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ABSTRACT

A replisome is a protein complex involved in DNA replication. The smallest replisomes
described are those for T7 phage and human mitochondria. The fundamental components of the
replisome are a DNA polymerase, a primase, an helicase and a single stranded DNA binding protein.
The mitochondrial replisome of Saccharomyces cerevisiae has been determined to contain only a
DNA polymerase (Mip1), an RNA polymerase (Rpo41), a mitochondrial transcription factor (Mtf1) and
a single strand DNA binding protein (SSB or Rim1). Curiously, no replicative helicase or primase has
been found. Mip1 has both a polymerase and an exonuclease function. In addition Mip1 has a longer
C-terminal extension than other polymerases and may be associated with polymerase-exonuclease
equilibrium regulation or protein-protein interaction in the mitochondrial system. Rpo41 can synthesize
RNA primers, like the human mitochondrial RNA polymerase, and requires Mtf1 as a cofactor for
duplex opening. Rim1 prevents the formation of DNA secondary structures during DNA replication.
Rim1 also contains an acidic C-terminal tail, like other SSBs capable of stimulating other proteins
through physical interaction with its acidic tail. The similarities between replicative components of S.
cerevisiae with T7 phage and human mitochondrial proteins, indicate similarities between these
systems. Here was demonstrated that Rpo41 synthesizes RNA short fragments with single and duplex
DNA strands and transcripts are more abundant using a replication origin sequence as a template.
Mip1 is primes by Rpo41 and needs a 10 nt minimal lenght primer, but Mtf1 is dispensable for primers
synthesis and primer extension. On the other hand, 227 residues from the C-terminal of Mip1 regulate
DNA binding, and are unrelated to either polymerase or strand displacement activity. Removal of
acidic residues in Rim1 C-terminal tail increased the DNA binding affinity of Rim1 and inhibited Mip1
activity because the C-terminal tail is required to complex (Mip1-DNA) stabilization. Rim1 deletion
mutants arrest Mip1 and decrease length DNA product synthetized. All of these data show that Rpo41
is a primase for leading and lagging strands using replication origins or promotor sequences as
template for mitochondrial genome maintenance. The minimal components required for DNA
replication are Mip1 and Rpo41, while Mtf1 and Rim1 are regulatory elements in the S. cerevisiae
mitochondrial replisome necessary to produce a successful replication apparatus.
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RESUMEN

Un replisoma es un complejo proteico involucrado en la replicacion del ADN. Los
replisomas mas pequefios que han sido descritos es el del bacteriéfago T7 y del sistema
mitocondrial humano. Los componentes fundamentales en un replisoma son una ADN
polimerasa, una primasa, una helicasa y una proteina de union a ADN de cadena sencilla. En la
replicacién mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae solamente se han relacionado una ADN
polimerasa (Mip1), una ARN polimerasa (Rpo41), un factor de transcripcion (Mtf1) y una
proteina de uniéon a ADN de cadena sencilla (Rim1). Curiosamente no se ha encontrado una
helicasa replicativa o una primasa. Mip1 es una proteina con funcion de polimerasa y
exonucleasa. Ademas Mip1 tiene una extension en el carboxilo terminal relacionado con la
regulacion del equilibrio polimerasa-exonucleasa o con una interaccién proteina-proteina en el
sistema replicativo. Rpo41 es capaz de sintetizar iniciadores de ARN de manera semejante a la
ARN polimerasa mitocondrial humana, y requiere de Mtf1 como cofactor para la apertura del
ADN de cadena doble. Rim1 evita la formacion de estructuras secundarias durante la replicacion
del ADN, también presenta C-terminal acidico parecido a otras SSBs, capaz de estimular a otras
proteinas mediante interaccion fisica con este fragmento acidico. Las similitudes entre los
componentes replicativos de S. cerevisiae con el bacteriéfago T7 y las proteinas mitocondriales
humanas, indican semejanza entre estos sistemas. En este trabajo demostramos que Rpo41
sintetiza fragmentos cortos de ARN con ADN de cadena sencilla y doble como templado. Mip1
utiliza los iniciadores sintetizados por Rpo41, los cuales deben tener una longitud minima de 10
nt, pero Mtf1 es dispensable para la sintesis de iniciadores y para su extension por Mip1. Estos
resultados muestran que Rpo41 funciona como primasa para la cadena sencilla y retardada
usando secuencias promotoras y de origenes de replicacion como templado para el
mantenimiento eficiente del genoma mitocondrial. Los componentes minimos necesarios
requeridos para la replicacién son Mip1 y Rpo41, utilizando a Mtf1 y a Rim1 como proteinas
reguladoras mediante interacciones con el replisoma mitocondrial de S. cerevisiae y asi obtener
un proceso de replicacion exitoso.

Xiii



I, INTRODUCCION
1.1 La mitocondria

La mitocondria es un organelo celular con dos membranas, una externa que lo separa
del citosol y la interna que forma crestas rodeando la matriz mitocondrial. La membrana
interna contiene algunas de las enzimas involucradas en el sistema de fosforilacion oxidativa,

proceso por el cual se lleva a cabo la generacion de energia en eucariotas (Hatefi, 1985).

El genoma mitocondrial es independiente del nuclear por lo que el origen de este
organelo se ha tratado de dilucidar mediante reconstrucciones filogenéticas. Se considera
derivado de un evento endosimbidtico mediante la incorporacidon de una a-proteobacteria en
un hospedero del tipo arquea (Margulis, 1971). Es decir, a partir de un organismo
protomitocondriado como un ancestro comun de todas las mitocondrias, que por
endosimbiosis adquiri6 una a-proteobacteria (Marguliset al., 2006). En eucariotas no
fotosintéticos, las funciones mitocondriales guardan similitudes con la respiracion bacteriana
lo que concuerda con la teoria endosimbidtica (Margulis & Bermudes, 1985). De acuerdo a
estas suposiciones se piensa que una a-proteobacteria u organismos de la familia

Ricketssiacea podrian ser los ancestros de la mitocondria (Anderssonet al., 2003).

Por ejemplo, el genoma de Reclinomonas americana codifica proteinas que se
encuentran en la mitocondria, incluso un tipo de ARN polimerasa similar a las de eubacterias.
Planteando dos posibilidades acerca del origen de las proteinas: 1) los genes de la
mitocondria en levadura tienen un cambio mayor en la secuencia que no se parecen a
eubacterias o0 2) los genes originales en el genoma proto-mitocondrial han sido substituidos
funcionalmente por genes con un origen evolutivo distinto (Gray, 1999; Langet al., 1997).
Debido a que se ha considera que existe una semejanza entre el sistema replicativo y

transcripcional de la mitocondria con proteinas de origen fagico (Shutt y Gray, 2006a)



1.2 Replicacion y transcripcion del ADN mitocondrial

Para la replicacion y transcripcion mitocondrial, se requiere de proteinas codificadas
en el nucleo y transportadas al interior de la mitocondria. En el caso del humano este tiene
1500 proteinas(Pagliariniet al., 2008) y la levadura tiene 1000 proteinas en la mitocondria
(Sickmannet al., 2003), de las cuales 99% son codificadas en el nucleo (Bolenderet al.,
2008).

1.3 Sistema de replicacion del ADN: El Replisoma

La replicacion del ADN requiere de la accion de multiples enzimas que trabajan
en conjunto, a éste sistema se le denomina replisoma (Benkovicet al., 2001). Los
replisomas descritos con mayor profundidad son el que se presenta en el bacteriéfago
T7 (Figura 1A), el del bacteriofago T4 (Figura 1B), el de Escherichia coli (Figura 2) y el
de la mitocondria de células humanas (Figura 3). Estos replisomas en general estan
constituidos por una ADN polimerasa, una proteina de unién al ADN de cadena sencilla,

una primasa y una helicasa (Engler y Richardson, 1983; Korhonenet al., 2004).

1.3.1 Componentes del replisoma del bacteriéfago T7

El genoma del bacteriéfago T7, es de doble cadena y tiene un tamafio
aproximado de 40 kb (Dunn y Studier, 1983; Studier, 1969). El replisoma encargado de
la replicacién del genoma del bacteriéfago T7, es el mas simple y requiere solamente de
cuatro proteinas (Perumalet al., 2010)(Figura 1). La proteina bifuncional (gp4), con
actividad de helicasa y primasa (Kusakabe y Richardson, 1996), 2) una ADN polimerasa
(gp5), con actividad de polimerasa y exonucleasa 3-5' (Engler y Richardson, 1983),
3)una proteina de unibn a ADN de cadena sencilla (gp2.5) y 4) una proteina

(tiorredoxina) como factor de procesividad (E. coli).
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Figura 1. Replisoma de los bacteriéfagos T7 y T4

A) La imagen muestra los elementos que participan en la replicacién del genoma del bacteriéfago T7.
En color verde la ADN polimerasa (gp5), en color verde claro la tiorredoxina como factor de
procesividad de E. coli (irx), en color lila se observa una proteina hexamérica con actividad de
helicasa-primasa (gp4) y en amarillo una proteina de unién a ADN de cadena sencilla (gp 2.5). En el
modelo se observa de que manera se forma el complejo entre gp5 y trx, en contacto con el dominio
de helicasa. Ademas la proteina gp4 separa las cadenas de ADN y asi gp2.5 es capaz de unirse y
cubrir el fragmento de ADN en la cadena lider. Por otro lado el mismo complejo gp5/trx con gp4 inicia
la replicacion cuando se forman los fragmentos de Okazaki mediante la extensién de iniciadores de
ARN que se esquematizan en color azul sintetizados por el dominio de primasa de gp4. B)
Representacion del replisoma del bacteriofago T4 donde la helicasa p41 desdobla el ADN y la ADN
polimerasa (gp43) es un homodimero con un factor de procesividad trimérico (gp45), como se puede
observar p43 es anclada mediante la interaccion con la helicasa y el complejo de anclaje esta
conformado por p44 y p62 en una relacion 4:1, iniciando la sintesis de iniciadores mediante la
actividad de la primasa (gp61) con la helicasa, mientras el ADN es cubierto por la proteina de union a
ADN de cadena sencilla (gen 32). De tal manera que con estos elementos del bacteriéfago T7 y T4 se
logra el proceso de replicacion del ADN. Estas imagenes fueron tomadas de (Hamdan y Richardson,
2009).



Es importante resaltar que la ADN polimerasa del bacteriofago T7 se puede
disociar después de la incorporacion de solamente 1-50 nucledtidos, presentando por lo
tanto baja procesividad (Taboret al., 1987). Para incrementar la sintesis de ADN
interacciona con la proteina tiorredoxina ( Modrich y Richardson, 1975a), una proteina
proveniente del huésped (E. coli) que actua como un factor accesorio (Modrich y
Richardson, 1975b) quizas por la semejanza con una proteina ortoléga de la bacteria
(Lechneret al., 1983). El incremento es de miles de nucleétidos incorporados por un sélo
evento de union, mediante la estabilizacion de complejo iniciador-templado-polimerasa
(Huberet al., 1987; Tabor et al., 1987).

La ADN polimerasa ademas de requerir a la tiorredoxina para incrementar la
procesividad, interacciona con la proteina de union a ADN de cadena sencilla (gp2.5)
que ademas de evitar la formacién de estructuras secundarias en el ADN (Ghoshet al.,
2010), regula la actividad de sintesis de ADN (Kim y Richardson, 1993) y la actividad de
la helicasa-primasa durante la sintesis de la cadena retardada (Nakai y Richardson,
1988).

En conclusién el proceso de replicacion del bacteriofago T7 puede ser
completado solamente con cuatro proteinas, haciendo de éste este el replisoma mas
pequefio que se ha descrito (Lee y Richardson, 2011) y el cual presenta diferencias con

otros sistemas como se describe a mayor detalle a continuacion.

1.3.2 Componentes del replisoma del bacteriéfago T4

El genoma del bacteriofago T4 es de un tamafio aproximado de 169 kb (Milleret
al.,, 2003) y su sistema de replicacion presenta una ADN polimerasa (gp43), una
helicasa (gp41), una primasa (gp61), una proteina de anclaje (gp45) y una proteina de
union a ADN de cadena sencilla (gp32) (Ishmaelet al., 2003). Estos componentes son
similares a los del replisoma del bacteriéfago T7, sin embargo la conformacién de los

complejos es diferente (Figura 1B).



La ADN polimerasa del bacteriéfago T4 (gp43) tiene actividad de polimerasa
como de 3-5' exonucleasa (Capsonet al., 1992) y ademas interactua con una proteina
de anclaje que se ensambla de forma trimérica (gp45), mediante la regién C-terminal

de la ADN polimerasa (Delagoutte y von Hippel, 2001).

La primasa del bacteriofago T4 es similar a la del bacteriéfago T7, ya que es
capaz de reconocer una secuencia de trinucledtidos y dar inicio a la sintesis de ADN
(Salinas y Benkovic, 2000). También cuenta con una proteina de unién a ADN de
cadena sencilla (gp32) similar a la T7SSB (Krassaet al., 1991), capaz de modular la
interaccion con otras proteinas mediante el extremo C-terminal con caracter acidico

para la interaccion con otras proteinas (Benkovic et al., 2001; Ishmael et al., 2003).

1.3.3 Componentes del replisoma de Escherichia coli

En E. coli, a diferencia de lo que ocurre en el sistema del bacteriéfago T7, se
requiere de la asistencia de proteinas para anclar la ADN polimerasa (Polll) al ADN
(Figura 2). Similar al replisoma del bacteriéfago T7 tiene una helicasa hexamérica
(DnaB) que interacciona con la Pol lll y con la primasa (DnaG) durante la sintesis de
iniciadores (Tougu y Marians, 1996). Ademas necesita una proteina que le permite el
anclaje, la abrazadera-B que funciona como pinza para cada unidad de la polimerasa

(Georgescuet al., 2012).

Al igual que en el caso del replisoma del bacteriéfago T7, el sistema de E. coli
necesita de la presencia de una proteina de unién a ADN de cadena sencilla (SSB),
para evitar la formacion de estructuras secundarias, incrementar la velocidad de sintesis
por parte de Pol Ill (Maki y Kornberg, 1988) y asi estimular la actividad del replisoma

mediante una interacciéon especie-especifica (Georgescuet al., 2014).
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Figura 2. Replisoma de E. coli

En el esquema se muestran los elementos responsables de la replicacién de ADN en E. coli, en
color cyan se presenta la helicasa DnaB, capaz de desdoblar el ADN de doble cadena, en verde
la ADN polimerasa Ill como un multimero de tres subunidades (polimerasa , exonucleasa y teta)
que utiliza la cadena ya abierta y polimeriza tanto la cadena lider como la retardada, en amarillo
el factor de procesividad la unidad beta, que permite la sintesis de fragmentos mas grandes por
parte de la ADN polimerasa, en morado/lila/amarillo el complejo de anclaje, en cyan la primasa
(DnaG) capaz de interaccionar con la helicasa en una relacion 1:2 unidades para la sintesis de
los iniciadores y en rojo se muestra la proteina de union a ADN de cadena sencilla, cubriendo el
sustrato para evitar la formacion de estructuras secundarias. Tomado de (Hamdan y Richardson,
2009).



El mecanismo de interaccion entre la SSB y el ADN es dependiente de las condiciones
de fuerza idnica, ya que la concentracion de sales regula el numero de nucledtidos
cubiertos por tetramero de la proteina, 33 o 65 nt en baja o alta concentracion de sal
respectivamente. Por lo que se ha propuesto que esta diferencia puede servir como un
sistema de regulacién en la formacion de los complejos dependiendo de su participacion

en la replicacion, recombinacion o reparacion, (Lohman y Overman, 1985).

Se sabe que la SSB de E. coli es capaz de interaccionar con otras 14 proteinas,
entre ellas; la polimerasa Pol Il (Kelmanet al., 1998; Witteet al., 2003), la primasa (Sun y
Godson, 1998), proteinas de recombinacién (Sheredaet al., 2007), de reparacion (Lu y
Keck, 2008; Sandigurskyet al., 1996) y de inicio de la replicacién como PriA (Cadman y
McGlynn, 2004). Donde la interaccion con PriA y Pol lll es mediante los 9 aminoacidos

del extremo carboxilo terminal (Kozlovet al., 2010).

1.3.4 Componentes del replisoma mitocondrial humano

El genoma mitocondrial humano es de doble cadena y tiene un tamafo aproximado de

16.6 kb (Andersonet al., 1981), con dos secuencias correspondientes a origenes de

replicacién (OriL y OriH) (Falkenberget al., 2007). Para la replicacion de este genoma se

requiere de cuatro proteinas (Figura 3), una ADN polimerasa (POLG), una helicasa

(Twinkle), una proteina de union a ADN de cadena sencilla (HsmtSSB) y una ARN

polimerasa mitocondrial con actividad de primasa (POLRMT) ( Korhonen et al., 2004).

La ADN polimerasa mitocondrial (POLG), in vitro puede utilizar los fragmentos cortos

de ARN (<75 nt) como iniciadores en la sintesis de ADN (Wanrooijet al., 2008), comenzando

en la region con la secuencia del origen de replicacién en la cadena ligera (OriL) y el de la
cadena pesada (OriH) (Fusteet al., 2010), para obtener un hibrido de ADN-ARN sobre el

templado de cadena sencilla (Xu y Clayton, 1996).



La POLG es una proteina altamente conservada con ortélogos en otros organismos,
presenta una similitud del 79% con la proteina ADNpol yB de Xenopus y del 54% con la
ADNpol yB de Drosophila (Carrodeguas y Bogenhagen, 2000). Dadas estas similitudes la
subunidad de humano y Xenopus son capaces de funcionar como factores de procesividad
para la subunidad polyA mitocondrial de humano considerando que podria haberse adquirido
durante la evolucion para incrementar la procesividad en la replicacion (Carrodeguaset al.,
1999).

Al igual que en los replisomas descritos, la mitocondria humana tiene una proteina de
union a ADN de cadena sencilla (SSB), aunque no es esencial (Korhonen et al., 2004) La
SSB durante la replicacion cubre exclusivamente la cadena pesada y permite restringir la
iniciacion de la cadena retardada en el OriL, lo cual establece la importancia de una

replicacion mediante el desplazamiento de hebra (Miralles Fusteet al., 2014).

La helicasa (Twinkle) es indispensable para la replicacion (Korhonen et al., 2004) y un
posible candidato para cumplir con la actividad de primasa. Sin embargo, aunque es una
proteina que tiene dedos de zinc y motivos caracteristicos de primasas, carece de las
cisteinas necesarias para sintesis de iniciadores (Kusakabe y Richardson, 1996) a diferencia

de las de otros metazoos (Shutt y Gray, 2006b).

La POLRMT ademas de encargarse de la transcripcidon mitocondrial al formar
fragmentos largos de ARN sobre ADN de doble cadena (Clayton, 1991), funciona como
primasa al ser capaz de reconocer las secuencias de inicio y sintetizar fragmentos cortos de
ARN (<75 nt), resultando un hibrido ADN-ARN sobre templado de cadena sencilla (Xu y
Clayton, 1996). El hibrido contiene fragmentos cortos de ARN sintetizados por la POLRMT
utilizados como iniciadores tanto de la cadena lider como de la cadena retardada en la
replicacion mitocondrial (Wanrooij et al., 2008), comenzando sobre OriL y después con
cadena retardada como templado (Fuste et al., 2010) mediante una sintesis asimétrica entre

las dos cadenas (Chang y Clayton, 1985; Changet al., 1985).



Figura 3. Replisoma mitocondrial humano.

El esquema representa los componentes indispensables para la replicacién mitocondrial de humano.
En rojo se muestra la ADN polimerasa (POLG) conformada por tres subunidades, en morado la
helicasa hexamérica (Twinkle), en amarillo la ARN polimerasa (RPOLMT) capaz de sintetizar
iniciadores de ARN para utilizarse por POLG y en verde la proteina de unién a ADN de cadena
sencilla. Ademas las flechas sefalan los dos sitios de origen de replicacion de la cadena pesada (On)
donde inicia la sintesis hasta el origen de la ligera (OL) modificado de (Younget al., 2015).



