloca en la posicion necesaria para iniciar la traduccion
desde el codon de inicio (20, 22). 3) Mss51 es el otro activador
traduccional del mRNA de COX1. Esta proteina asiste al
mitoribosoma para que encuentre el sitio correcto de inicio de la
traduccidn. La ausencia de Mss51 provoca que Pet309 comience la
traduccion en un sitio diferente del mMRNA de COX1, produciendo
un péptido aberrante (22).
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Figura 9. La sintesis de Cox1 disminuye si la citocromo ¢ oxidasa
presenta mutaciones que le impiden ensamblarse correctamente. A)
En ausencia de la subunidad Cox2 (4cox2), la sintesis de Cox1
disminuye dramaticamente. En contraste, si se elimina Cox2 junto
con el extremo C-terminal de Coxl (Cox1ACI15) la sintesis de
Cox1 se recupera, aunque la citocromo c oxidasa no se pueda
ensamblar. En este experimento las células de la levadura se
incubaron con cicloheximida para inhibir la traduccién citosélica.
Posteriormente se incubaron con *S-Metionina para marcar a las
proteinas recién sintetizadas en la matriz mitocondrial. Las
mitocondrias se purificaron, y las proteinas recién sintetizadas se
separaron en un gel de SDS-PAGE. Las proteinas se analizaron
mediante autorradiografia. Cox1 se sefiala en azul. B) Mitocondrias
purificadas de las cepas analizadas en A) se separaron mediante
una electroforesis nativa en geles azules (BN-PAGE). Las muestras
se transfirieron a una membrana de PVDF y se analizaron por
western blot utilizando anticuerpos contra Mss51 y contra la ATP
sintasa (como control de carga).

Las proteinas Mss51, Coa3, Cox14, y el extremo
carboxilo terminal de la propia Cox1. Mss51 es la
proteina maestra que coordina la sintesis y el
ensamblaje de Cox1 (15, 16). En cambio, Coa3,
Cox14 y el extremo C-terminal de Cox1 regulan la
funcién y asociacion de Mss51 a los intermediarios
de ensamblaje (24, 27-29).

Mss51 se asocia fisicamente a Cox1 durante la
formacion de los primeros intermediarios de
ensamblaje, pero una vez que se ha estructurado el
modulo de Cox1, Mss51 pierde interaccién con este
intermediario (16, 24). Los andlisis de Mss51 en las
mitocondrias de la levadura mediante electroforesis
azul nativa nos han permitido establecer que Mss51
se encuentra en al menos tres poblaciones diferentes:
una es la conformacién traduccionalmente activa
(Mss51™), que es la conformacién que actda en la
regién 5°-no traducida del mRNA de COX1, y que
colabora con Pet309/Mss116 para iniciar la
traduccion. La segunda es la conformacion de factor
de ensamblaje (Mss517F), que interacciona
fisicamente con la proteina Cox1 y asiste en su
insercion/ensamblaje en la membrana interna
mitocondrial. La tercera, identificada por nuestro
laboratorio, en la que Mss51 est4 libre de Cox1 pero
mantiene una conformacién traduccionalmente
inactiva (Mss51TI) (Figura 9B). Mss51™' es un estado
intermedio entre las conformaciones Mss51™ y
Mss51FE,