1.4 Replicacion mitocondrial en Saccharomyces cerevisiae

1.4.1 noma mi ndrial . cerevisi

En S. cerevisiae, el genoma mitocondrial estd conformado por una molécula de

ADN de doble cadena de aproximadamente 85.8 kb (Chen y Butow, 2005). Este genoma

codifica algunas subunidades correspondientes a los complejos involucrados en la

fosforilacion oxidativa (Tabla 1), la citocromo ¢ oxidasa, ATP sintasa, asi como también
14S ARNry 21S ARNr , RNasa P y los ARN de trasferencia (ARNt™et, ARNtG, ARNt""e,

ARNtA2 ARNt™ cun, ARNt™acny y ARNLECYS ).

Tabla 1. Secuencias codificantes en el genoma mitocondrial de S. cerevisiae

Complejo Subunidades
Citocromo C oxidasa COXl1, COXlIl'y COXlll
"""""""""""""""""""""""" ATPsintasa |  ATP6,ATP8yATP
"""""""""""""""""""""""" ARNrbosomal | 21SARNry14SARNr
"""""""""""""""""""""""""""""" RNasaP | rReW®

ARN de transferencia

ARNtMet ARNtGH ARNtPe, ARNtA%2,
ARNt " cuyn, ARNtT scn, ARNLCYS

Para dar inicio a la replicacion del

genoma mitocondrial de S. cerevisiae se

presentan siete secuencias con identidad a origenes de replicacion (ori) (Fouryet al.,

1998), a diferencia del genoma mitocondrial humano que cuenta solamente con dos

origenes de replicacion (Fuste et al., 2010).

En S. cerevisiae tres secuencias oris

(ori4, ori7 y ori8) contienen una zona rica en

G+C por lo que no se consideran viables para dar inicio a la replicacion y cuatro (ori1,

ori2, ori3 y ori5), mantienen nueve nucleétidos conservados con sitios de replicacion

descritos, por lo que se consideran como posibles secuencias de inicio (Tabla 2)

(Baldacciet al., 1984; Biswas, 1999).
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Tabla 2. Secuencias de posibles origenes de replicacion

Origen de .

S Secuencia
replicacion
orit TATAAATA TATAAGTA ATAAATTAAGTTTTATAGGGGGAGGGGGTGGGTGA
ori2 TGTAAATA TATAAGTA ATAAATTAAGTTTTATAGGGGGAGGGGGTGGGTGA
ori3 TCTGGATA TATAAGTA ATAGGGGGAGGGGGTGGGTGATTAGAAACTAGAAT
ori5 ATTTAAAA TATAAGTA ATAGGGGGAGGGGGTGGGTGATAATAACAGAATA

*En negritas se muestra la secuencia promotora conservada y subrayada se sefnala la posicion de inicio

de la transcripcion. Tabla modificada de (Biswas, 1999).

1.5 Elementos replicativos en la mitocondria de S. cerevisiae

Las proteinas que intervienen en la replicacion y transcripcidon del genoma
mitocondrial de S. cerevisiae son codificadas y transcritas en el nucleo, para luego ser
transportadas al interior de la mitocondria (Elo, 2003), de igual manera que ocurre en

sistema mitocondrial del humano (de Zamaroczy y Bernardi, 1986).

Las proteinas que participan en la replicacion y transcripcion mitocondrial de
Saccharomyces cerevisiae (Tabla 3) descritos son: una ADN polimerasa (Mip1) que
participa en procesos de replicacién y reparacion del ADN (Foury, 1989; Viikovet al.,
2011), una proteina de unién a ADN de cadena sencilla (Rim1) encargada de evitar la
formacion de estructuras secundarias en las cadenas de ADN y una ARN polimerasa
mitocondrial (Rpo41) (Greenleafet al., 1986), acompanada de un factor de transcripcion
mitocondrial (Mtf1) que permite el reconocimiento de la secuencia promotora como

elemento indispensable en la transcripcion (Yanget al., 2015).

Las ARN y ADN polimerasas mitocondriales de S. cerevisiae han sido
relacionadas filogenéticamente con las del bacteriéfago T7 (Gray, 1999; Shutt y Gray,
2006a) por lo tanto el sistema replicativo de la levadura podria guardar semejanzas con

los de algunos bacteriéfagos, como los descritos previamente.
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1.5.1 Car. risti las ADN polimetr: mi ndrial

En general las ADN polimerasas pueden participar en procesos tales como
replicacion, reparacion y recombinacion, son clasificadas en familias de acuerdo a la
actividad que realizan (Fileeet al., 2002) . En la familia A, se clasifican las enzimas
involucradas en el proceso de replicacion, capaces de catalizar la adicion de
desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTP’s) en el extremo 3'-OH de un iniciador y con
actividad de 3" a 5’ exonucleasa (Bebenek y Kunkel, 2004). Las proteinas de esta familia
se han relacionado filogenéticamente con las de los bacteriofagos de la familia T (Shutt
y Gray, 2006a), siendo la ADN polimerasa mitocondrial de S. cerevisiae (Mip1) miembro

de esta familia.

1.5.1a ADN polimerasa mitocondrial de S. cerevisiae (Mip1)

Aunque Mip1 pertenece a la familia A de ADN polimerasas, a diferencia de las
enzimas de los bacteridfagos, contiene un extremo carboxilo terminal extendido. Esta es
una caracteristica compartida con otros hongos que poseen desde 47 hasta 338 a.a.
(Figura 4A) (Younget al., 2006).

Mip1 tiene un extremo carboxilo de 279 a.a. (Figura 4A), donde los residuos mas
alejados del dominio de polimerasa no son tan conservados como los mas cercanos. En
S. cerevisiae, este extremo C-terminal se ha descrito como una regién requerida para el
mantenimiento del genoma mitocondrial in vivo (Young et al., 2006), y es responsable
del equilibrio entre la actividad de polimerasa y exonucleasa in vitro (Viikovet al., 2012).

Ademas Mip1 es una polimerasa capaz de ser procesiva por si misma al
sintetizar fragmentos >6 kb in vitro, en contraste con la POLG (ADN polimerasa
mitocondrial de humano) y la ADN polimerasa de T7, que requieren de un factor de
procesividad (p55 y tiorredoxina respectivamente) para incrementar la longitud de las
cadenas de ADN (Viikov et al., 2011).
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Lo anterior ha llevado a la hipotesis de que Mip1 debe contener un sitio que le

permita prescindir de factores accesorios, siendo la extension del carboxilo terminal un

candidato para cumplir este requisito, ademas de posiblemente interaccionar con otros

elementos, o estar involucrado con la capacidad de desplazamiento de hebra (Viikov et

al., 2012).

Tabla 3. Componentes necesarios para la replicaciéon y transcripcion de diferentes

sistemas
. Bacteriofago Bacterofago . Mitocondria Mitocondria
Proteina T7 t4 E. coli de humano de
S. cerevisiae
ADN gp45 gp43 ADN pol Pol y Mip1
polimerasa (T7ADNpol) (T4ADNpol) (a,e,8) (subunidad A) (ADN pol y)
Factor de Thiorredoxina Pol y
procesividad (E. coli) - - (subunidad B) -
Complejo de
anclaje - + + - -
Helicasa gp4 gp41 DnaB Twinkle ?
replicativa
Primasa gp4 gp61 DnaG POLRMT 2
(hexamérica) (hexamérica) .
Proteina de
<z gp2.5 gp32 .
unién a EcoSSB HsmtSSB Rim1
ADNGS (T7SSB) (T4SSB)
ARN
. T7RNAP T4RNAP RNApol POLRMT Rpo41
polimerasa
Factor de TFAMA1
transcripcion - - TFB TFAM2 Mt

*El signo (-) significa que no estan presentes y (+) que si estan presentes. El signo (?) hace referencia a la ausencia de

estas proteinas.
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Figura 4. Andlisis filogenético de las ADN polimerasas mitocondriales

A)Representacién esquematica de la relacion filogenética entre las ADN polimerasas mitocondriales y
la longitud del dominio C-terminal. B) Analisis comparativo de las secuencias aminoacidicas del C-
terminal. Alineamiento obtenido empleando el programa PRALINE que muestra el nivel de
conservacion de las posiciones de los residuos mediante un coédigo de colores (azul menor
conservacion y rojo mayor conservacion). Tomado de (Young et al., 2006).
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1.5.2 Proteina nién a ADN de cadena sencilla B

Las proteinas de uniéon a ADN de cadena sencilla (SSB), se encargan de evitar la
formacion de estructuras secundarias durante la replicacion y mantienen interaccion con

otras proteinas replicativas (Holliset al., 2001).

En el replisoma mitocondrial de Drosophila melanogaster, la proteina SSB
incrementa la actividad de la ADN polimerasa (Farret al., 2004; Farret al., 1999). En el
caso del bacteriéfago T7, T7SSB estimula la actividad de la proteina gp4 (una helicasa-
primasa) durante la sintesis de iniciadores de ADN o ARN (Kim y Richardson, 1994). Se
sabe que en la mitocondria de humano HsmtSSB es capaz de estimular a la helicasa

Twinkle e incrementar el uso de los iniciadores para la sintesis de ADN (McKinney y
Oliveira, 2013).

Basados en la relaciéon entre T7SSB-T7ADNP y de que manera permite el
incremento en la sintesis de ADN, ésta se ha tratado de explicar mediante un modelo
(Figura 5), donde se afirma la uniébn mediante el extremo carboxilo terminal de la SSB
cargado negativamente con el sitio unién a ADN, regulada por la presencia del sustrato
para incrementar la procesividad del sistema (Ghosh et al., 2010). La explicacion que
ofrece este modelo también se ha considerado valida para las proteinas de la
mitocondria del humano (HsmtSSB y la POLG) (Marintchevaet al., 2008) y podria ser

similar en la levadura.
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Figura 5. Modelo del funcionamiento del extremo C-terminal de T7SSB

A) Funciones del extremo C-terminal como un escudo electrostatico. En ausencia de ADN, el extremo
carboxilo (en rosa se sefialan los residuos acidicos que le confieren la carga parcialmente negativa)
puede esta libre o unido al sitio de unién al ADN de cadena sencilla. B) Mecanismo de interaccién
entre el C-terminal con la proteina gp5 que se muestra en gris en la parte superior del panel (T7ADN
polimerasa). En presencia de ADN representado como una cadena color rojo (esquema inferior), el
sitio de union a ADN de la T7SSB se encuentra ocupado y el extremo C-terminal queda libre e
interacciona con las asas Ay B de la T7ADN polimerasa representada en color azul. Tomado de

(Marintcheva et al., 2008)
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1.5.2a Proteina de unién a ADN de cadena sencilla mitocondrial de S. cerevisiae (Rim1)

En S. cerevisiae, el gen nuclear RIM1 codifica una proteina mitocondrial de 13
kDa (Rim1), con capacidad de union a ADN de cadena sencilla, considerada esencial
para el mantenimiento del genoma mitocondrial (Van Dycket al., 1992) y capaz de
estimular la actividad de una helicasa de reparacién mitocondrial (Pif1) (Ramanagoudr-
Bhojappaet al., 2013). Sin embargo, hasta el momento no ha sido determinado otra

funcidn o relacion con otras proteinas de la replicacion.

1.5.3 ARN polimerasas mitocondriales

Las ARN polimerasas mitocondriales presentan relacion filogenética con las de
los bacteriofagos T7 y T3 (Cermakianet al., 1996). Sin embargo, las enzimas
mitocondriales suelen requerir factores accesorios para la formacién de una estructura
tipo burbuja, necesaria para tener disponible la cadena templado, y asi dar inicio a la

transcripcion (Figura 6) (Masterset al., 1987)

En lo que respecta a las ARN polimerasas mitocondriales de S. cerevisiae y A.
thaliana, los factores accesorios son dispensables si los templados son superenrollados
o de tipo burbuja, ya que no requieren de la formaciéon de la estructura de inicio

(Matsunaga y Jaehning, 2004).

1.5.3a ARN polimerasa mitocondrial de S. cerevisiae (Rpo41) y el factor de

transcripcion mitocondrial (Mtf1)

En S. cerevisiae los genes nucleares RPO41 y MTF1 codifican la ARN
polimerasa mitocondrial (Rpo41) de 153 kDa (Greenleaf et al., 1986) y su factor de
transcripcion (Mtf1) de 43 kDa consideradas como las proteinas responsables de la

transcripcion de genes mitocondriales (Carrodeguaset al., 1996).
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La Rpo41 tiene un carboxilo terminal similar a las ARN polimerasas de los
bacteriéfagos T3 y T7, con un sitio catalitico y el dominio de reconocimiento del

promotor (Cermakian et al., 1996).

El dominio amino terminal de Rpo41 mantiene la regulacion entre el inicio y la
enlongacion durante la transcripcion, mediante la interaccion con Mtf1 (Figura 6b)
(Masters et al., 1987). Mtf1 es la proteina requerida para comenzar la apertura de tres o
cuatro bases alrededor del sitio de inicio de la transcripcion (Figura 6a), comenzando la
discriminacion de los nucledtidos rio arriba de la secuencia promotora para la

incorporacion de nucleétidos por Rpo41 (Paratkar y Patel, 2010; Savkinaet al., 2010).

La ARN polimerasa Rpo41 es una proteina sin reconocimiento especifico de
secuencia, pero si dependiente de la estructura del templado mediante la modificaciéon
de Mtf1 al unirse al ADN formando una estructura tipo burbuja por la apertura de la
doble cadena (Figura 6a) (Yang et al., 2015).

Otro elemento estructural importante de Rpo41 es el pulgar, dominio relacionado
con la regulacién de la procesividad y cuando este se ve afectado el numero de
fragmentos abortivos se incrementa, ya que el complejo se encuentra inestable

(Velazquezet al., 2015).

1.5.4 Factor accesorio de la transcripcion (Mtf1)

Mtf1 es una proteina de 43 kDa que interacciona con Rpo41 mediante diversas
regiones de la proteina (Figura 6a) y con un extremo carboxilo terminal que se une con
la cadena abierta del templado de ADN (Figura 6b) y asi permitir la formacion del
complejo Mtf1-Rpo41-ADN (Temiakovet al., 2000).
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Figura 6. Modelo de la formaciéon del complejo Rpo41-Mtf1-ADN.

A)Modelo de interaccion entre Rpo41-Mtf1-ADN basado en analisis de entrecruzamiento. B) Dominio
C-terminal de Mtf1 y su interacciéon con el sustrato. C)Elementos estructurales analogos entre
T7RNAP y Rpo41. La cadena no templada se muestra en color rojo y el templado de color verde, y se
muestra internalizando el Mtf1 de color lila, observando de que manera internaliza la secuencia
promotora entre Rpo41 y el Mtf1 representando la apertura del promotor el comienzo de la
transcripcion de esta region. La tabla en C muestra la comparacion con el sistema del bacteriofago T7
de acuerdo al modelo por homologia. Tomado de (Paratkar y Patel, 2010).
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1.5.4a Importancia de Mtf1 en el inicio de la transcripcion mitocondrial en S. cerevisiae

El complejo descrito como Mtf1-Rpo41 da inicio al proceso de transcripcidon
mediante la formaciéon de la estructura tipo burbuja por parte de Mtf1 (Figura 6a), y
Rpo41 comienza la sintesis de ARN utilizando como templado las secuencias
promotoras del genoma mitocondrial (Biswas, 1999). La relaciéon fisica entre las
proteinas esta dada entre el dominio N-terminal de Rpo41 con Mtf1, por lo que la
eliminacién de un fragmento del dominio amino (185 a.a.) da lugar a levaduras con un
fenotipo petite (colonias de menor tamafio por su lento crecimiento) (Wang y Shadel,
1999).

La ARN polimerasa de T7 (T7RNAP) y de humano (POLRMT) comparten la
composicion y el mecanismo de interaccion con el ADN mediante el dominio
denominado horquilla de intercalacién B, que se encuentra entre las posiciones 1127 y
1149 en T7RNAP y entre 610 y 620 en humano. La importancia de este dominio se ha
descrito en POLRMT, al determinar que la eliminacion de dichos residuos inactiva la
transcripcion de un templado de doble cadena, pero no en un promotor parcialmente
abierto, por lo que se considera de importancia durante la apertura del promotor
(Ringelet al., 2011).

Por homologia con estos modelos, en un trabajo previo se consider6 que en
Rpo41 corresponde a la region entre los aminoacidos 641 y 643. Region encargada de
la apertura de un sustrato de cadena doble, al formar un complejo en conjunto con Mtf1
(Figura 6). Por lo que la delecion de dicho dominio ( 641-643 a.a.), incapacita la
formacion de la estructura de burbuja aun en presencia de Mtf1, y solamente si el
sustrato es ADN superenrollado o de tipo burbuja, la versidén deletada presenta actividad
de transcripcién (Matsunaga y Jaehning, 2004; Velazquezet al., 2012). Esto es similar a
lo que ocurre con el asa de reconocimiento descrita para T7TARNP donde se sabe que la
region entre los residuos 226 y 245 es indispensable para la apertura del promotor
(Figura 6c¢) (Brieba y Sousa, 2001).
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1.6 Proceso replicativo mitocondrial: Origenes de replicacion en la
mitocondria.

En el sistema de replicacion mitocondrial de humano, dos secuencias
correspondientes a origenes de replicacion (OriL y OriH) son utilizadas como templado
por la ARN polimerasa (POLRMT) para sintetizar los iniciadores que requiere la ADN
polimerasa gamma (POLG) y asi dar inicio a la replicacién (Fuste et al., 2010; Wanrooij
et al., 2008).

En el genoma mitocondrial de S. cerevisiae existen cuatro origenes de replicaciéon
funcionales, similares a las secuencias presentes en la mitocondria humana (Biswas,
1999). Se piensa que éstas son secuencias especificas para dar inicio a la replicaciéon
ya que son semejantes a la estructura de OriL y OriH (de Zamaroczyet al., 1984) y que
sirven como templado para la formacién de un hibrido de ARN-ADN complementarios a

las secuencias oris durante la replicaciéon (Baldacci et al., 1984).

La replicacion mitocondrial del humano se lleva a cabo mediante el
desplazamiento de hebra (Korhonen et al.,, 2004). En contraste en el sistema
mitocondrial de S. cerevisiae, se han propuesto dos caminos (Figura 7): 1) donde Rpo41
es capaz de sintetizar pequefios fragmentos de ARN utilizados como iniciadores
(Baldacci et al., 1984; Bernardi, 2005) y 2) donde por accion de la ADN glicosilasa Nig1
al romper la doble cadena de ori5 se genera un extremo 3'OH que sirve como sitio de

inicio para la recombinacion del ADN (Figura 7) (Linget al., 2007).

1.7 Helicasas replicativas mitocondriales de S. cerevisiae

En la mitocondria de S. cerevisiae hay dos helicasas involucradas en la recombinacion
(Hmi1 y Pif1) pero no una helicasa replicativa (Ramanagoudr-Bhojappa et al., 2013;
Sedmanet al., 2005), por lo que se considera que quiza el sistema replicativo mitocondrial no
requiere de la presencia de la funcién de helicasa o primasa de Twinkle perdiendo este tipo
de enzima (Shutt y Gray, 2006b).
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Por lo tanto, el comportamiento en cuanto a estas funciones podria ser parecido a lo
que se observa en la mitocondria de células humanas, ya que el resto de las proteinas

involucradas en la replicacion ya han sido descritas.

Estas dos propuestas sirven como base para la idea de conocer mas a afondo la
interaccion entre los elementos conocidos y aquellos que no han sido dilucidados hasta
el momento, como son la helicasa y primasa en el sistema replicativo de la levadura S.

cerevisiae.

in bud —

I in mother cell

“Nig1

Crossing-over type homologous recombination

__________%________%__

Figura 7.Replicacién del ADN de doble cadena por el modelo de circulo rodante y
recombinacion homoéloga.

Representaciéon esquematica del modelo de replicacion mediante el rompimento de la cadena
doble y la recombinacion mediante el circulo rodante. Se observa representado el ADN con el
sitio de origen de replicacion en cual se introduce la enzima Ntg1. En la doble cadena que fue
cortada quedando expuestos dos extremos 3' de cadena sencilla por accion de una
exonucleasa. Si uno de los extremos 3' de cadena sencilla se une con un ADN mitocondrial
circular se logra la replicacion mediante el circulo rodante formando un heteroduplex. La
segunda manera en la cual puede llevarse a cabo es mediante la unién de dos moléculas
mediante el entrecruzamiento de las mismas al reparar los extremos expuestos. Tomado de
(Ling et al., 2007).
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Il. JUSTIFICACION:

En el replisoma mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae las proteinas
involucradas durante el proceso de replicacion descritas hasta el momento son Mip1 y
Rim1. Se desconocen las proteinas encargadas de la actividad de primasa y helicasa

replicativa, asi como, la relacién entre los elementos participantes.

Por lo tanto, este trabajo pretende definir la funcidén de primasa entre los
elementos del sistema y si esta esta primasa es especifica de una secuencia
conservada. También se pretende evaluar los componentes necesarios para reconstruir

el complejo de replisoma in vitro.

lIl. HIPOTESIS

El replisoma mitocondrial de S. cerevisiae requiere solamente de cuatro proteinas

(Mip1 , Rpo41, Mtf1 y Rim1) para funcionar in vitro.

23



IV. OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar las actividades de 4 proteinas (Mip1, Rpo41, Mtf1 y Rim1) y su forma de
interaccion funcional para reconstruir el replisoma minimo de la mitocondria de S.

cerevisiae.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Establecer el sistema de replicacion in vitro con el minimo numero de
componentes del replisoma mitocondrial de S. cerevisiae.

i) Definir si Mip1 es capaz de utilizar iniciadores de ARN o ADN.

ii) Determinar si Rpo41 es capaz de sintetizar iniciadores utilizando secuencias
promotoras y de origenes de replicacion como templado.

iif) Determinar los elementos minimos para la sintesis de ADN y evaluar si la
interaccion promueve la sintesis de producto.

2)Evaluar la importancia de los dominios C-terminal de Mip1

i) Relacionar la importancia del C-terminal de Mip1 en la sintesis de ADN y el
desplazamiento de hebra.

3) Determinar el efecto de relaciéon entre Mip1, Rpo41, Mtf1 y Rim1 en el replisoma.
i) Evaluar la importancia de la presencia de Mtf1 en la replicacion.
ii) Distinguir el efecto de Rim1 en la sintesis de iniciadores por Rpo41

iii) Determinar la importancia de Rim1 sobre la actividad de Mip1

24



VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Clonacion de los genes utilizados para la expresion de proteinas

6.1.1 Clonacion de ADN polimerasa mitocondrial de S. cerevisiae (MIP1)

La clonacion del gen sintético Mip1 sin la secuencia correspondiente al péptido
sefal fue hecha en el vector pET19b con una etiqueta de histidinas con sitio de corte
para la enzima Precision Protease® entre los sitios Nde | y Bam HI, por el Dr. Luis

Brieba.

La construccion anterior (Mip1::pET19b) se utilizé para la obtencion de mutantes
deletadas en el C-terminal (175, 196, 227 y 263 a.a.) mediante mutagénesis sitio-dirigida
utilizando el protocolo descrito para la polimerasa Q5 mutagenesis® con los iniciadores

correspondientes para cada una de las versiones deletadas (Anexo ).

6.1.2 Obtencion de mutantes de la proteina de union a ADN de cadena sencilla de S.
cerevisiae (RIM1)

La secuencia codificante de Rim1 sin el péptido sefal se encuentra clonada entre
los sitios de restriccion Nde | y Bam HI en el vector pET19b con una etiqueta de 6
histidinas y modificado con sitio de corte para la enzima Precision Protease® (esta

construccion fue donada por el Dr. Luis Brieba de Castro).

Las mutantes de Rim1 con la eliminacion de 11 y 15 a.a. en el C-terminal fueron
obtenidas mediante mutagénesis sitio-dirigida usando el kit “Quick Change, Site directed
Mutagenesis”® (Stratagene). Se utilizaron 2 oligonucleétidos de 45 pb para cada una,
con la mutacion a introducir en el centro (Anexo 1), y mediante una reaccion de PCR se
amplifico el plasmido completo. Para eliminar el plasmido silvestre se digirié la reaccién
con Dpn | a 37 °C toda la noche. El amplificado digerido se transformé en células
quimio-competentes mediante choque térmico y de las colonias obtenidas, se extrajo
ADN plasmidico. Los plasmidos se secuenciaron para confirmar la mutacion codifican

para un codén de paro.
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6.2 Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes
2.1 Pr /1 xXpresion rificacion de Mip1

La version silvestre y las mutantes delecionadas fueron expresadas
transformando células quimio-competentes de E. coli ArticExpress® mediante choque
térmico segun el protocolo descrito (Sambrook, 2006). Las transformantes fueron
inoculadas sobre placas de LB con ampicilina (100 mg/ml) y gentamicina (75 mg/mll). y

crecidas a 37 °C toda la noche, para utilizarse como inoculo.

El inoculd se preparé directamente por desprendimiento de las colonias de la caja
con lavados de LB y se depositaron en un matriz con 1 L de LB. El cultivo se creci6 por
3 ha 37 °C y 200 rpm. El cultivo se enfri6 a 10 °C y se adicioné IPTG a una
concentracion final de 0.5 mM, se mantuvieron a 10 °C por 24 h a 200 rpm durante toda
la noche. Posteriormente fueron centrifugados a 4,400 x g para obtener el paquete

celular que fue congelado a —80 °C hasta ser utilizado.

Para la purificacién de Mip1 y sus variantes se utilizé un protocolo modificado de
Viikov (2012), donde las células fueron resuspendidas en buffer A (50 mM Hepes pH
8.4, 500 mM NaCl, 10% glicerol, y 1 mM PMSF). Para su lisis se adicioné lisozima a una
concentracion final de 0.5 pg/mly se incub6 a 4 °C por 30 min, la muestra se congel6 en
nitrégeno liquido y se descongel6é 3 veces, para después sonicar en hielo durante 7
ciclos de 30 seg por 1 min de descanso en hielo entre cada ciclo.

Al lisado se adicion6 1 mM PMSF vy se centrifug6 a 17,300 x g a 4 °C durante 1 h.
El extracto libre de células se filtr6 a través de una membrana de poro 0.45 pm y se
utilizé para la purificacion mediante afinidad a Niquel. En columas His-trap® que se
equilibraron con 20 volumenes de buffer A, se cargo el sobrenandante y se efectuaron
los lavados con el buffer A adicionado con imidazol 20 y 40 mM, para finalmente eluir la

proteina con 500 mM de imidazol. La elucion fue dializada contra el bufffer B (50 mM
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Hepes pH 8.4, 100 mM NaCl, 10% glicerol, 2 mM EDTAy 1 mM DTT) durante toda la
noche a 4 °C.

Para el segundo paso de la purificacion se utilizé una columna de intercambio
idnico His-Heparin® equilibrada usando el buffer B. La elucién dializada se anadi6 a la
columna y se le hicieron lavados con 30 volumenes de buffer B conteniendo 150 mM
NaCl y 40 volumenes con 250 mM NaCl. Finalmente, la proteina se eluy6 utilizando 500
mM NaCl y fue dializada contra el buffer de mantenimiento (20 mM Tris-HCI pH 8, 10
mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5 mg/ml de BSA y 50% de glicerol) durante toda la

noche a 4 °C y almacenada a -20 °C.

6.2.2 Protocolo de expresion y purificacion de Rim1

Se utilizaron las construcciones conteniendo el gen RIM7 y las versiones
deletadas para transformar células quimio-competentes de la cepa E. coli BL21star®
mediante choque térmico segun el protocolo descrito (Sambrook, 2006). Las
transformantes fueron inoculadas sobre placas de medio LB con ampicilina (100 ug/ml)

y crecidas a 37 °C toda la noche.

Las colonias resultantes se lavaron con medio LB para inocular 1 L de cultivo. El
cultivo fue crecido a 37 °C en y 200 rpm hasta una D.O. de 0.6 a 600 nm, e inducido
adicionando 0.5 mM IPTG. El cultivo se mantuvo a 16 °C y 200 rpm durante toda la
noche. Posteriormente las células fueron centrifugados a 4,400 x g y se congelaron a —

80 °C hasta ser utilizadas.

La proteina se purificé con un protocolo modificado al descrito por Ramanagoudr-
Bhojappa (2013). Las células se resuspendieron en buffer A (20 mM fosfato de sodio pH
7.5, 300 mM NacCl, 10 % glicerol y 1 mM PMSF). Para la lisis se adicioné lisozima a una
concentracion final de 0.5 ug/ml e incubd a 4 °C por 30 min. La muestra fue sonicada en

hielo durante 10 ciclos de 30 seg por 1 min de descanso en hielo entre cada ciclo.
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El lisado fue adicionado con 1TmM PMSF y centrifugado a 17,300 x g a 4 °C
durante 1 h. El sobrenadante filtrado se utilizé para la purificacion mediante afinidad a

niquel, usando la columna ya descrita.

Se utilizaron 15 volumenes de buffer A para equilibrarla y afadir el extracto
filtrado. La columna se lavo tres veces con 20 volumenes del buffer A conteniendo
respectivamente imidazol 0, 20, 40 y 50 mM, para eluir con 3 volumenes del buffer A con
imidazol 500 mM. El eluido fue dializado contra buffer B (20 mM Tris-HCI pH8, 20 mM
NaCl, 10% de glicerol), adicionado inmediatamente con 1 mM EDTA, 2 mM DTT y la

enzima Presicion Protease® e incubado a 4 °C por toda la noche.

Para el segundo paso de la purificacion se utilizé una columna de intercambio
ionico His-Heparin® equilibrada con el buffer B. La fraccion dializada se afadié a la
columna y se hicieron lavados de 30 volumenes de buffer B con 50 mM NaCl y 30
volumenes con 100 mM NaCl. La elucion se hizo utilizando 500 mM NaCl para ser
dializado contra el buffer de mantenimiento (20 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 5 mg/ml BSA y 30% glicerol) a 4 °C durante toda la noche y

almacenada a -80 °C.

6.2.3 Expresion y purificacion de Rpo41 y Mtf1.
La expresidon y purificacion se llevd a cabo de acuerdo a lo reportado por
(Velazquez, 2013).
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6.3 Determinacion de la capacidad de Mip1 para utilizar iniciadores de
ADN y ARN.

6.3.1 Formacion de templados para los ensayos.

Se utilizaron oligonucledétidos complementarios de 24 nt y de 45 nt (Anexo |). El
iniciador de 24 nt fue marcado en el extremo 5' con y-[P3?]-ATP, usando T4
polinucledtido cinasa y fue purificado con el kit de eliminacion de nucledtidos (Qiagen®)
de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Los sustratos fueron hibridados (24-45) a
una concentracion final de 10 nM en buffer de hibridaciéon (20 mM Tri-HCI pH 7.5 y 150
mM NacCl) incubando a 95 °C por 5 min y se dejo bajar la temperatura paulatinamente

hasta 20 °C aproximadamente antes de almacenarlos a -20 °C hasta su uso.

6.3.2 Ensayo de actividad de polimerasa y exonucleasa de Mip1.

La capacidad de polimerizacion de Mip1 fue evaluada con un sustrato de cadena
doble constituido por una cadena templado de 45 nt hibridado a un iniciador de 24 nt de

ADN o ARN, etiquetado con y-[P32]-ATP a una concentracion final de 1 nM.

La reaccion se llevé a cabo en el buffer de reaccién (20 mM Tris-HCI pH8, 20 mM
KCIl, 1 mM DTT y 0.5 mg/ml BSA) en presencia de 1 nM de sustrato (DNA-DNA o RNA-
DNA), 0.3 nM de Mip1 e inicio al adicionar 10 mM MgCl2y 100 uM de dNTP’s incubando
a 30 °C por los tiempos indicados en cada caso. La actividad de exonucleasa se analizd

en reacciones bajo las mismas condiciones, en ausencia de dNTP’s.

En ambos casos, para detener la reaccion se utilizé buffer de paro (90%
formamida, 50 mM EDTA y 0.01% xilen cianol), las muestras fueron desnaturalizadas al

calentarse a 95 °C por 5 min y se pusieron en hielo inmediatamente.

Posteriormente, las muestras se analizaron en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 16 % conteniendo 8 M de urea, a 50 watts constantes. El gel se dejo
exponiendo toda la noche para visualizarse con un equipo Storm 840 Phosphorimager

al dia siguiente.
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6.4 Eficiencia de transcripcidén por Rpo41: importancia de la secuencia del
templado

6.4.1 Ensayo de transcripcion

Las mezclas de reaccion se hicieron utilizando buffer de transcripcion (20 mM
Tris-HCI pH 8, 4 mM MgClz, 10 mM DTT), 150 uM NTP’s, 2 uCi/pl [a-P32]-ATP (3000 uCi/
mmol), 5 uM de ADN del promotor sintético previamente hibridado (14S, ori1, ori2, ori3,
ori5 y COX ), 1 uM de Rpo41 y 3 uM de Mtf1 como se ha reportado anteriormente
(Velazquez et al., 2012).

Las reacciones se incubaron a 30 °C y se detuvieron mediante la adicion del
buffer de paro ya descrito a los tiempos indicados. Las muestras se analizaron en un gel
de poliacrilamida desnaturalizante al 25%. Fueron reveladas mediante Phospholmager

después de 12 h de exposicion.

6.5 Determinar si la apertura de las cadenas se relaciona con un elemento

diferente a Mtf1

6.5.1 Ensayo de transcripcion en un templado de doble cadena o burbuja para evaluar

el efecto de Mtf1

El ensayo se llevdo a cabo de igual manera que el ensayo de transcripcion
utilizando los templados ori1 y ori5 a una concentracién 1 uM hibridados para formar un

sustrato de doble cadena o de tipo burbuja (Anexo 1).

Para el ensayo se utilizé6 como control Rpo41AHNG (una mutante deletada en los
residuos 641-643, correspondientes a la horquilla de intercalacion necesaria para la
apertura del promotor en un sustrato de doble cadena aun en presencia de Mtf1)
(Velazquez et al., 2012).
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6.6 Reconstitucion del replisoma in vitro

6.6.1 Sintesis de ADN utilizando sustratos cortos de ADN de doble cadena

Se utilizaron como sustrato los oligonucledtidos correspondientes a las
secuencias promotoras que fueron hibridados previamente (ver Anexo 1). Las
reacciones se hicieron utilizando el buffer de transcripcién, 1 uM de templado, 1 yM de
Rpo41, 3 uM de Mtf1 y 3 nM de Mip1, 150 uM NTP’s, 250 uM dATP, 250 uM dTTP, 250
MM dCTP, 10 uM dGTP y 2 uCi/ul a-[P32]-ATP (3000 yCi/mmol), condiciones modificadas
de (Velazquez et al., 2012).

Las muestras fueron incubadas a 30 °C por 15 min y la reaccion se detuvo
adicionando buffer de paro y calentadas a 95 °C por 5 minutos para después ser
analizadas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 25% y 6 M urea. El gel fue

expuesto toda la noche y revelado utilizando Phospholmager.

6.6.2. Ensayo de sintesis de ADN utilizando como sustrato ADN de doble cadena

Se utilizo el plasmido pUC19 conteniendo las secuencias promotoras clonadas
entre los sitios Hind lll y Bam HI (Velazquez et al., 2012). Las reacciones contenian el
ADN a una concentracion de 1 nM, 1 uM de Rpo41, 3 uM de Mtf1 y 3 nM de Mip1, 150
MM NTP’s, 250 uM dATP, 250 yM dTTP, 250 uM dCTP, 10 uM dGTP vy los productos
fueron marcados utilizando 2 pCi/ul [a-P32]-dGTP (3000 yCi/mmol). Se resolvieron en un
gel nativo de agarosa al 0.8% que fue corrido a 3 volts/cm, secado al vacio y revelado

mediante el Phospholmager después de 12 h de exposicién.

6.6.3 Ensayo de procesividad de Mip1

El ensayo se llevd acabo con el buffer de reaccion (20 mM de Tris-HCI pH 8, 10
mM KCI, DTT 1 mM, BSA 100 mg/ml), utilizando 4 nM M13mp18 y 4 nM Mip1. La
mezcla de reaccion se incubod por 2 min a 30 °C y se dio inicio con la adicién de 5 mM
dNTP’s y 2 mM MgClz. La reaccién se detuvo utilizando buffer de paro conteniendo 50

mM NaOH, 1 mM EDTA y 30% ficoll y la muestra se analizé en un gel de agarosa
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desnaturalizante (alcalino) a 1.5 volts/cm por aproximadamente 14-16 h para después

secarse al vacio a 40°C por 8 h.

6.7 Evaluacion de la funcién de Rim1 en la sintesis de iniciadores por
Rpo41 y la actividad de Mip1

6.7.1 Efecto de Rim1 sobre la sintesis de iniciadores de ARN

Se utilizé como templado el ADN de cadena sencilla M13mp18 (New England
Biolabs) a una concentracién de 10 uM, 1 uM de Rpo41, 3 uM de Mtf1 y diferentes
concentraciones de Rim1 (0.6, 1.2 y 2.4 1 uyM), 150 uM de NTP’s y los productos se
marcaron con 2 uCi/ul a-[P32]-ATP (3000 uCi/mmol).

Las reacciones se incubaron a 30 °C por 20 minutos y se detuvieron afadiendo
buffer de paro. Los productos fueron separados en un gel de poliacrilamida

desnaturalizante al 6% y 8 M urea.

6.7.2 Efecto de Rim1 sobre el uso de iniciadores de ARN

Las reacciones se hicieron de igual manera que en el ensayo anterior, afiadiendo
100 nM Mip1y 250 uM dNTP’s, pero en este caso los productos fueron marcados con 2
MCi/ul a-[P32]-dGTP (3000 pCi/mmol). Los productos de ADN se analizaron por medio de
electroforesis en un gel de agarosa alcalino al 0.8 % a 1.5 v/icm, que fue posteriormente

secado al vacio por aproximadamente 6 h a 40 °C.

6.7.3 Efecto del extremo C-terminal de Rim1 sobre la procesividad de Mip1

El ensayo se llevd a cabo de igual manera que el de procesividad de Mip1, en presencia
de 160, 320, 640 y 1280 nM Rim1. La reaccién se detuvo mediante el buffer de paro (60 mM
NaOH, 1 mM EDTA, 30% ficoll (v/v) y 0.025% azul de bromofenol). los productos se corrieron
en un gel de agarosa alcalino al 0.8% de acuerdo al protocolo descrito a 2.5 volts/cm
(Sambrook, 2006). El gel fue secado al vacio a 40 °C por aproximadamente 6 h, después fue

expuesto por 12 h y revelado mediante Phospholmager.
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6.8 Evaluacion de la capacidad de uniéon a ADN por Mip1 y Rim1

6.8.1 Ensayo de union a ADN mediante anisotropia

6.8.1a Uniéon a ADNcs por Rim1

La afinidad de uniéon a ADN por Rim1 y sus mutantes truncadas en el C-terminal fue
determinado por los cambio de anisotropia de los oligonucléotidos dT de cadena sencilla de
45 y 70 nt etiquetados en el extremo 3', el ensayo fue similar al descrito previamente

(Ramanagoudr-Bhojappa et al., 2013).