ATP sintasa

Nuestra investigacion y la de otros grupos han
permitido proponer un modelo de cémo se acopla la
sintesis de Cox1 con su ensamblaje en la membrana
interna mitocondrial. En este modelo, Mss517 activa
la traduccion del mMRNA de COX1 junto con Mss116
y Pet309. Una vez que la sintesis de Cox1 se lleva a
cabo, entonces Mss51 cambia, de su conformacion
traduccionalmente  activa (Mss51™) a  su
conformacion de factor de ensamblaje (Mss517F).
Mss51FE interacciona fisicamente con el péptido
Cox1 recién sintetizado y ayuda a su ensamblaje en la
membrana, aunque el mecanismo exacto se
desconoce. Una vez que concluye el ensamblaje del
mddulo en que se encuentra Cox1, entonces Mss517&
se disocia de dicho intermediario, y adquiere la
conformacion traduccionalmente inactiva (Mss51™).
Mss51™ cambia a su conformacion Mss51TA para
iniciar nuevas rondas de traduccion del mRNA de
COX1 junto con Mss116 y Pet309. En una mutante de
la levadura en que no se puede ensamblar la
citocromo ¢ oxidasa, entonces Mss517F se queda
atrapada con el médulo de ensamblaje de Cox1, y por
lo tanto no puede iniciar nuevas rondas de traduccion
del MRNA de COX1. Como consecuencia, la sintesis
de Cox1 disminuye (16, 24, 29) (Figura 10).

Cox14 'y Coa3 son dos  proteinas
transmembranales que forman parte de los
intermediarios de ensamblaje de Cox1, y permiten
gue Mss51 se asocie con la proteina Coxl. En
ausencia de Coa3/Cox14 la proteina Cox1 se sintetiza
sin ninguna regulacién, desacoplando la sintesis de
Cox1 con el ensamblaje de la citocromo c oxidasa. En
este contexto Mss51 se libera del complejo de
ensamblaje y se encuentra en la conformacién
Mss51™. La proteina Cox1 forma agregados de vida
media corta, haciendo que las cepas mutantes Acox /4
y Acoa3 sean incapaces de respirar (15, 24, 29).

El extremo carboxilo terminal de Cox1 también
juega un papel esencial en este mecanismo de
regulacion traduccional por ensamblaje. Esta region
soluble de Cox1 se localiza en la matriz mitocondrial
y es esencial para que Mssbl y Coxl puedan
interaccionar fisicamente (27, 28). Mas aln, nuestro
laboratorio descubrié que los Gltimos 15 aminoacidos
del extremo C-terminal de Coxl actlan como
“sensores” del estado de ensamblaje de Cox1 y de la
citocromo ¢ oxidasa. Adicionalmente, el C-terminal
de Cox1 controla la estabilidad de la propia Cox1 e
incluso el ensamblaje de la citocromo c oxidasa en
supercomplejos. Si esta region de Cox1 se elimina
mediante mutagénesis del gen mitocondrial COX1,
entonces Cox1 se sintetiza en exceso e incrementa su
estabilidad. Llama la atencion que en el contexto
anterior una mutante de la citocromo ¢ oxidasa es
capaz de formar supercomplejos aunque estos no son
funcionales (27). Estas observaciones nos permiten
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concluir que la region C-terminal de Cox1 modula su
ensamblaje y estabilidad, que el ensamblaje de
supercomplejos es independiente a este proceso y la
citocromo c oxidasa se asocia al complejo respiratorio
111, de manera temprana.

Finalmente, nuestro grupo encontré que la
proteina Pet54 participa en el recambio de Mss51
entre sus conformaciones Mss51™ y Mss51™ (31).

Mas estudios se necesitan para profundizar en el
papel de Mss51™, para comprender el mecanismo de
accion de Petb54 en este proceso o0 si existen otras
proteinas que también participen en el recambio de
Mss51, en cuyo caso una candidata es la chaperona
Hsp70 mitocondrial conocida como Sscl (32) (Figura
10).