Las reacciones contenian buffer de unién (25 mM Hepes pH 7.5 25 mM, 50 mM NacCl,
10 mM MgCI2, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT y 0.1 mg/ml BSA), 33 nM de sustrato de ADN de
cadena sencilla y diferentes concentraciones de Rim1 (0, 0.25, .5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 nM)
en placas de 96 pozos negras de fondo plano (Greiner Bio-One). Fueron incubadas a 25 °C
por 5 min y los cambios de anisotropia fueron medidos utilizando el lector de microplacas con
detector de fluorescencia (TECAN Infinite M1000) a una longitud de onda de emision de 475
nm y de absorcion de 520 nm. Se utiliz6 como solucién de referencia una muestra de 1 nM
fluoresceina. Los valores de Kd fueron estimados usando el programa Prism 5.01 mediante

el modelo de la ecuacion Y=Bmax* X/(Kd+X). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

6.8.1a Unién a ADNdc por Mip1

Para el ensayo de uniéon a ADN por Mip1 se utilizé un sustrato idéntico al del ensayo de
actividad (24-45 nt), donde el sustrato de 24 nt se encuentra marcado con el fluoroforo. Las
reacciones se realizaron en placas negras de 96 pozos de fondo plano (Greiner Bio-One) y
contenian el buffer de reaccién descrito en el ensayo de actividad, 1 nM ADN de cadena
doble, 2 mM MgCl2, concentraciones crecientes de las versiones de Mip1 (0, 1, 2, 4, 8, 16,
32, 64 y 128 nM) en presencia y ausencia de 5 yM ddGTP. Fueron incubadas a 30 °C por 5
min y los cambios de anisotropia fueron medidos utilizando el lector de microplacas con
detector de fluorescencia (TECAN Infinite M1000) a una longitud de onda de emision de 475

nm y de absorcion de 520 nm. Se utiliz6 como solucién de referencia una muestra de 1 nM
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fluoresceina. Los valores de Kd fueron estimados usando el programa Prism 5.01 mediante

el modelo de la ecuacién de Michaelis Menten Y = Vmax*X/(Km + X). Todos los ensayos se
realizaron por triplicado.

6.8.2 Ensayo de movilidad electroforética (EMSA).

6.8.2a Uniéon a ADNcs por Rim1 mediante el ensayo de retardo.

Se utilizé un sustrato idéntico al del ensayo de anisotropia (dT 45 y 70 nt) que fueron
marcados con y-[P32]-ATP en el extremo 5'. Las condiciones de reaccion fueron las mismas
que las del ensayo de anisotropia. Los productos fueron analizados mediante un gel de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes al 10 %. El gel fue revelado por

autoradiografia, los datos analizados por densitometria utilizando el software Quant TL® y la
Kd calculada con Prism 5.01.
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Vil. Resultados

7.1 Obtencion de las proteinas silvestres

7.1.1 Expresion

rificacién de Mip1

Las proteinas Mip1 y Rim1 se obtuvieron por expresion en la cepa de E. coli

Artic®. El rendimiento para Mip1 (144 kDa) fue de ~0.2 mg por litro de cultivo y el

de Rim1 (13 kDa) de ~0.5 mg por litro de cultivo. En la Figura 8, se presentan los

geles desnaturalizantes con las proteinas purificadas.
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Figura 8. Purificacion de Mip1 y Rim1

A)Gel SDS-PAGE al 8 % tefiido con
azul de Comassie R250. Mip1 fue
purificada de acuerdo al protocolo
descrito en la Seccion de Material y
Métodos, obteniendo un rendimiento de
0.2 mg por 1 L de cultivo. Carril 1:
marcadores de peso molecular. Carril
2: Mip1 . B) Gel SDS-PAGE al 17%
tefiido con azul de Comassie R250.
Rim1 se purific6 como se indica en
material y métodos con un rendimiento
de 0.5 mg/ml por 1 L de cultivo. Carril
1: Marcador de peso molecular. Carril
2: Rim1.
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7.2 Mip1 es capaz de utilizar iniciadores de ADN y ARN

7.2.1 Evaluacién de la actividad de Mip1 sobre templados ADN:ADN

La capacidad de incorporacion de dNTP’s por Mip1, se determind con un
sustrato formado por un iniciador de ADN (24 nt) marcado con y-[P32]-ATP e
hibridado a un ADN templado de 45 nt. La reaccién se detuvo alos 0, 2, 4, 8 y 16

min, tomando muestra en cada tiempo.

La figura 9 muestra que Mip1 es capaz de extender el iniciador de ADN de
24 nt hasta un producto de 45 nt en presencia de dNTP’s. Cuando el tiempo de
reaccion fue de 4 minutos, se ha utilizado el ~90% del sustrato de acuerdo a la

intensidad de la banda.

La actividad 3'-5' exonucleasa fue demostrada por la aparicién de bandas
de menor tamafo, que son el resultado de la degradacién del iniciador marcado
(Figura 9, carriles 1 a 5). Por lo tanto, se puede concluir que Mip1 presenta un
equilibrio entre la actividad de polimerasa y de exonucleasa de acuerdo al tiempo

de incubacion.

Por otro lado, se evalud la actividad de exonuclesasa utilizando el mismo
sustrato en ausencia de dNTP’s. Los productos de degradaciéon fueron desde un
tamano de 23 hasta 5 nt, proporcional al tiempo de reaccion (Figura 9, carriles 6 al
10), por lo que consideramos a Mip1 funcional en las condiciones de trabajo, al ser
capaz de extender y degradar un iniciador de ADN. Este resultado es similar al que

se ha observado en trabajos anteriores (Viikov et al., 2011).
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Figura 9. Mip1 es capaz de extender iniciadores de ADN y muestra actividad de 3'-5’
exonucleasa sobre un templado ADN-ADN

Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 16%, que muestra el equilibrio entre la capacidad de
extender un iniciador de ADN y la degradacion por la actividad de exonucleasa. Se utilizé un
sustrato de 45 nt hibridado a un oligonucledtido de 24 nt marcado con y-[32P]-ATP, que seria
utilizado como iniciador por Mip1, como se indica en el esquema en la parte baja de la imagen.
La reaccion se llevo a cabo en las condiciones indicadas en Material y Métodos; en presencia de
dNTP’s(carriles 1 al 5). Se puede observar la capacidad de formacién de producto de manera
progresiva de acuerdo al tiempo de incubacién con productos de la extension desde 25 hasta 45
nucledtidos, manteniendo un equilibrio con la actividad de exonucleasa. En ausencia de dNTP’s
(carriles 6 al 10), la actividad de exonucleasa se observa progresiva en relacién al tiempo de
reaccion, obteniendo un producto de degradacién desde 23 hasta 5 nucledétidos.
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7.2.2 Evaluacién de la actividad de Mip1 sobre templados hibridos de ARN:ADN

En el replisoma mitocondrial de humano, la RPOLMT es la encargada de la
sintesis de fragmentos cortos de ARN utilizados como iniciadores por POLG,
funcionando como primasa (Wanrooij et al., 2008). Pensando en que Rpo41 al igual
que la ARN polimerasa mitocondrial de humano sintetiza iniciadores de ARN,

decidimos evaluar si Mip1 era capaz de utilizar fragmentos de ARN como
iniciadores.

Para el ensayo utilizamos un sustrato similar al del ensayo anterior, con un
templado hibrido formado con un iniciador de ARN (24 nt) marcado con y-[P32]-ATP
e hibridado a un oligonucleétido complementario de ADN (45 nt). La actividad se

detuvo alos 0, 2, 4, 8 y 16 minutos.

El iniciador se extendié hasta un producto de 45 nt pero los productos de
degradacion son de mayor tamaino y en menor proporcion que los obtenidos con un
sustrato de ADN (Figura 10, carriles 1 al 5). Ademas al comparar con el sustrato
ADN-ADN, Mip1 es mas eficiente utilizando un iniciador de ADN que de ARN a los
4 minutos (Figura 9 y 10, carril 3) ya que so6lo el 60% del iniciador fue extendido a

los 4 min.

La evaluacion de la actividad de exonucleasa se hizo sobre un sustrato de
ARN en ausencia de dNTP’s, similar al ensayo anterior. Los productos de
degradacion obtenidos fueron de 23, 22, 21, 20 y 19 nt (Figura 10, carriles 6 al 10)
a diferencia del ensayo con ADN donde el fragmento mas pequefo fue de 5 nt a los
8 y 16 minutos (Figura 9, carriles 9 y 10). De tal manera que se concluye que Mip1
es capaz de extender y degradar iniciadores de ADN y ARN , pero con diferente

eficiencia.
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Figura 10. Mip1 es capaz de extender iniciadores de ARN y muestra actividad de 3'-5’
exonucleasa sobre un hibrido de ARN-ADN

Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 16%, que muestra la capacidad de Mip1 de polimerasa
y exonuclesasa sobre un sustrato hibrido ARN-ADN. Se utilizé6 como sustrato un oligonucleétido
de 24 nt de ARN marcado con y-[3?P] hibridado a un oligonucleétido de ADN de 45 nt. La
reaccion se hizo bajo las condiciones indicadas en Material y Métodos. Mip1 tiene capacidad de
polimerasa y exonucleasa de manera progresiva de acuerdo al tiempo en presencia de dNTP’s
(carriles 1 al 5). En ausencia de dNTP’s (carriles 6 al 10), Mip1 tiene actividad de exonucleasa
progresiva en relacion al tiempo,hasta un fragmento de 19 nucledtidos. Mip1 es capaz de
extender un hibrido ADN-ARN sin equilibrio entre polimerasa/exonucleasa.
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7.2.3 Rpo41 sintetiza iniciador re ADN adena sencilla y son utiliza
Mip1

De acuerdo a los datos anteriores, Mip1 es capaz de utilizar fragmentos de
ARN como iniciadores y de degradarlos. Por lo tanto, Rpo41 podria funcionar como
primasa similar a lo que ocurre en la mitocondria de humano (Wanrooij et al.,
2008). Partiendo de esta premisa, decidimos evaluar la actividad de Rpo41 en

conjunto con Mip1.

Para el ensayo se utilizaron diferentes concentraciones de Rpo41 (1, 4, 16 y
64 x 107 M), M13mp18 ADN de cadena sencilla como sustrato en presencia de o-
[P32]-ATP.  Se obtuvieron productos de ARN de ~25-100 nt de acuerdo a la
concentracion de Rpo41 (Figura 11, carriles 1 al 4). Al tener la formacion de estos
fragmentos de ARN, era importante determinar si Mip1 podria utilizarlos como

iniciador y entenderlos hasta un producto de mayor tamaro por adicion de dNTP’s.

Para determinar la extension de los fragmentos de ARN por Mip1, las

reacciones se hicieron bajo las mismas condiciones del ensayo anterior,
adicionando 2 mM dNTP’s y 1x10-” M Mip1, con 15 min de incubacion a 30 °C.

Se obtuvo un producto de ADN >4 kb, lo que indica, que Mip1 fue capaz de
extender los fragmentos de ARN (~100 nt) sintetizados por Rpo41 desde la

concentracion mas pequefa (Figura 11, carriles 5 al 8)
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Figura 11. Los fragmentos pequenos de ARN sintetizados por Rpo41 son utilizados por

Mip1 como iniciadores

Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 6%. El ensayo se hizo utilizando como sustrato ADN de cadena
sencilla M13mp18 en presencia de a-[P32] ATP y Rpo41 en concentraciones crecientes (1, 4,16 or 64 x
107 M), el cual fue capaz de sintetizar productos cortos de ARN (carriles 1 al 4) y al adicionar Mip1 a una
concentracion constante (1x107 M) fue capaz de extender dichos fragmentos de ARN hasta obtener un
producto de >4 kb (carriles 5 al 8). El marcador de peso molecular, se muestra en negro (ADN del
bacteriofago A Hindlll, NEB®) (carril 9). Estos resultados revelan que los fragmentos cortos de ARN
sintetizados por Rpo41 son utilizados como iniciadores por Mip1.
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7.3 Rpo41 tiene baja eficiencia con las secuencias de origenes de
replicacion

7.3.1 Eval ion I jvi Rpo41 en la formacion ranscti n
secuencias de origenes de replicacion

Tomando en cuenta que se han descrito en el genoma mitocondrial de S.
cerevisiae secuencias conservadas de nueve nucleétidos (5-TATAAGTAA[+2]) en
14 secuencias promotoras, 4 origenes de replicaciéon y algunas no codificantes
(Biswas, 1999). Decidimos utilizar las secuencias de los origenes de replicaciéon
(oris), para evaluar si son templados activos para la transcripcion en comparacion
con secuencias promotoras fuertes reportadas previamente por el grupo de
laboratorio (14S'y COX Il) (Velazquez et al., 2012).

En el ensayo se utilizo como sustrato el plasmido pUC19 conteniendo las
secuencias de ori1, ori2, ori3 y ori5, 14S o COX Il (Tabla 4) previamente
linearizados con Hind lll, en presencia de a-[P32]-ATP para evidenciar la formacién
de ARN por actividad de Rpo41.

Los transcritos sintetizados fueron de 2 a 10 nucledtidos en el sustrato 74S,
COX I, ori1 y ori2 (Figura 12, carriles 1-4), ademas de un producto terminal de 65
nt de igual manera que con las secuencias de ori3 y ori5, las cuales tienen el

mismo patréon de bandeo (Figura 12, carriles 5y 6).

Cuando se cuantificé de acuerdo a la intensidad de banda, el producto final
fue ~4.3 veces mas abundante al utilizar 74S como templado en comparacién con
ori1 y ori2 (Figura 12, carriles 1, 3, y 4 respectivamente) y ~2.7 veces mayor en

comparacién con ori3y orib (Figura 12, carriles 1, 5 y 6 respectivamente).
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Tabla 4. Secuencias promotoras utilizadas como templado

Nombre Secuencia
1 4S 5-AATTCATTTATTTATTATTATATAAGTAATAAAGAATAGTTTTATATACTAATAATAATATAG-3'
COX ” 5-CTTGGAATTCATTTTAATTAAAAGTAGTATTAACATATTATAAATAGACAAAAGAGTCTA-3'
Ori 1 5-CTTGGAATTCTATAAATATATAAGTAATAAATTAAGTTTTATAGGGGGAGGGGGTGGGTGAGGATCCCTTG-3'
ori l 2 5-CTTGGAATTCTGTAAATATATAAGTAATAAATTAAGTTTTATAGGGGGGAGGGGGTGGGTGGGATCCCTTG-3'
Ori3 5-CTTGGAATTCTCTGGATATATAAGTAATAGGGGGAGGGGGTGGGTGATTAGAAACTAGAATGGATCCCTTG-3'
ori5 5-CTTGGAATTCATTTAAAATATAAGTAATAGGGGGAGGGGGTGGGTGATAATAACCAGAATGGATCCCTTG-3'

*En negritas se muestra la posicién [+1], el dominio subrayado se comparte entre las secuencias y
la secuencia en rojo presenta el posible g-quadruplex.
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Figura 12. Diferencias en los patrones de transcripcion entre el templado con

secuencia de inicio (oris) en comparacién con la de secuencias promotoras 14Sy COX
/]

Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 25%. Productos transcritos por Rpo41 sobre
secuencias promotoras y de origenes de replicacion. El templado fue el plasmido pUC19
conteniendo la secuencia correspondiente, linearizado con Hind lll. El ensayo se realizé de
acuerdo a lo descrito en la Seccion de Material y Métodos. Los productos abortivos se sefialan a
la izquierda de la figura indicando el nimero de nucleétidos entre paréntesis y los productos
completos (run-off o de término) se muestran con una flecha. La secuencia del templado
determina el producto obtenido y la procesividad.
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7.4 Rpo41 es capaz de sintetizar iniciadores sobre ADN de doble cadena

en presencia de Mtf1

De acuerdo a los datos obtenidos en cuanto a las secuencias
promotoras y de oris, donde Rpo41 lo utiliza como sustrato para la sintesis de
ARN vy estos fragmentos pueden ser extendidos por Mip1. Nosotros decidimos
evaluar la capacidad de Rpo41 para formar iniciadores sobre ADN de doble

cadena y asi ser utilizados por Mip1.

Para el ensayo se utilizaron oligonucleétidos sintéticos hibridados,
correspondientes a la cadena templado y no templado de la secuencia de orif,
ori5 o 14S (ver Anexo 1), en presencia de Rpo41, Mtf1 y Mip1, como se indica

en cada caso.

El producto observado es la incorporaciéon de a-[P32]-dGTP por parte de
Mip1, por lo tanto cuando solamente estuvo presente el complejo Rpo41-Mtf1
no hay un producto visible, ya que Rpo41 no puede incorporar dNTP’s (Figura
13, carriles 1 y 5). En presencia exclusiva de Mip1, tampoco se formd un
producto ya que requiere de un iniciador para la incorporacion de dGTP
(Figura 13, carriles 2 y 6). En ambos casos solamente se presenta la sefal
correspondiente a a-[P32]-dGTP, de acuerdo al control sin proteinas (Figura 13,

carril 9).

Cuando el ensayo se efectué con el complejo Rpo41-Mtf1 en presencia
de Mip1, se logré la formacion de un producto de ADN de ~46 nt en todos los
templados utilizados (Figura 13, carriles 3, 7 y 10). Aunque ori1 provoca la
sintesis de un producto ~12 veces mas intensa en comparacion con ori5y 14S

(Figura 13, carriles 3, 7 y 10 respectivamente).
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Debido a que Rim1 es una proteina de union a ADN de cadena sencilla
que permite evitar estructura secundarias y se considera importante para el
mantenimiento del genoma mitocondrial en levadura (Van Dyck et al., 1992).
Ademas de que proteinas similares en otros sistemas permiten la estimulacion
de las ADN polimerasas (Farr et al., 2004; Ghosh et al., 2010).

Considerando este antecedente, en el ensayo incluimos a Rim1 (Figura
12, carriles 4 y 8). La concentracion del producto de ADN fue ~1.5 veces
mayor con el sustrato ori1 y 14S (Figura 13, carriles 4 y 8 respectivamente).
Ademas hay un fragmento de 2 a 3 nt (Figura 13, carriles 3, 4, 7, 8, 10 y 11),
se atribuye a un error de Mip1 en la incorporacion del nucledtido, que quiza no
se presenta cuando la enzima sola esta en contacto con el sustrato debido a la
estructura de doble cadena que evita la incorporacion (Figura 13, carriles, 2 y
6).
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Figura 13. Sintesis de iniciadores por Rpo41 utilizados por Mip1 en sustratos cortos de
doble cadena

Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 25%. Incorporacion de a-[P3?]-dGTP sobre ADN
sintético conteniendo la secuencia de ori1, ori5y 14S. El complejo Rpo41-Mtf1 y Mip1 sola
no es capaz de incorporar a-[P32]-dGTP sobre el sustrato (Carriles 1y 5 2 y 6
respectivamente). Rpo41, Mtf1 y Mip1 sintetizaron un producto de ~46 nt (Carriles 3, 7 y
10). Rim1 incremento6 el producto 1.5 veces sobre ori1 y 14S (carriles 4 y 11). Carril 9:
Control de [a-P32]-dGTP en ausencia de proteinas.
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7.5 Mip1 puede utilizar iniciadores cortos o largos de ARN

7.5.1 Determinacion de la longitud de iniciador necesaria para Mip1

Rpo41 sintetiza iniciadores que pueden ser utilizados por Mip1 utilizando
secuencias correspondientes a origenes de replicaciéon y al promotor 74S. Sin
embargo, no esta definida la longitud minima de iniciador que Mip1 puede
reconocer. Por lo tanto, para responder a esto se llevd a cabo la sintesis de
iniciadores por Rpo41 utilizando diferentes mezclas de NTP’s, en presencia de a-
[P32]-ATP, para todos los casos. Esto nos permitiria observar iniciadores de
diferentes longitudes, ya fuesen extendidos o no por Mip1, utilizando las
secuencias de ori1 y ori5 debido a la diferencia del contenido nuleotidico como se

observa en la Tabla 4.

En primer lugar se evalu6 solamente con ATP, lo que permitiria obtener un
producto de 2 a 3 nt de acuerdo a la secuencia descrita (Tabla 4), los transcritos
obtenidos cumplen con el tamafo esperado pero no son extendidos por Mip1
(Figura 14, carriles 1 y 5). Cuando la mezcla contenia ATP+UTP, el transcrito para
ori1 fue de 10 nt y para ori5 de 4 nt, lo cual concuerda con la secuencia, y estos no
tienen la longitud para servir como iniciadores (Figura 14, carriles 2 y 6).

Finalmente, en presencia de ATP+UTP+GTP y de ATP+UTP+GTP+CTP el
transcrito formado puede ser de 11-40 nt en el caso de ori1 y de 5-28 nt en el caso
de orib. Estos iniciadores fueron funcionales y se obtuvo un producto final de 46 nt
(Figura 14, carriles 3-4 y 7-8 respectivamente), lo cual indica la importancia de la
longitud minima necesaria que es de 11 nt para que Mip1 sea capaz de llevar a

cabo la extensioén a partir de una cadena de ARN in vitro.

Con la idea de abordar desde otro punto de vista la importancia de la
longitud de los iniciadores y determinar si los productos abortivos son utilizados por
Mip1, se utilizaron dideoxinucleétidos (ddNTP’s) en presencia de a-[P32]-dGTP, que

serian incorporados por Mip1. Se utilizé como control la reaccién en presencia de
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todos los dNTP’s, observandose la formacién de un producto de 46 nt en ori1 y ori5

(Figura 14, panel C y D, carril 1).

Al utilizar el ddNTP correspondiente al final de la cadena, Mip1 seria incapaz
de seguir incorporando nucleétidos debido a la falta de un grupo hidroxilo libre en el
ddNTP. En primer lugar, en ori1 (Figura 14, panel C) utilizado como templado de
doble cadena, los dATP, dTTP y dGTP utilizados fueron sustituidos por el ddNTP
correspondiente, y no se observd la formacion de producto (Figura 14, panel C,

carriles 2, 3y 5).

Al utilizar ddCTP como sustituto de dCTP, se obtuvo un producto de 41 nt,
que representa la posicion +11, correspondiente a la primera incorporacion de
dCTP senalada en azul en la secuencia (Figura 14, panel C, carril 4). Esto indica
que un iniciador de 10 nt puede ser utilizado por Mip1, lo cual concuerda con el

experimento anterior.

En lo que respecta a ori5, en presencia de ddTTP, ddCTP y ddGTP se
observaron productos de 31, 40 y 45 nt (Figura 14D, carriles 2, 4 y 5), los cuales
corresponderian a un iniciador de 3 nt y 5 nt en presencia de ddTTP y ddGTP,

respectivamente.

Es claro que hay diferencias entre el uso de ori1 y ori5, podrian deberse a la
secuencia presente en cada uno y la formacion de una estructura putativa
denominada G-cuadruplex, debido a la presencia de las secuencias ricas en dGTP

en las posiciones +19 a +34 en ori1 y +5 a +20 en ori5.

Estos resultados sugieren que en ori1, los transcritos cortos previos a la
formacion de la estructura funcionan como un iniciador, y en ori5 necesita de un

transcrito de 29 nt.
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Figura 14. Ensayo para determinar la longitud minima del iniciador.

Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 25%. Se muestra la incorporacion de [0-32P]-dGTP
sobre ADN sintético correspondiente a las secuencias de ori1 y ori5 (A-C y B-D
respectivamente). El ensayo se llevd a cabo en las condiciones indicadas en la Seccién de
Material y Métodos. En la parte superior de cada gel se indica los nucleétidos que fueron
utilizados en cada caso (A y B) o el deoxinucleétido utilizado (C y D) para detener la sintesis y
determinar la longitud minima necesaria para la replicaciéon. . carriles 1-4: Adicion de NTP’s
continuos sobre ori1 y carriles 5-8 sobre ori5. Se determiné la formacién de G-quadruplex en la
secuencia mediante adicién de ddNTP en ori1 (panel C) y ori5 (panel D). Como se puede
observar en estos resultados se requiere de 11 nt minimo para dar inicio a la sintesis de ADN.
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7.6 Mtf1 es necesario para la apertura del promotor de doble cadena, pero

no para el uso de iniciadores por Mip1

En estudios previos, se ha descrito la importancia de Mtf1 en la apertura del
promotor en templados de doble cadena durante el inicio de la transcripcion por
parte de Rpo41 (Matsunaga y Jaehning, 2004). La region de los residuos 641-643
de Rpo41 forman una estructura con funcién analoga a la horquilla de intercalacion
B de la T7RNAP, asociadas con la apertura del promotor durante la etapa de
iniciacion (Briebaet al., 2001). Por lo tanto, decidimos utilizar Rpo41 y como control
una mutante deficiente en la capacidad de apertura del promotor (AHNG), con una
delecién en los residuos 641-643 obtenida en un trabajo previo (Velazquez et al.,

2012), para determinar si Mtf1 es el encargado de la apertura del promotor.

Para este ensayo se evalué la incorporacion de a-[P3?]-dGTP utilizando dos
tipos de templados mediante ensayos de transcripcion de termino (“run-off’). Los
templados fueron en conformaciéon de doble cadena complementaria (totalmente
hibridados), y el otro posee una regién de burbuja (regién con nucledtidos

desapareados de la posicion -4 a +2).

Mtf1 fue necesario para la formacion de transcritos por parte de Rpo41, en el
sustrato de doble cadena (Figura 15, carril 5) y no para el sustrato tipo burbuja
(Figura 15, carriles 2 y 6). La mutante AHNG incapaz de abrir el promotor aun en
presencia de Mtf1 no sintetizd transcritos y por consiguiente no se observa
producto de ADN (Figura 15, carriles 3 y 7), como habia sido descrito (Velazquez,
2013).

Mip1 es capaz de utilizar los iniciadores de ARN sintetizados por Rpo41,
independiente de la presencia de Mtf1, pero se requiere del factor de transcripcion
para la apertura de las cadenas y por tanto la disposicion del templado en el

sistema replicativo.
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Figura 15. Mtf1 es requerido para la apertura del promotor en la replicacion

Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 20%. El ensayo se realiz6 bajo las condiciones
indicadas en la Seccion de Material y Métodos, utilizando un sustrato de doble cadena y otro
tipo burbuja, con Rpo41 y proteinas accesorias en presencia de a-[P3?]-dGTP. La actividad de
ADN polimerasa se evalud utilizando Rpo41 (carriles 1,2, 5y 6) o Rpo41AHNG (carriles 3,4, 7 y
8) para la sintesis de iniciadores sobre un templado tipo duplex (carriles 1, 3, 5y 7) y uno con
estructura de burbuja (carriles 2, 4, 6 y 8), en presencia (carriles 1-4) y ausencia de Mtf1
(carriles 5-8). Al pie de la figura se muestra un esquema que representa los sustratos utilizados.
Por lo tanto se observa que Mtf1 es indispensable para la formacién de la estructura tipo
burbuja, asi como que la orquilla B de Rpo41 se requiere para permitir la sintesis de iniciadores
y estos sean utilizados por Mip1.
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7.7 Rim1 es capaz de i la sintesis de iniciadores por Rpo41 e incrementa la

eficiencia de su uso por Mip1

En el sistema de replicacion mitocondrial humano SSB disminuye la
formacion de iniciadores por parte de POLRMT e incrementa la sintesis de ADN por
la POLG (Wanrooij et al., 2008). Entonces evaluamos si Rim1 tenia algun efecto en
la actividad de Rpo41 para la formacion de fragmentos de ARN y sobre la

capacidad de Mip1 para utilizarlos.

El ensayo se hizo mediante la incorporacién de a-[P32]-ATP por Rpo41 a una
concentracion fija de 1x107 M en presencia de concentraciones crecientes de Rim1
(0, 6.75, 12.5, 25 y 50 x 107 M), utilizando como templado ADN de cadena sencilla
M13mp18. Para determinar si Rim1 afectaba la actividad de Mip1 para el uso de los

iniciadores, el experimento fue similar pero en presencia de a-[P32]-dGTP.

Rim1, al unirse al ADN de cadena sencilla es capaz de cubrirlo y consigue
disminuir la sintesis de iniciadores de ARN por la Rpo41 (Figura 16, panel A,
carriles 1 al 5). Se puede observar que la inhibicion es proporcional al incremento
de concentracion de Rim1.

La incorporaciéon de a-[P32]-dGTP por Mip1 utilizando las mismas
concentraciones de Rim1 y Rpo41, permitié darnos cuenta de que concentraciones
crecientes de Rim1 estimulan la formacion de ADN por parte de la actividad de
Mip1 (Figura 16, panel B, carriles 1 al 4).

53



A) [Rim1]

03306 1.2 24 uM %
100 nt- . 19
2 O
< T o
p— 4
g &
2 ]
o 00
£ - 5 .
go é ) . -
©
b = e -
25 nt- 03 oo. 12 24
Rim1 (pM)
B)
[Rim1]
0.3 0.6 1.2 24 uM
300000000
2 430000000 43E8
9{ 9416 nt - § 430000000
g 6557 nt - 5 30000000
O 200000
8 =9 4361nt- s
,.E » 230000000 2206408 oA
o 8 200000
go 5 130009000
E 2322 nt - 3 6726407
000
- : -
06 12 24
Rim1 (pM)

1 2 3 4

Figura 16. Rim1 disminuye la sintesis de iniciadores por Rpo41 e incrementa la
eficiencia de Mip1

A) Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10%. Sintesis de ARN mediante la incorporacion de a-[P32]-
ATP por Rpo41 sobre M13mp18 de acuerdo a las condiciones descritas en Material y Métodos con
concentraciones crecientes de Rim1 (0, 6.75, 12.5, 25, 50 y 107 M). B) Sintesis de ADN. En un gel de
agarosa desnaturalizante al 1 %, se muestra la incorporacién de a-[P32]-GTP por Mip1 en las mismas
condiciones. Por lo tanto la disminucidon en la sintesis de iniciadores por parte de Rpo41, mejora la
eficiencia en su utilizacién e incrementa la concentracién del producto cerca de dos veces con 1.2 uM de
Rim1.
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Los resultados acerca de los transcritos formados por Rpo41, sugieren que
estos pueden ser sintetizados utilizando secuencias promotoras y correspondientes
a origenes de replicacion como templado. Por lo que, decidimos evaluar la
incorporacion de [a-P32]-dGTP en presencia y ausencia de Mtf1 en un templado
pUC19 de doble cadena superenrrollado, conteniendo las secuencias de cuatro oris

y nueve secuencias promotoras obtenidas en un trabajo previo (Velazquez et al.,
2012)

En el ensayo se observo que Mip1 por si sola es incapaz de formar un
producto de ADN (Figura 17, carriles 1, 4, 7 y 10), al adicionar Rpo41 el producto
es mayor a 3 kb sin Mtf1 (Figura 17, carriles 2, 5 y 8) y en presencia de Mtf1
(Figura 17, carriles 3, 6 y 9). Ademas determinamos que la iniciaciéon de la sintesis
de ADN, esta dada en funcién de los productos de transcripcion por Rpo41 en las
secuencias predichas, utilizando como control pUC19 sin secuencias promotoras

clonadas.

Posteriormente, como templado se utilizaron secuencias codificadas en el
genoma mitocondrial clonadas en pUC19, esas fueron COXI, COXIl, 14S,
ARNPasa P y promotores de ARNt (Figura 18). En comparacion con el producto
utilizando ori1 como control, a excepciéon de 714S y ARNtA\a presentaron mayor
cantidad de producto. Cuando se utilizé COXIl y el promotor de ARNPasa P el
producto de ADN fue de ~20 kb, esto muestra la capacidad de Mip1 en el

desplazamiento de hebra (Viikov et al., 2011).
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Figura 17. Rpo41 puede utilizar secuencias de origenes de replicacion para la sintesis
de iniciadores extendidos por Mip1

Gel de agarosa nativo al 1%. El ensayo se llevé a cabo en las condiciones mencionadas en la seccion de
Material y Métodos. Incorporacion de a-[P32]-dGTP por Mip1 sobre secuencias de origenes de replicacion
ori1 (carriles 1 al 3), ori3 (carriles 4 al 6) y ori5 (carriles 7 al 9). Como control negativo se utilizé pUC19 sin
secuencias promotoras (carriles 10 al 12). Las reacciones se realizaron utilizando Mip1, Rpo41 y Mtf1
como se indica. El tamafo correspondiente a fragmento del marcador de peso molecular se presenta a la
izquierda. El complejo en un ADN de doble cadena dinamico depende de la presencia de Mip1 y Rpo41
pero Mtf1 no es indispensable.
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Figura 18. Rpo41 es capaz de utilizar secuencias promotoras y de origenes de
replicacién para la sintesis de iniciadores utilizados por Mip1

Gel de agarosa nativo al 1%. Se muestra la incorporacién de [a-P32]-dGTP por Mip1 sobre 14S (panel A,
carriles 4 al 6), COX | (carriles 7 al 9), COX ll(carriles 10 al 12), RPM (carriles 13 al 15) y secuencias
promotoras de ARNts (panel B, carriles 1 al 15). Se utilizd como control de formacién de producto ori1
(panel A, carril 1 al 3). Las reacciones se realizaron utilizando Mip1, Rpo41 y Mtf1 como se indica. El
tamafo correspondiente a fragmento del marcador de peso molecular se presenta a la izquierda.
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7.8 Evaluacion de la importancia del extremo C-terminal de Mip1 en la
replicacion

7.8.1 Di
terminal

En estudios previos se determind que el extremo C-terminal de Mip1 es
requerido para el mantenimiento del genoma mitocondrial, ya que in vivo la
eliminacion de la extension del C-terminal (279 a.a.) ocasiona la perdida de ADNmt
(Young et al., 2006). Ademas in vitro versiones truncas similares no tienen actividad
de polimerizacién y cuando solamente se eliminaron 175 a.a., la actividad se

mantiene pero se modifica la capacidad exonucleasa (Viikov et al., 2012).

Con estos antecedentes se decidié disefiar versiones truncas en el extremo
C-terminal mediante mutaciones puntuales insertando un codén de paro en las
posiciones 175, 196, 227 y 263, con la finalidad de contar con proteinas activas al

no eliminar por completo el extremo C-terminal (279 a.a.).

En la Figura 19, panel A se indican los puntos donde fue truncada la proteina
representados en un modelo obtenido por homologia por el Dr. Luis Brieba de

acuerdo a la estructura descrita para la ADN polimerasa mitocondrial de humano en
presencia de ADN (PDB 4ZTU).

Las versiones truncas de Mip1 se purificaron bajo las mismas condiciones
que la version silvestre, se verifico la pureza y el tamafio mediante un gel
desnaturalizante. Las proteinas presentan diferente corrimiento de acuerdo a su
peso molecular Mip1 (145 kDa), Mip1A175 (125.7 kDa), Mip1A196 (123.4 kDa),
Mip1A227 (120 kDa), Mip1A263 (116 kDa) como se muestra en la Figura 14, panel
B.
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7.8.2 L a delecion del C-terminal de Mip1 afecta la sintesi. ADN

Con el propédsito de determinar el efecto del extremo C-terminal en la
actividad de polimerizacion sobre un sustrato corto de 45 nt, se llevd a cabo un
ensayo en las mismas condiciones antes descritas, utilizando versiones a las que
se eliminaron 175, 196, 227 y 263 a.a. del C-terminal de Mip1. Estas versiones se
encuentran en un fondo genético en el cual la proteina conserva la actividad de
exonucleasa (Figura 20, panel A) y otro donde esta capacidad ha sido eliminada

(exo-) (Figura 20, panel B).

Con o sin actividad de exonucleasa Mip1A175 presenta la formacién de un
~2% mas producto que la versién completa (Figura 20A-B), mientras que Mip1A196
incrementa en ~51% la sintesis de producto (Figura 20A) y Mip1A196exo- un ~53%

(Figura 20B) en comparacion con Mip1.

Cuando Mip1 ha perdido 227 a.a. (Mip1A227), es capaz de mantener la
capacidad de polimerasa a los 4-16 minutos, pero la eliminacién de los residuos

causd la disminucion en la cantidad de producto formado en un ~80% en
comparacion con Mip1 (Figura 20, panel A) y Mip1A227 exo- disminuye solamente
un 31% la sintesis (Figura 20, panel B). La version Mip1A263 pierde por completo

la capacidad de polimerasa (Figura 20A, carriles 21 al 25).
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7.8.3 L a eliminacion del C-terminal Mip1 afecta la capacida esplazamien

hebra

En el modelo de replicacion mitocondrial de humano, se ha determinado que
la pérdida de actividad de 3'-5' exonucleasa de POLG se relaciona con el
incremento en las mutaciones del ADN mitocondrial y el envejecimiento prematuro
(Heet al., 2013). Ademas de incrementar la capacidad de desplazamiento de hebra,
comparado con las proteinas que mantienen la capacidad exonucleasa intacta
(Macaoet al., 2015). Por lo tanto, se decidio evaluar si la ausencia de actividad de
exonucleasa en conjunto con la eliminacion de fragmentos del extremo C-terminal
de Mip1 tenia algun efecto sobre la capacidad de desplazamiento de hebra (Figura
21).

Para el ensayo de desplazamiento de hebra el sustrato consistio en un
oligonucledtido de 45 nt hibridado en el extremo 3' con un iniciador de 24 nt
marcado con Yy-[P3?]-ATP y el extremo 5 con un oligonucleétido de 20 nt,
manteniendo un espacio de 1 nt entre los dos oligonucleétdios, como se muestra
en el esquema de la Figura 21. Las reacciones se detuvieron a los 0, 0.25, 0.5, 1,
2,4y 8 min.

La evaluacién se llevd a cabo con las mismas versiones de Mip1 del
experimento anterior, usando las enzimas con y sin actividad de exonucleasa (exo+

0 exo-, respectivamente).

En todos los casos la sintesis de ADN después del espacio entre los
fragmentos con 1 nt de separacion desde los 15 seg. La versidn sin exonucleasa
(exo-) en los tiempos de 2, 4 y 8 minutos tiene un producto de 25 nt, que indica una

posicion de paro antes de iniciar con el desplazamiento (Figura 21, carriles 12-14).

e
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La deleciéon Mip1A175 con capacidad de exonucleasa (carriles 15-21) a
diferencia de la version sin exonucleasa (carriles 22-28), sintetiza un producto de
25 nt solamente a los 2, 4 y 8 min (carriles 26, 27 y 28), que representa la
incorporacion de 2, 3 y 4 nt antes del desplazamiento. Ademas la sintesis se
detiene en la posicién 25, 26, 27, 29 y 30, pero el producto final obtenido es 40%

mayor que en la version con exonucleasa (Figura 22).

La eficiencia de Mip1A196 fue 25% mayor que la de Mip1A175 (Figura 22), en la
banda del producto final de 45 nt desde los 15 seg en ambas versiones (carriles 29-42).
Aunque Mip1A196 es capaz de completar la polimerizacion, se detiene después de la
incorporacion de 1, 2, 3, 4 y 5 nt. Por lo que se infiere que el desplazamiento, resulta
mas complicado por la formaciéon de fragmentos de paro de 25 -30 nt. En contraste la
actividad de exonucleasa no parece afectar la formacién de estos productos (Figura 21,
carriles 15-42).