Moédulo de
Coxl1

Citocromo ¢
oxidasa

y
supercomplejos

#

C- terminal

Figura 10. Modelo de regulacién de la sintesis de Cox1 dependiente del estado de ensamblaje de la citocromo ¢ oxidasa. Pet309/Mss116
junto con Mss51™ activan la traduccion del mRNA de COX1. Mss51 ademas interacciona con el péptido Cox1 recién sintetizado y forma
parte de los primeros intermediarios de ensamblaje de Cox1, funcién que realiza en su conformacion Mss517E, Los factores de ensamblaje
Coa3y Cox14 son también parte de los primeros intermediarios de ensamblaje y permiten la interaccion entre Mss517 y Cox1. El extremo
carboxilo terminal de Cox1, que se encuentra expuesto a la matriz mitocondrial también contribuye a la asociacion de Mss51F€ con Cox1.
Consideramos que esta region de Cox1 es dindmica y cambia su conformacién conforme se ensambla Cox1. Por lo tanto, el extremo C-
terminal de Coxl sirve como “sensor” que regula la afinidad de Mss51F con Coxl, la estabilidad de Cox1 y la formacion de
supercomplejos. Una vez que el ensamblaje de la citocromo ¢ oxidasa contintia, entonces Mss51F se libera del modulo de Cox1 y recambia
a su conformacion Mss51™. Finalmente se transforma en su conformacion Mss51™ para sintetizar mas Cox1. Este recambio se lleva a cabo
por Pet54 (31). Otros factores de ensamblaje como Shy1, Coal, Cox11, Cox15 participan en ensamblar el médulo de Cox1 e integrar los

grupos prostéticos en Cox1 (13).

Consideraciones finales

Las primeras preguntas que surgen después de
leer este trabajo son ;para qué necesita Cox1l una
regulacion tan compleja? ¢ Por qué la sintesis de Cox1
es tan sensible a defectos en el ensamblaje de la
citocromo ¢ oxidasa o incluso de la ATP sintasa o el
citocromo c¢? En un contexto silvestre, donde no
tenemos mutaciones en los complejos de la
fosforilacion oxidativa ¢para qué sirve regular tanto
la sintesis de Cox1 en la mitocondria? ;Existen otros
contextos celulares, por ejemplo, metabdlicos, en que
el ensamblaje de la citocromo c oxidasa se regule?
Parte de las respuestas podrian buscarse en el estrés
oxidativo. Es sabido que la mitocondria produce
importantes cantidades de especies reactivas de
oxigeno (ROS), y se suele sefialar al complejo I (en
los mamiferos) y al complejo bcl como los
principales productores de ROS (33). Nuestra
hipotesis es que el intrincado mecanismo de
regulacion de Cox1 contribuye a que la citocromo ¢

oxidasa no sea una fuente importante de ERO. En
levadura se ha demostrado que los grupos hemo a/a3
presentes en Coxl pueden producir especies pro
oxidantes si el mddulo de Coxl no estd bien
ensamblado (34). Es necesario comprobar esta
hipotesis.

¢Qué tan conservado es este proceso tan estudiado
en S. cerevisiae? Varios factores de ensamblaje de
Cox1 como Cox14 y Coa3 estan conservados en los
mamiferos (10, 35). Mss51 también estd conservado
en los mamiferos, aunque su funcion en la
mitocondria parece haber divergido (36). El extremo
C-terminal de Cox1 parece tener funciones
importantes en otros organismos. En el mamifero se
describi6 una mutacion patologica en que se pierden
35 aminodacidos del extremo C-terminal de Coxl,
promoviendo su inestabilidad (37). Un ejemplo
interesante de la posible importancia del extremo C-
terminal de Cox1 es el del protista Acanthamoeba
castellanii que de manera natural ha perdido la parte
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del gen mitocondrial COX1 que codifica para el
extremo C-terminal. Sin embargo, esta region del gen
ahora esta codificada en el nlcleo y el péptido se
importa a la mitocondria, sugiriendo que su presencia
es necesaria para que la citocromo ¢ oxidasa funcione
correctamente (38).

Como se puede observar, muchas preguntas en
torno a la citocromo c oxidasa siguen sin resolverse.
A la citocromo c oxidasa se le empezd a estudiar hace
100 afios, tiempo en el que hemos logrado
comprender sus mecanismos de catalisis, su
conformacién, su asociacion con patologias en
humanos, asi como algunos de sus mecanismos de
biogénesis. Sin embargo, otros 100 afios se requieren
para seguirla estudiando y comprendiendo.
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