Por ultimo, Mip1A227 (Figura 21, carriles 43-49) muestra 80% (Figura 22)
menos cantidad de producto de 45 nt en comparacidn con la versiéon sin
exonuclesa, y sintetiza mayor concentracion de producto de 45 nt (Figura 21,
carriles 50-56). Aunque la sintesis fue disminuida en comparacion con Mip1, en
este caso la incorporacion parece ser continia y sin fragmentos incompletos a

diferencia de la vesion Mip1A227 exo-.
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7.8.4 El C-terminal Mip1 requla su capacida nién al ADN

Con la finalidad de evaluar si el extremo carboxilo de Mip1 se ve involucrado
en la afinidad de union a ADN y con esto explicar el incremento en la capacidad de
sintesis con las versiones truncas (Mip1A175 y Mip1A196), se determinaron las

constates de unién de cada una de ellas.

El sustrato para la unién a ADN fue el mismo que se uso para determinar la
actividad (Anexo 1), con un iniciador de 24 nt marcado con fluoresceina en el
extremo 5’ hibridado a un templado de 45 nt. La concentracion del sustrato 1 nM se
mantuvo constante y las versiones de Mip1 en concentraciones crecientes (0, 1, 2,
4, 8, 16, 32, 64 nM). De manera independiente en otro ensayo se afiadido ddGTP,
que permitiria la incorporacién de este nucleétido y a la polimerasa detenerse en

este punto para aumentar la estabilizacién del complejo.

Tabla 5.- Afinidad de Mip1 por ADN de doble cadena

Complejo Mip1-ADN Mip1A175-ADN Mip1A196-ADN Mip1A227-ADN
ddGTP - + - + ; + . +
Kd 41.89+£9.3 13.17 +4.6 23 +0.39 6.2 £0.7 43.78 +13.5 6.19 +0.6 127 £0.37 18.77 £3.9

La delecién de 175 a.a. en el carboxilo terminal de Mip1 incrementa la afinidad al ADN y el complejo
Mip-ADN es mas estable en presencia de un nucleétido.

La perdida de 175 aminoacidos en el C-terminal de Mip1 incrementa la
afinidad por el ADN disminuyendo el valor de Kd de 41.8 nM para la version
silvestre a 23 nM para Mip1A175, de igual manera ocurrié en presencia de ddGTP
(Kd 13 a 6.2 respectivamente). MipA196 tiene mayor afinidad al adicionar ddGTP
con una Kd de 43.7 a 6.19 nM y MipA227 a.a. pasa de 127 nM a 18 nM (Tabla 5).
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El extremo C-terminal hasta cierta longitud regula la capacidad de unién de
Mip1 por el ADN. Asi, la afinidad de la version Mip1A175 (Kd 23 nM) podria
relacionarse con mayor eficiencia en la formacién del producto de 45 nt, en
comparacién a Mip1 (Kd 41.8 nM). Sin embargo, Mip1A196 tiene un valor de Kd
(43.78 nM) similar al de Mip1 que en presencia de ddGTP disminuye 7.5 veces (Kd
de 6 nM). Esto muestra que en presencia del nucle6tido es mas estable que Mip1
en las mismas condiciones (Kd 13 nM) y podria provocar el aumento en la sintesis
que obtuvimos en los ensayos de actividad. Por su parte, Mip1A227 presenta una
menor afinidad (Kd 127 nM) y disminuye 8 veces en presencia de ddGTP (Kd 18
nM).

Estos datos muestran que el extremo C-terminal esta relacionado con la
union de Mip1 al ADN y que la incorporacién de nucledtidos incrementa la

estabilidad del complejo formado.
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7.9 Evaluacion de la importancia del extremo C-terminal de Rim1 en la
replicacion

7.9.1 Disenio de las versiones de Rim1 truncas en el extremo carboxilo terminal

Dentro de los elementos que participan en la replicacién, se encuentra la
proteina de unidn a ADN de cadena sencilla que en modelos descritos previamente
se sabe que estimulan la actividad de ADN polimerasas, helicasas y primasas
(Fargeet al., 2008; Ghosh et al., 2010), por la capacidad que tienen para evitar la
formacion de estructuras secundarias del ADN de cadena sencilla y de esta manera

permitir el paso de las enzimas sobre el templado ( Marintcheva et al., 2008).

Las proteinas de union a ADN de cadena sencilla del bacteriéfago T7 y de E.
coli tienen un carboxilo terminal con residuos acidicos (Furukohriet al., 2012; Heet
al., 2003). El extremo carboxilo es requerido para la regulacion de la unién a ADN
de cadena sencilla y por tanto modifica la actividad de otras proteinas del replisoma
(Farr et al., 2004; Li y Williams, 1997).

Dadas las semejanzas de otros elementos del replisoma mitocondrial de S.
cerevisiae con los del bacteriéfago T7, la proteina de unién a ADN de cadena
sencilla de la mitocondria de S. cerevisiae (Rim1) podria funcionar con el mismo
modelo predicho para el bacteriéfago T7 (Ghosh et al., 2010; He et al., 2003). En
estudios previos ya se determino que estimula a una helicasa de reparacién (Pif1)
mediante interaccioén fisica atreves del extremo carboxilo terminal (Ramanagoudr-
Bhojappa et al., 2013; Zybailovet al., 2015).

Considerando esto como premisa, se hizo un alineamiento utilizando clustal
X, para comparar la secuencia de Rim1 con otras SSB’s como se muestra en la
figura 18, panel A. De esta manera se determino que el extremo C-terminal de
Rim1 tiene 5 aminoacidos acidos indicados en negritas (4 acidos glutamicos y 1

acido aspartico).



En la Figura 23, panel B se muestran los aminoacidos que se mutaron por
codones de paro en un modelo estructural de Rim1 obtenido por homologia por el
Dr. Luis Brieba. Las versiones de Rim1 perdieron 11 y 15 a.a. del carboxilo terminal
respectivamente. Las proteinas fueron purificadas de la misma manera que la
version silvestre (13 kDa), permitiendo un rendimiento aproximado de 0.5 mg/ml en

cada caso (Figura 23, panel C).
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. sapiens ---IIFLSDQTKEKE 78

H
X. laevis -=-IIFLSDLRDKL 146
D. melanogaster ---VLFFRDANN 140
E. coli GGTMOMLGGRQGGGAPAGGNIGGGQPQ (-~-~-) PAAPSNEPPMDFDDDIPF 178
S. cerevisiae —--INLLKNGKKLEDAEGOENAASSE 135
T7phage GASVKLQLESCLLVELKEWKGDGAGGD (-~-- ) DDGSEGGDDSNSGGDYDF 211
R
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& & &
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45-
35-
...GKKLEDAEGQENAASSE -
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Extremo
Carboxilo-terminal

Figura 23 Versiones de Rim1 deletadas en el C-terminal

A) Alineamiento del extremo carboxilo terminal de proteinas de union a ADN de cadena sencilla (SSB)
de H.sapiens (NP003134), Xenopus laevis (NP_001095241), Drosophila melanogaster (AAF16936),
Escherichia coli (YP_859663), Saccharomyces cerevisiae (AAB22978) y del bacteriofago T7
(YP338102). La zona resaltada en gris muestra las regiones correspondientes al C-terminal y las
letras en negritas representan los residuos acidicos. B) Modelo de Rim1 obtenido por homologia, en
magenta se muestra el extremo carboxilo terminal, los residuos acidicos en azul y en negro se indican
las posiciones de la delecion. C)Gel SDS-PAGE al 17% muestra las proteinas purificadas de las
versiones de Rim1 Las proteinas se purificaron mediante afinidad a niquel y por intercambio irénico,
para posteriormente ser almacenadas a -80°C. El procedimiento que se siguié es el que se ha
descrito en la seccién de material y métodos, a 4 ° C. Carril1: marcador de peso molecular, carril 2:
Rim1 (13 kDa), carril 3: Rim1A11 (11.7 kDa) y carril 4: Rim1A15 (11.3 kDa).
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7.9.2 El extremo C-terminal de Rim1 modula la capacidad de union a ADN

Para medir la union de Rim1 al ADN, se utilizaron dos oligonucleétidos dT
uno de 45 nt (Figura 24) y otro de 70 nt (Figura 25) marcados con y-[P3?]-ATP o con
un fluoroforo como se describe en la Seccidén de Material y Métodos. El sustrato se
utilizé a una concentracion constante, las versiones Rim1, Rim1A11 y Rim1A15 a
concentraciones crecientes como se indica en las figuras. El ensayo se llevo a cabo
a 30 °C por 10 min y se observo la formacién del complejo mediante un ensayo de

retardo (Figura 24).

Todas las versiones de Rim1 se enlazaron al ADN, donde la Kd de Rim1 fue
de 7.3 nM y de Rim1A11 fue de 2.3 nM. Sin embargo Rim1A15 con el sustrato de
45 nt sb6lo es capaz de unirse a una porcion de ADN, aun con la mayor

concentracion probada (Figura 24A).

Ademas se complementd con la determinacién de afinidad mediante el
cambio de anisotropia (Figura 24B). Al utilizar el sustrato de 45 nt, la menor
afinidad fue con Rim 1 (Kd 6.90+1.6), la eliminacién de residuos en Rim1A11
incremento al doble la afinidad (Kd 2.30+0.3) y cuando se utilizd la version mas

pequefia Rim1A15 no se ve un efecto mas drastico (Kd 2.70+0.8).

En ambos ensayos los resultados fueron similares, sin embargo, es
importante mencionar que el ensayo de retardo permite observar que Rim1A15
solamente forma complejo con el 30% del sustrato y podria deberse a la longitud
del ADN como se ha reportado anteriormente (Ramanagoudr-Bhojappa et al.,
2013).

Por lo tanto decidimos utilizar un oligonucledétido dT, de 70 nt y observar si
las proteinas eran capaz de formar complejos de la misma manera que con el de
45 nt (Figura 25).
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La afinidad utilizando el sustrato dT70 en el ensayo de retardo y de
anisotropia fue menor al utilizar Rim1 con una Kd de 5.4 nM similar a la de
Rim1A11 con una Kd de 5.9 nM. La eliminacion de 15 residuos en la version
Rim1A15 incrementa su afinidad casi 2 veces con una Kd de 3.3 nM en

comparacion a Rim1.

Ademas es importante mencionar que en presencia de Rim1 y Rim1A11, el
ensayo de retardo nos permite observar la formacion de dos tipos de complejos de
diferente tamafo, lo cual se puede relacionar con la forma de enlazarse de estas
proteinas relacionada con la porcion del extremo C-terminal disponible (Antonyet
al., 2013; Kozlov y Lohman, 2012).
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El incremento en la afinidad por ADN de Rim1 al truncar el C-terminal,
sugiere que el mecanismo de regulacion de Rim1 podria ser similar al modelo
propuesto para la T7SSB, mediante interacciones electrostaticas con el ADN y
otras proteinas (Ghosh et al., 2010; He et al., 2003). De acuerdo a esta informacion

dispusimos evaluar el efecto de estas mutantes sobre la actividad de Mip1.

El ensayo se realizé utilizando como sustrato ADN de cadena sencilla
M13mp18 (7,249 nt) hibridado a un iniciador de 24 nt marcado con y-[P3?]-ATP
hibridado a mantenido a una concentracion constante para ser extendido por Mip1
en presencia de concentraciones crecientes de Rim1 (0, 40, 80, 160, 320, 640,
1280 nM).

Los productos de la sintesis de ADN por Mip1 se observaron en un gel de
agarosa alcalino y se cuantificé la intensidad de las bandas de tres experimentos
independientes utilizando el software de ImageQuant TL en la Figura 26 se muestra

debajo del gel la grafica que indica los valores obtenidos.

La actividad de Mip1 en presencia o ausencia de Rim1 fue similar (Figura
26, carriles 1 al 7). RimA11 tiene un efecto negativo sobre la capacidad de
polimerizacion de Mip1, a partir de una concentracion de 320 nM disminuye 50% vy
con 640 nM un 60% del producto (Figura 26, carriles 13-14). Rim1A15 provoca la
inhibicion de la actividad de Mip1 de manera mas drastica que Rim1A11 (Figura 26,
carriles 15 al 21), desde una concentracion de 160 nM causa una perdida del 50%
de la sintesis, con 320 nM un 60% y con 640 nM solo se observan productos >2300

pb (Figura 26, carriles 18, 19 y 20 respectivamente).
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Figura 26. Efecto del extremo C-terminal de Rim1 sobre la actividad de Mip1

Gel de agarosa alcalino al 0.6%. El ensayo se llevd a cabo bajo las condiciones mencionadas en la
Seccion de Material y Métodos, en la cual se utilizo6 como templado ADN de cadena sencilla
M13mp18 hibridado a un iniciador de 24 nt marcado con y-[P32]-ATP a una concentracion de 4 nM y
concentraciones crecientes 0, 40, 80, 160, 320, 640 y 1280 nM de Rim1 (carriles 1-7), RimA11
(carriles 8-14) y RimA15 (carriles 15-21). La intensidad del producto obtenido fue cuantificado
utilizando el programa ImageQuant TL y se representé mediante graficas al pie del gel. La pérdida
del extremo C-terminal de Rim1 afecta la procesividad de Mip1, disminuyendo hasta en un 65% con
640 nM de RimA11 y en un 98% al utilizar la version RimA15 a 640 nM.
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Dadas los resultados obtenidos, se puede pensar que el papel del carboxilo
terminal de Rim1, se relaciona con la afinidad al ADN y que al ser mayor no permite
el paso de Mip1 por su unidn a la cadena ADN sin permitir que la sintesis de
fragmentos de mayor (<2000 pb). Sin embargo, se podria relacionar con la
interaccion directa entre Mip1-Rim1 como ocurre en las SSBs del bacteriéfago T7,

de E. coli y de mitocondria humana (He et al., 2003; Miralles Fuste et al., 2014,
Savvideset al., 2004)
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VIil. DISCUSION

La mitocondria es un organelo con un genoma propio que requiere de un conjunto de
proteinas para su replicacién, a las que se les denomina replisoma. Las polimerasas
involucradas en la replicacion y transcripcion mitocondrial poseen semejanzas con las de los
bacteriéfagos de la familia T (T3 y T7) (Cermakian et al., 1996; Shutt y Gray, 2006a).

Ademas de las polimerasas se requieren otras proteinas para la replicacion. De
acuerdo al replisoma mas pequeno que se ha descrito (bacteriofago T7), asi como el de la
mitocondria humana, los componentes minimos necesarios son: Una primasa, una helicasa,
una ADN polimerasa y una proteina de unién a ADN de cadena sencilla (Korhonen et al.,
2004; Masker y Richardson, 1976; Richardsonet al., 1979). En otros sistemas adicionalmente
se requiere de complejos proteicos para la estabilizaciéon de las proteinas con el ADN
(Benkovic et al., 2001; Sheredaet al., 2008).

Los estudios sobre la replicacion y transcripcion mitocondrial de la levadura
Saccharomyces cerevisiae solamente se han encontrado cuatro proteinas: una ADN
polimerasa (Mip1) (Foury, 1989; Viikov et al., 2011), una proteina de unién a ADN de cadena
sencilla (Rim1) (Van Dyck et al.,, 1992), una ARN polimerasa (Rpo41) y el factor de
transcripcion (Mtf1) (Greenleaf et al., 1986; Tanget al., 2009; Yang et al., 2015). Sin embargo,
al comparar estas proteinas con las de los replisomas, las encargadas de la actividad de
primasa y de helicasa estan ausentes. Siendo esto el preambulo para la primera parte de
este trabajo que se trata de dilucidar si dentro de los componentes conocidos se encuentra

una proteina que se encargue del inicio de la replicacién.

Se sabe que en la mitocondria de humano la proteina encargada de la sintesis de
iniciadores es la ARN polimerasa y de acuerdo a las semejanzas entre los sistemas se ha

considerado que en la levadura el comportamiento podria ser similar (Schinkel y Tabak,
1989).
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8.1 Rpo41 sintetiza iniciadores de ARN que pueden ser extendidos y
degradados por Mip1

Los resultados mostraron que Mip1 es capaz de extender y degradar oligonucleotidos
de ADN y ARN. Sin embargo la eficiencia para la incorporacion de dNTP’s a un iniciador de
ARN fue menor que con el de ADN. Esto es un comportamiento similar al de la ADN
polimerasa y mitocondrial de humano (POLG), que disminuye la sintesis de ADN 3 a 4 veces
cuando se trata de un iniciador de ARN por la capacidad de discriminar entre dNTPs y INTP’s

(Kasiviswanathan y Copeland, 2011).

La actividad de exonucleasa presenta un patrén distributivo en la generacion de los
productos de degradacion sobre ADN como se ha descrito anteriormente (Viikov et al., 2012).
Mientras que la hidrélisis de ADN es casi completa hasta un producto de 2 nt, cuando el
sustrato es ARN el producto de menor tamano fue de 14 nt. Estos resultados son
congruentes con la baja eficiencia en la degradacion de ARN caracteristica de las ADN
polimerasas de la familia A, familia a la que pertenece Mip1 (Linet al., 2001) y que permite

mantener fragmentos con la longitud necesaria para ser utilizados como iniciadores.

Al evaluar la capacidad de Rpo41 para la sintesis de iniciadores que fueran
extendidos por Mip1, los resultados mostraron que sintetiza fragmentos pequefios de ARN
(25 a 100 nt ) utilizando ADN de cadena sencilla (M13mp18) y son utilizados por Mip1 para la
sintesis de ADN. Este comportamiento es distinto al sistema del bacteriéfago T7 donde el
inicio de la replicacion no depende de la formacion de un hibrido ARN-ADN, sino de que la
T7 ADN polimerasa desplace a la T7 ARN polimerasa para utilizar el transcrito (Fuller y
Richardson, 1985). Pero es similar a lo que ocurre en la mitocondria humana, donde el
hibrido se requiere para el inicio de la replicacion (Xu y Clayton, 1996). Ademas, concuerda
con la propuesta que establece a la replicacion mitocondrial de S. cerevisiae como un
proceso bidireccional dependiente de iniciadores de ARN y semejante a la mitocondria
humana (Baldacci et al., 1984)
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Por otro lado, en este trabajo se demostré que Rpo41 también sintetiza fragmentos de
ARN sobre sustratos de doble cadena pero que es indispensable |la presencia de Mtf1 para la
apertura del promotor exceptuando cuando se trata de templados superenrollados. Esto
concuerda con lo que se ha descrito previamente en los sustratos que no requieren la

apertura de la doble cadena.

8.2 La sintesis de iniciadores y su longitud depende de la secuencia
templado

Ademas, encontramos que Rpo41 forma mayor cantidad de transcritos con las
secuencias promotoras probadas (74S y COXIl) que con los origenes de replicacion (orif,
ori2, ori3 y ori5). Esta evidencia muestra que las secuencias que se encuentran en el
genoma mitocondrial pueden ser utilizadas como sitio de inicio como se habia propuesto en
el modelo replicacion bidireccional de la levadura (Baldacci et al., 1984). Sin embargo, al
observar que existian diferencias en la formacién del producto del ADN de acuerdo al
templado utilizado, la pregunta consistia en conocer ahora la importancia de estas

secuencias en la formacion de los transcritos.

Los resultados mostraron que la secuencia afecta la formacion de producto por la
Rpo41, entre ori1, ori2 y 14S el producto de 8 nt present6é la misma intensidad lo cual se
relaciona con el hecho de que las tres secuencias comparten son idénticas en los primeros 8
nt. Entre ori3 y ori5 se obtuvo el mismo patron de transcripcion, solamente productos

abortivos de 4 nt y un producto final de 66-67 nt.

La formacion de transcritos concuerda con el hecho de que la secuencia promotora es
rica en contenido A+T y las secuencias oris tienen una zona abundante de G+C sugiriendo la
formacion de una estructura tipo G-cuadruplex en los origenes de replicacion. Esto las hace
candidatas para considerarse como sitios de inicio para la replicacion similar al genoma
mitocondrial de humano, donde la presencia de este tipo de secuencias son necesarias para
la formacion de iniciadores y la terminaciéon de la transcripcién por la POLRMT por el G-
cuadruplex (Wanrooijet al., 2010). Sugiriendo que la secuencia templado es un sistema que

regula la sintesis de fragmentos pequenos para ser utilizados como iniciadores.
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Por otro lado, no es clara la diferencia en la cantidad de producto obtenido pero es
importante mencionar que los dos origenes de replicacién utilizados tienen orientaciones
opuestas en el genoma mitocondrial (de Zamaroczy et al., 1984) y que esto se considera una
posible causa para la diferencia en la eficiencia para formar un producto (Baldacci et al.,
1984).

Después de evaluar la importancia de la secuencia, determinamos la relevancia de la
longitud de los fragmentos de ARN para ser extendidos por Mip1 utilizando secuencias de
origenes de replicacion (ori1 y ori). La formacion de transcrito dependiendo de la secuencia
fue de 11 nt y 29 nt respectivamente para poder ser extendidos por Mip1. Esta es la primera
vez que se ha descrito a ori1 como un sitio para la formacion de un hibrido ARN-ADN, a
diferencia de ori5 considerada una secuencia similar a los origenes de replicacion de
mitocondrial humana por cumplir con la presencia de una secuencia rica en G+C y capaz de
mantener un hibrido (Xu y Clayton, 1995, 1996).Sugiriendo que son suficientes ARN’s cortos
como iniciadores, lo cual podemos relacionar con los resultados que obtuvimos acerca de la
capacidad deficiente de Mip1 para degradar el ARN, permitiendo mantener fragmentos
mayores a 10 nt.

8.3 Mtf1 no se requiere para el uso de iniciadores por Mip1

Se sabe que Mtf1 forma parte fundamental del complejo para la apertura de la
secuencia promotora de ADN de doble cadena pero dispensable si se trata de un sustrato
tipo burbuja o superenrrollado (Matsunaga y Jaehning, 2004). Tomando en cuenta estas
caracteristicas, nos dimos a la tarea de determinar si la presencia de Mtf1 era necesaria para

que Mip1 utilizara los iniciadores.

Decidimos utilizar Rpo41AHNG, una mutante de Rpo41 incapaz de abrir el promotor y
por tanto de formar transcritos en ausencia de Mtf1(Velazquez et al., 2012), para determinar
el papel que tiene el factor de transcripcion en el complejo. Cuando el complejo carecia de
Mtf1, la polimerasa Mip1 fue capaz de extender los iniciadores solamente en los templados
de tipo burbuja. Estos resultados muestran que Mtf1 es necesario en un templado duplex

para que Rpo41 forme los iniciadores, pero es incapaz de restituir la actividad en la mutante.
81



Por tanto, la sintesis de ADN por Mip1, es dependiente de la actividad transcripcional de
Rpo41 para la formacion de iniciadores de ARN, pero independiente de la presencia de Mif1.
Mostrando una diferencia con el comportamiento de la ARN polimerasa mitocondrial humana,
que en el proceso replicativo no quiere de su factor de transcripcion, pero si de una helicasa

replicativa (Korhonen et al., 2004).

Para evaluar el requerimiento de los elementos minimos utilizamos un sustrato
superenrrollado con las secuencias correspondientes a promotores y origenes de replicacion,
en presencia de las proteinas del replisoma. Los resultados mostraron que se requiere por lo
menos de Mip1 y Rpo41 para la sintesis del ADN siendo Mtf1 dispensable al utilizar un
templado superenrrollado. Esta informacién concuerda con lo que se ha descrito en la

sintesis de transcritos por Rpo41 y la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 (Brieba y Sousa,
2001; Velazquez et al., 2012).

Al evaluar la sintesis utilizando como templado el plasmido con las secuencias
promotoras para COX [, COX Il, 14S, RNasa P y ARN{, la sintesis solamente necesitdé de dos

elementos, pero el producto fue menor que el obtenido en ori1, excepto con 74S y ARNtAa,

Por lo que se demostrd que la sintesis de iniciadores y actividad de Mip1, prescinden
de una secuencia especifica como origen de replicacion, de igual manera como se ha
observado en mutantes petite [rho] donde se mantienen secuencias que no son origenes de
replicacion (Fangmanet al., 1990; Lorimeret al., 1995). Ademas, cabe mencionar que Mip1
presentd capacidad de desplazamiento de hebra al formar productos de aproximadamente
20 kb, siendo esta una caracteristica que se ha descrito para la polimerasa (Viikov et al.,
2011).

En conclusién para la replicacion de un templado de doble cadena superenrrollado o
de tipo burbuja se requiere del complejo Rpo41-Mip1, Mtf1 es dispensable y Rim1 no

muestra mayor relevancia en la formacién del replisoma in vitro.
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8.4 Rim1 incrementa la extension de iniciadores por Mip1 y regula la
sintesis de ADN mediante el C-terminal

Dentro de los elementos involucrados en la replicacion, estan las enzimas de union a
ADN de cadena sencilla, que en modelos como el bacteriéfago T7 (T7SSB) y mitocondria de
humano (HmtSSB) tienen la capacidad de estimular la sintesis del ADN (Kaguni y Oliveira,
2015; Kim y Richardson, 1994). Por lo que decidimos evaluar la importancia de Rim1 en el

sistema mitocondrial de S. cerevisiae.

Interesantemente la sintesis de iniciadores sobre ADN de cadena sencilla por Rpo41
es inhibida en presencia de Rim1, lo que indica una posible competencia por los sitios de
unién al templado entre Rpo41 y Rim1. Este hecho concuerda con lo que se ha descrito para
la ARN polimerasa mitocondrial humana y la del bacteri6fago T7 (POLRMT o T7RNAP),
dénde la HsmtSSB ocasiona que la sintesis de iniciadores sea menor al disminuir la cantidad
de sustrato accesible (Wanrooij et al., 2008). En contraste, Rim1 es capaz de estimular la
extension de los iniciadores por Mip1 hasta ~6.5 veces pero afecta la sintesis a
concentraciones mayores de 2 uM. Estos resultados son similares con lo que se ha descrito
para T7SSB y HmtSSB capaces de incrementar el uso de iniciadores por T7ADNpol y POLG

respectivamente (Myers y Romano, 1988; Wanrooij et al., 2008).

Se ha descrito en otros sistemas que la causa de incremento en la sintesis de ADN es
a través de la interaccion entre T7SSB y T7ADNpol (Ghosh et al., 2010; Ghoshet al., 2009),
lo que es una posibilidad para nuestro sistema, pero para lo que se requiere estudios mas
detallados para relacionar el efecto con una interaccion electrostatica entre el C-terminal de
Rim1 con la polimerasa, de igual manera que ocurre en el sistema del bacteriéfago T7

durante la formacion del complejo de polimerizacion T7SSB-T7ADNpol (Ghosh et al., 2010).

8.5 El C-terminal de Mip1 es necesario para la actividad de polimerasa

Por otro lado, en la POLG (ADN polimerasa mitocondrial de humano) la actividad de
exonucleasa se considera de importancia para la formacion de extremos que se puedan ligar

durante la replicacién y la perdida de esta actividad incrementa la actividad de
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desplazamiento de hebra, lo que ocasiona dafio en el tipo de cadena disponible para la

ligacion (Macao et al., 2015).

Al tomar en cuenta las caracteristicas del desplazamiento de hebra y actividad de
exonucleasa de proteinas similares a Mip1, consideramos evaluar la importancia del
carboxilo terminal en la capacidad de polimerizacién. La perdida de 175y 196 a.a. en el C-
terminal incrementaron la cantidad de producto obtenido en comparacién con Mip1 y no se
ve afectada por la pérdida de capacidad exonucleasa. Esto podria relacionarse con el hecho
de que la extension C-terminal se considera necesaria para la regulacion entre polimerasa y
exonucleasa, ya que la eliminacion de los residuos también causa la disminucién en la
actividad de exonucleasa. Con estos resultados podemos observar que quiza la perdida de
actividad debe a la interaccion entre el dominio carboxilo terminal y la actividad de
polimerasa y no por el desarreglo del dominio de polimerizacion ya que no se ven afectados
residuos cercanos al dominio. Esto solo puede ser inferido, ya que hasta el momento los
modelos estructurales solo se han hecho por homologia y se requieren de una evaluacion

mas fina en la que se involucre la determinacion de una interaccién entre las proteinas.

Posteriormente se decidié evaluar si la actividad de exonucleasa en Mip1 presentaba
una relevancia en el desplazamiento de hebra, similar a lo que ocurre en POLG (Macao et
al., 2015). En el ensayo todas las versiones de Mip1 probadas fueron capaces de desplazar
la hebra, aunque con diferencia en la eficiencia para la formacién de producto similar a lo
observado antes donde Mip1A175 y Mip1A196 presentaron ~10% y ~50% mas producto
respectivamente en comparacion que la Mip1 sin importar la capacidad de exonucleasa.
contrario a lo que se ha descrito para POLG, donde al eliminar la actividad de exonucleasa la

capacidad de desplazamiento se modifica (Macao et al., 2015).

Estos resultados concuerdan con lo que se ha descrito en ensayos in vivo , donde la
delecion de 175 y 196 a.a. no afectan la integridad del ADN mitocondrial, sin embargo
cuando se elimina por completo los 279 a.a. del extremo carboxilo terminal de Mip1 provoca
un fenotipo petite (Young et al., 2006). Por lo tanto, es importante mencionar que este
mecanismo por el cual el carboxilo terminal afecta a la actividad de la Mip1 puede deberse a

que la afinidad por el ADN y la forma en la que se establecen los complejos se ve modificada.
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Se observd que la Kd de Mip1 sobre un sustrato de doble cadena fue de
aproximadamente el doble en comparacién con las mutantes Mip1A175 y muy similar a la
Mip1A196. Sin embargo, cuando el complejo se adiciona con nucledtido la afinidad de
Mip1A175 y Mip1A196 son similares y mayores que Mip1. Estos resultados muestran que la
afinidad al ADN podria interferir con el incremento en la sintesis en presencia de las
mutantes que se observo previamente, permitiendo la formacion de un complejo mas estable.
De acuerdo a estudios previos en otros modelos este arreglo mas fuerte podria causar que
posterior a la incorporacion del nucleodtido el paso continuo se vea afectado y que el
desplazamiento de hebra también se detenga causando la incorporacion pausada de
nucledtidos, mostrando productos menores al producto final. Dado que esta forma de

interactuar con el templado podria estar dificultando el paso y la habilidad para abrir la
cadena doble (Antony et al., 2013; Burkeet al., 1980).

El mecanismo a través de este fragmento soélo se han investigado en la levadura, ya
que el extremo carboxilo terminal unicamente se ha descrito en hongos (Young et al., 2006),
aunque una extension de 67 a.a. se encuentra en la ADN polimerasa del bacteriéfago T5,
donde se encarga de la procesividad.

8.6 El C-terminal de Rim1 regula la actividad de Mip1

Como se menciono antes, no se sabe con exactitud el mecanismo mediante el cual
Rim1 podria estar involucrada en la regulacidon de sintesis y uso de iniciadores en el
replisoma. Por lo tanto, considerando el modelo que mantiene la SSB del bacteriéfago T7 y
de Drosophila, mediante la interaccion a través de su extremo carboxilo terminal (Ghosh et
al., 2010; Oliveira y Kaguni, 2010).

Para esta determinacion obtuvimos dos mutantes de Rim1 eliminando 11 (Rim1A11) y
15 (Rim1A15) aminoacidos en el carboxilo terminal, que conduce a la pérdida de 3 y 4
residuos acidos respectivamente que podrian interaccionar con el sitio de uniéon a ADN de la

propia proteina, de tal manera que dejaria el sitio libre para la union al sustrato.
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Al determinar la afinidad por el ADN con todas las versiones, la capacidad de union
fue dependiente de la longitud del sustrato, ya que cuando el ADN utilizado fue de 45 nt,
tanto Rim1 como Rim1A11 mantienen una afinidad muy similar e incluso Rim1A15 parece ser
menos afin a esta uniéon. Pero cuando se trata de un sustrato de 70 nt, Rim1 y Rim1A11
forman dos complejos de diferente tamafo y con Rim1A15 sélo se forma un tipo. Ademas la
afinidad se incrementa cuando se han eliminado 15 a.a.. Estos resultados son comparables
con lo que se ha observado en el caso de SSB de E. coli, que forma un homotetramero con
diferentes formas de uniéon al ADN, de acuerdo a la extension del sustrato (Lohman y
Bujalowski, 1988, 1994). La formacion de diferentes complejos dependen del papel del C-
terminal en la formacion de la interface con otras proteinas, a través de los residuos
hidrofébicos y acidicos (Antonyet al., 2012; Shereda et al., 2008), siendo esto probable para
Rim1.

Debido a este comportamiento, se pens6 que de igual manera el dominio C-terminal
de Rim1 podria estar regulando la actividad de Mip1, como T7SSB lo hace con la T7ADN
polimerasa (He et al., 2003). Para esto evaluamos la sintesis de ADN por Mip1 en presencia
de Rim1, Rim1A11 y Rim1A15.

Los resultados mostraron que Rim1 no afecta la sintesis pero que la delecion de 11 o
15 a.a. (Rim1A11 y Rim1A15 respectivamente) a concentraciones elevadas disminuye el
tamano del producto. El efecto sobre la actividad de Mip1 se puede relacionar con la elevada
afinidad de las versiones truncadas de Rim1 por el ADN, que evita el paso por parte de la
polimerasa al tener el sustrato a su paso totalmente cubierto por Rim1.

Otra posibilidad para explicar el efecto sobre Mip1 seria, que Rim1 es capaz de
interaccionar con la ADN polimerasa mediante el extremo carboxilo de cada uno de los
monomeros en la unién rio abajo de la polimerasa para la estabilizacion del complejo, como
se ha descrito en E. coli, donde estos extremos se consideran importantes para la
coordinacion de la replicacion y reparacion del ADN (Antony et al., 2013). De manera similar
el C-terminal de la SSB del bacteriéfago T4 estabiliza la union de las proteinas del replisoma
con el ADN (Burke et al., 1980), mediante una union cooperativa al ADN fungiendo como un

regulador del sistema replicativo (Burke et al., 1980).
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9. CONCLUSIONES

Este trabajo demostré que Mip1 es capaz de extender y degradar iniciadores de ARN
y ADN con una eficiencia diferencial dependiente de la naturaleza del sustrato. La formacién
de producto fue menor con un hibrido ARN-ADN, donde la degradacién del iniciador se ve
limitada hasta una longitud de 14 nt, mostrando que la replicaciéon en la mitocondria de S.

cerevisiae puede comenzar con la sintesis de fragmentos de ARN como iniciadores para la
sintesis de ADN.

Rpo41 se encarga de la actividad de primasa al sintetizar fragmentos pequenos de
ARN que son extendidos por Mip1 en presencia de dNTP’s. Sin embargo, la formacion de
transcritos con secuencias correspondientes a origenes de replicacion es menor que con
secuencias promotoras, posiblemente por la presencia de regiones ricas en G-C causante de

la formacion de estructura G-quadruplex reconocida como sefal de terminacién para Rpo41.

Sin embargo, aunque el contenido de la secuencia es importante ya que condiciona la
longitud del iniciador para Mip1, es de gran importancia considerar que el sistema es capaz
de utilizar secuencias correspondientes a origenes de replicacién y a secuencias promotoras
de genes codificantes para aminoacidos, para garantizar el mantenimiento del ADN
mitocondrial mediante un genoma minimo, como se ha observado en levaduras con fenotipo

petite [rhoT].

Determinamos que para la formacién del replisoma in vitro se requiere de Mip1 y
Rpo41, pero la presencia de Mtf1 es necesaria para la apertura de un sustrato de doble
cadena y es dispensable en sustratos superenrrollados. Aunque Rim1 no es indispensable
funciona como un elemento regulador en la sintesis y extension de los iniciadores por Rpo41

y Mip1 respectivamente.
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Determinamos que el C-terminal de Mip1 regula la actividad de polimerasa y
exonuclesa y que la actividad de degradacidn no se relaciona con la capacidad de
desplazamiento de hebra. Rim1 es un componente que funciona como regulador en la

sintesis de ADN a través de los residuos del C-terminal.
Nuestros resultados soportan el modelo de la replicacion mitocondrial en S. cerevisiae

dependiente de iniciadores de ARN, y con la participacién de un complejo minimo formado

por Mip1 y Rpo41, en presencia de factores que regulan la sintesis de ADN (Mtf1 y Rim1).
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10. PERSPECTIVAS

® 2 Demostrar la importancia del C-terminal de Rim1 en la formacién del complejo Mip1-
Rim1.

® -Evaluar el efecto de la pérdida del extremo C-terminal en la sintesis de ADN

mitocondrial in vivo.

® 2 Determinar si la presencia de Rim1 afecta el desplazamiento de hebra y la actividad

de exonucleasa.

® 2 Definir si el dominio C-terminal de Mip1 regula la sintesis de ADN por interaccion con

el dominio N-terminal

® Explorar el modelo de recombinacion para la replicacion.
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11. Anexo I.

Oligonucledgidos para utilizados para amplificar el gen RIM1

Nombre Secuencia

Rim! Cterm (BamHI) 5-GGA TCG GAT CCT TAT TCT GAA GAA GCA GCA TTT TC-3'
SSB Nterm (Ndel) 5'-GGA ACC TGC ATA TGT TTT TAC GTA CTC AAG CTC-3'

Oligonucleétidos utilizados para versiones deletadas en el C-terminal de
Rim1

Nombre del oligo Secuencia D?Le:')"“
UP-D125STOP 5'-gaagaatgggagattagaaTaAgctgagggccaagaaaatgct get-3'
11
DOWN-D125STOP 5'-agcagcattttcttggccctcagcttattctaatttcttcccattette-3'
UP-K121STOP 5'-gacattaatttattgaagaatggg TAgaaattagaagatgctgagggcec-3'
13
DOWN-K121STOP 5'-ggccctcagcatcttctaatttgTAcccattcticaataaattaatgtc-3'

*Los nucledtidos en negritas indican el codon de paro
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Oligonucleétidos utilizados como sustrato de secuencias de origenes

de replicacién

Nombre Secuencia
ORIMUP 5'CTT GGAATT CTA TAAATA TAT AAG TAA TAAATT AAG TTT TAT AGG GGG AGG
GGG TGG GTG AGG ATC CCT TG3'
ORIMLP 5'CAA GGG ATC CTC ACC CAC CCC CTC CCC CTATAAAAC TTAATT TAT TAC TTA
TAT ATT TAT AGAATT CCAAG3'
ORI2LW 5CAA GGG ATC CCA CCC ACC CCC TCC CCC TAT AAAACT TAATTTATT ACT
TAT ATATTT ACA GAAATTC CAA G3'
ORI2 UP 5'CTT GGAATT CTG TAAATA TAT AAG TAATAAATT AAG TTT TAT AGG GGG AGG
GGG TGG GTG GGATCC CTT G3'
ORI3 UP 5'CTT GGAATT CTC TGG ATA TAT AAG TAA TAG GGG GAG GGG GTG GGT GAT
TAG AAA CTA GAATGG ATC CCT TG3'
ORI3 LP
5'CAA GGG ATC CAT TCTAGT TTC TAATCA CCC ACC CCC TCC CCC TAT TAC
TTA TAT ATC CAG AGAATT CGAAC3'
ORI5 LW 5'CAA GGG ATC CAT TCT GGT TAT TAT CAC CCA CCC CCT CCC CCTATTACT
TAT ATT TTAAAT GAATTC CAA G3'
ORI5 UP 5'CTT GGAATT CAT TTAAAA TAT AAG TAA TAG GGG GAG GGG GTG GGT GAT

AAT AAC CAG AAT GGATCC CTT3'

Oligonucleétidos purificados por PAGE utilizados para el sustrato
duplex y de tipo burbuja

Nombr Secuencia

(¢
14ST 5'CATTTATTTATTATTATATAAGTAATAAAGAATAGTTTTATATACTAATAATAATATATG3'
14SNT 5'CATATATTATTATTAGTATATAAAACTATTCTTTATTIACTTATATAATAATAAATAAATGAATT3'
14S Burbuja ~ S'AATTCATTTATTTATTATATATGCAGCTTAAAGAATAGTTTTATATACTAATAATAATATAGS'
NT
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Oligonucleétidos utilizados para los ensayos de union a AND de
cadena sencilla

Nombre Secuencia

FdT70 S-TTTTTTTTTTTTTTTITTTITITTTITITTTITTITTITIT T T TITITTTITITITTITTTITTITT
[TTTTTTTTTITTTITTITITTTIT-3

FdT45 S-TTTTTTTTTTTTTTTTITTITTITTITTITTITTITTITTITTITTITTITTITTITIT -3
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Graficos del ensayo de unién de Mip1 a ADN mediante anisotropia
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ABSTRACT

Three proteins phylogenetically grouped with proteins from the T7 replisome localize to yeast mitochondria:
DNA polymerase y (Mip1), mitochondrial RNA polymerase (Rpo41), and a single-stranded binding protein
(Rim1). Human and T7 bacteriophage RNA polymerases synthesize primers for their corresponding DNA poly-
merases. In contrast, DNA replication in yeast mitochondria is explained by two models: a transcription-
dependent model in which Rpo41 primes Mip1 and a model in which double stranded breaks create free 3’
OHs that are extended by Mip1. Herein we found that Rpo41 transcribes RNAs that can be extended by Mip1

Iézﬁﬁggso'n on single and double-stranded DNA. In contrast to human mitochondrial RNA polymerase, which primes DNA
Yeast mitochondria polymerase <y using transcripts from the light-strand and heavy-strand origins of replication, Rpo41 primes
In vitro Mip1 at replication origins and promoter sequences in vitro. Our results suggest that in oril, short transcripts
RPO41 serve as primers, whereas in ori5 an RNA transcript longer than 29 nucleotides is used as primer.

© 2015 Elsevier B.V. and Mitochondria Research Society. All rights reserved.

1. Introduction

Proteins involved in mitochondrial DNA (mtDNA) replication and
transcription share a common evolutionary origin with proteins from
T-odd replisomes (Shutt and Gray, 2006a). In bacteriophage T7, a DNA
polymerase, a helicase-primase, an RNA polymerase, and a single-
stranded DNA binding protein are sufficient for leading and lagging
strand DNA synthesis (Fuller and Richardson, 1985a,b; Hamdan and
Richardson, 2009; Lee and Richardson, 2011). In mitochondria, a
helicase-primase derived from T-odd replisomes is absent or lacks
primase activity, suggesting alternative scenarios for priming mitochon-
drial DNA (Diray-Arce et al,, 2013; Matsushima and Kaguni, 2009; Shutt
and Gray, 2006b).

Three mitochondrial proteins phylogenetically related to the
T7 replisome have been extensively studied in yeast: 1) Mip1 is a
processive mitochondrial DNA polymerase with strand displacement
and 3’-5’ exonuclease or DNA editing activities (Foury, 1989; Viikov
etal,2011,2012),2) Rim1 is a tetrameric single-stranded DNA binding
protein (Van Dyck et al., 1992), and 3) Rpo41 is the mitochondrial RNA
polymerase (mtRNAP) that selectively transcribes at a nanonucleotide
conserved promoter sequence (Biswas and Getz, 1986; Greenleaf
etal,, 1986; Matsunaga and Jaehning, 2004). Rpo41 requires the interac-
tion of a mitochondrial transcription factor (Mtf1) for promoter recog-
nition and opening (Paratkar and Patel, 2010).

* Corresponding author.
E-mail address: 1gbrieba@langebio.cinvestav.mx (L.G. Brieba).

http://dx.doi.org/10.1016/j.mit0.2015.06.004
1567-7249/© 2015 Elsevier B.V. and Mitochondria Research Society. All rights reserved.

Human mtRNAP primes mitochondrial DNA polymerase (mtDNAP)
at the light-strand (OriL) and heavy-strand origins (OriH) of DNA
replication (Fuste et al., 2010; Lee and Clayton, 1998; Wanrooij et al.,
2008; Xu and Clayton, 1996). Yeast mtDNA harbors four origins of
replication also called ori or rep elements (oril, ori2, ori3, and ori5)
that are transcriptionally active (Baldacci and Bernardi, 1982; Biswas,
1999; de Zamaroczy et al., 1984; Turk et al., 2013). Ori or rep elements
are similar in sequence to the vertebrate OriH of replication (Baldacci
and Bernardi, 1982; Baldacci et al., 1984) suggesting that the mecha-
nism for mitochondrial replication could be conserved between yeast
and humans.

Two models for mitochondrial DNA replication are postulated
to occur in Saccharomyces cerevisiae: 1) the RNAP priming or
transcription-dependent mtDNA replication model in which Rpo41
primes at origins of replication (Baldacci et al., 1984; Bernardi, 2005;
Graves et al., 1998; Van Dyck and Clayton, 1998). In the RNAP priming
model, an RNA transcribed at oris is used as primer for Mip1 (Graves
et al,, 1998; Xu and Clayton, 1995), 2) the double-strand breakage or
recombination-mediated initiation model in which DNA replication is
initiated by a double strand breakage at ori5 by DNA glycosylase Ntg1.
This double-stranded break generates the 3’ OHs necessary for DNA
replication mediated by DNA recombination (Hori et al., 2009; Ling
et al.,, 2007, 2013). The double-strand breakage model postulates that
DNA replication involves the formation of concatemers that are ampli-
fied by rolling-circle replication (Ling et al., 2007).

The recombination-mediated initiation model is supported by the
finding that [rho™ | mitochondrial genomes are maintained in the
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absence of oris or Rpo41 (Fangman et al., 1989, 1990; Lorimer et al.,
1995). The transcription-dependent priming model is supported by
the finding of Rpo41 mutants able to transcribe but unable to support
mitochondrial DNA replication and the formation of a persistent
RNA:DNA hybrids at oris that can be extended by Mip1 (Wang and
Shadel, 1999; Xu and Clayton, 1995).

Albeit the transcription-dependent mtDNA replication mechanism
in yeast is controversial, only few studies have addressed the role of
Rpo41 in priming mtDNA (Graves et al., 1998; Xu and Clayton, 1995).
Herein, we report that Rpo41 efficiently synthesizes primers that are
used for primer extension by Mip1 at promoter sequences and oris.

2. Material and methods
2.1. Synthetic and plasmid promoters

Oligonucleotides containing the — 20 to + 40 nucleotide sequence
corresponding to the template and non-template strands of 14S, COX I,
COX II, and RPM1 genes, mitochondrial tRNAs and oris were synthesized
accordingly to their reported sequence (Biswas, 1999). These oligonu-
cleotides contained additional flanking Eco RI and Bam HI restriction
sites. To construct the double-stranded promoters, the template and
non-template strands oligonucleotides were purified by PAGE and
annealed at 95 °C in 20 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA.
The double-stranded synthetic promoters were directionally subcloned
into puC19. The oris and promoter sequences are present in Table S1.

2.2. Recombinant proteins

2.2.1. Mip1

The amino acid sequence of Mip1 without its mitochondrial
targeting sequence was codon optimized and subcloned into a modified
pET19 expression vector (courtesy of Dr. Tom Ellenberger). The recom-
binant protein was purified as previously described, with minimal
modifications (Viikov et al., 2011). Briefly, Mip1 was expressed in an
Escherichia coli Arctic Express BL-21 (DE3) strain at 10 °C for 18 h. One
liter of cell culture was harvested and resuspended in 30 ml of lysis buff-
er (25 mM HEPES pH 7.5, 500 mM Nacl, 10% glycerol, 5 mM imidazole,
1 mM TCEP) supplemented with 0.5 mg/ml lysozyme, and incubated at
4 °C for 30 min. Cells were lysed using two cycles of freeze-thawing. The
lysate was centrifuged at 12,000 rpm for 45 min at 4 °C. The cell-free
extract was purified by immobilized metal affinity chromatography
(IMAC) using a 1 ml pre-packed column. The clarified lysate was
loaded onto the IMAC column and the column was extensively washed
with 100 ml of lysis buffer using an imidazole gradient (from 10 to
150 mM). Mip1 was eluted with 3 ml of lysis buffer supplemented
with 500 mM imidazole and dialyzed in 25 mM Hepes pH 7.5, 50 mM
NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 10% glycerol. The dialyzed protein was
loaded onto a heparin column equilibrated with dialysis buffer and
washed with 100 volumes of a NaCl gradient (from 20 to 300 mM).
Mip1 was eluted with 2 ml of dialysis buffer supplemented with
500 mM NaCl. The eluted protein was dialyzed in 25 mM HEPES
pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% glycerol, and stored at — 20 °C.
Rim1: The gene encoding Rim1 without its mitochondrial targeting
sequence was PCR-amplified from yeast cDNA and cloned into
Nde I and Bam HI restriction sites of a modified pET19 vector.
Rim1 was purified via IMAC and ion exchange as previously described
(Ramanagoudr-Bhojappa et al., 2013; Van Dyck et al., 1992). Rpo41
and Mtfl: Rpo41 and Mtfl, were purified using IMAC and ionic
exchange chromatography as previously described. Rpo41 and Mtf1
were subcloned in a modified pET19 vector using the DNA correspond-
ing to their full-length amino acid sequence of 341 and 1351 amino
acids respectively (Jang and Jaehning, 1991; Matsunaga et al., 2004;
Velazquez et al., 2012). The A hairpin Rpo41 mutant that eliminates
residues 641 to 643 of the intercalating (3-hairpin was purified using
the same protocol of the wild-type Rpo41 (Velazquez et al., 2012).

Histidine tags were cleaved using PreScission Protease. The histidine
tags were removed by gel filtration through a Superdex S200 column.
Protein purity was verified on SDS-PAGE stained with Coomassie
Brilliant Blue R-250.

2.3. Transcription reactions on double-stranded promoters

Transcription reactions were carried out in transcription buffer
(20 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM DTT, 50 mM NacCl, 100 pg/ml BSA, 4 mM
MgCl,,) supplemented with 150 uM ATP, 150 uM CTP, 150 uM GTP,
150 uM UTP, and 2 pCi/ul [a->2P]-ATP (3000 Ci/mmol). Synthetic pro-
moters were present at 5 uM, Rpo41 at 1 uM, and Mtf1 at 3 uM. Reac-
tions were run at 30 °C for 20 min and stopped by adding an equal
volume of stop buffer (98% formamide, 10 mM EDTA pH 8, 0.025%
bromophenol blue). The reactions were resolved by denaturing poly-
acrylamide gel as indicated in the figure legends.

24. Primers extension on DNA:DNA and RNA:DNA templates

A DNA oligonucleotide of 45 nts was hybridized to a complementary
DNA or RNA oligonucleotide of 24 nts. These 24 nts primers were
previously [y->2P]-ATP labeled. Primer extension reactions were incu-
bated at 30 °C in reaction buffer (20 mM Tris pH 8.0, 10 mM DTT,
40 mM Kdl, 2 mM MgCl,, 0.5 mg/ml BSA, plus 250 pM of each dNTPs).
Reactions were resolved by denaturing polyacrylamide gel and ana-
lyzed by phosphorimagery on a Molecular Dynamics Phosphorimager.

2.5. DNA synthesis on dsDNA

2.5.1. DNA synthesis on short dsDNA fragments

Reactions mixtures were incubated on DNA polymerase reaction
buffer containing 150 uM NTPs, 250 uM dATP, 250 uM dTTP, 250 uM
dCTP, 10 uM dGTP, and 2 pCi [a->2P]-dGTP (3000 Ci/mmol). Templates
were present at 1 uM, Mip1 at 0.3 nM, Rpo41 at 1 pM, and Mtf1 at
3 pM. The reactions were incubated at 30 °C and resolved as mentioned
above.

2.5.2. DNA synthesis on pUC19 promoters

DNA synthesis on pUC19 promoters was assayed as mentioned
above but with plasmid templates at 1 nM. The DNA products were
labeled with [o->?P]-dGTP and separated by electrophoresis on 0.8% na-
tive agarose gel run at 3 V/cm and observed by phosphorimagery.

2.6. RNA-primed DNA synthesis on ssDNA

RNA synthesis on ssDNA was carried out in reaction mixtures con-
taining M13mp18 ssDNA (New England Biolabs) at 0.1 uM, Rpo41 at
1 uM, and Mtf1 at 3 pM and increasing amounts of Rim1 (0.3, 0.6, 1.2,
and 2.4 pM), 150 uM NTPs, and 2 uCi of [a->2P]-ATP. Reactions were in-
cubated at 30 °C for 20 min and stopped as described before. Products
were separated by electrophoresis on a 6% denaturing polyacrylamide
gel. RNA-primed DNA synthesis contained 100 nM Mip1, 250 uM
dATP, 250 uM dTTP, 250 uM dCTP, 10 uM dGTP, and 2 uCi [a->?P]dGTP.
The products were separated by electrophoresis on an alkaline agarose
gel (1%) run at 1.5 V/cm, and dried using a vacuum for approximately
6 h. Both gels were detected by autoradiography.

2.7. DNA synthesis on duplex and pre-melted promoter

Reactions were carried out in transcription buffer (20 mM Tris-HCl
pH 8, 5 mM DTT, 50 mM Nacl, 100 pg/ml BSA, 4 mM MgCl,,) supple-
mented with 150 uM ATP, 150 uM CTP, 150 pM GTP, 150 uM UTP, and
2 uCi [a->2P]-dGTP (3000 Ci/mmol). Synthetic duplex aor pre-melted
(14S) promoters were present at 1 uM. Mip1, Rpo41 (wild-type and A
hairpin Rpo41 mutant), and Mtf1 (when indicated) where present at
1 nM, 1 uM and 3 pM respectively. Reactions were run at 30 °C for
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Fig. 1. Heterologous purification of Mip1, Rpo41, Mtf1, and Rim1. A) 8% SDS-PAGE gel
showing purified Mtf1, Rpo41, and Mip1 as protein bands with molecular weights of 47,
153, and 141 kDa, respectively. B) 15% SDS-PAGE gel showing purified Rim1 as a 13 kDa

20 min and stopped by adding an equal volume of stop buffer (98%
formamide, 10 mM EDTA pH 8, 0.025% bromophenol blue). The
reactions were resolved by 16% denaturing polyacrylamide gel.

2.8. DNA synthesis stopped by ddNTP

Reactions using dideoxynucleotides were carried in described in
Section 2.5. A specific dNTP is replaced by its corresponding ddNTP.
Reactions were run and resolved by denaturing polyacrylamide gel.

3. Results and discussion
3.1. Heterologous purification of Mip1, Rpo41, Mtf1 and Rim1

To facilitate the purification of yeast DNA mitochondrial proteins, we
subcloned MIP1, RPO41, MTF1, and RIM1 genes into a modified pET19
vector that contains an N-terminal histidine tag and a PreScission
Protease recognition site before their mitochondrial targeting sequence.
To avoid possible interference of the histidine tag on enzyme activity,
histidine tags were removed and the recombinant proteins were ~90
to 95% pure as assessed by densitometry by SDS-PAGE analysis
(Majorek et al., 2014) (Fig. 1A and B). All proteins eluted in a single
peak at the expected retention time in a S200 gel filtration column
(data not shown). The latter indicates that the heterologously expressed

protein. All proteins were purified using three chromatographic steps (IMAC, ion ex-
change, and gel filtration). After histidine tag cleavage the heterologous proteins contain
an extra Gly-Pro-His sequence before the initial methionine of mitochondrial targeting se-
quence. Both gels are stained with Coomassie Brilliant Blue.

A DNA B

proteins are likely monodisperse. The average yield of the purified pro-
teins was approximately 2, 5, 2, and 6 mg per liter of bacterial culture for
Mip1, Rim1, Rpo41, and Mtf1 respectively.
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Fig. 2. Mip1 extends from RNA:DNA hybrids and displays non-processive 5'-3’ exonuclease activity. A) 16% denaturing polyacrylamide gel showing the polymerization and 5'-3’
exonucleolytic activity of Mip1 on a DNA:DNA substrate measured by a time-course reaction. The double-stranded DNA substrate was assembled by annealing a 5'y->2P labeled DNA
of 24 nts (lane 1) to a complementary template of 45 nts. DNA substrate was present at 1 nM and Mip1 at 0.3 nM. To measure the polymerization activity, reactions were incubated
with 250 uM of each dNTP (lanes 2 to 5) and to drive the reaction to the 5'-3’ exonucleolytic activity the dNTPs were absent (lanes 7 to 10). Reactions were initiated by addition of
2 mM MgCl, and incubated at 30 °C. Samples were taken at 2, 4, 8, and 16 min and stopped with equal volumes of 50 mM EDTA and 90% formamide. The length of the exonucleolysis
and polymerization products are indicated by arrows. B) 16% denaturing polyacrylamide gel showing the polymerization and 5’-3" exonucleolytic activity of Mip1 on a RNA:DNA
substrate. The experiment was performed using identical conditions as above.
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3.2. Mip1 replicates from an RNA:DNA primer-template and displays
moderate 3'-5' exonuclease activity

The transcription-dependent mtDNA replication mechanism de-
pends on the ability of Mip1 to extend from an RNA:DNA duplex with-
out degrading the RNA primer by its intrinsic 3’-5’ exonuclease activity.
Therefore, we evaluated Mip1 mediated DNA primer extension using an
RNA primer or a DNA primer hybridized to a DNA oligonucleotide and
high concentrations of dNTPs. Using a time-course reaction, we found
that after 4 min of incubation ~90% of the DNA primer is extended to
a product of 45 nts, whereas ~60% of the RNA primer is extended to
the full-length product (Fig. 2A and B, lanes 2 to 5). Thus, Mip1 is able
to use an RNA:DNA hybrid as substrate, albeit DNA synthesis is less effi-
cient using an RNA:DNA primer-template with respect to a DNA:DNA
primer-template (Fig. 2A and B, lanes 2 to 5). This differential in
efficiency is similar to the efficiency of human DNA polymerase <y
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Fig. 3. Transcription reaction at oris in comparison to 14S and COX Il promoters. 25% dena-
turing polyacrylamide gel showing the transcript patterns produced by Rpo4-Mtf1 on oris,
148, and COX I promoters. Rpo41 and Mtf1 were present at 1 uM and 3 puM respectively.
pUC19 cloned promoters were digested with Hind Il and added to the reaction mixture
to a final concentration of 1 uM. The digested plasmids were designed to produce run-
off transcripts between 64 and 67 nts. Abortive transcripts are indicated with numbers.
The expected length of each run-off product is indicated by an arrow. Transcription reac-
tions were run at 30 °C for 20 min and stopped by adding an equal volume of stop buffer.

(POLG) extending from a 3’ rNTP primer (Valentine et al., 2001). The
transcription-dependent mtDNA replication mechanism requires that
the 3/-5’ exonuclease activity of Mip1 does not degrade the transcribed
RNA primer to a length at which it cannot be extended. DNA synthesis
by Mip1 displays a balance between its 3’-5’ exonuclease and 5’-3’ po-
lymerase activities In the presence of high concentrations of dNTPs,
Mip1 performs coupled DNA polymerization and 3’'-5’ exonucleolysis
(Viikov et al., 2012). In the presence of dNTPs, one fraction of the DNA
primer is degraded to 14 nts and other fraction of the primer is extended
to 45 nts; however, the RNA primer is degraded with lower efficiency
(Fig. 2A and B, lanes 2 to 5). Structural modeling and site-directed mu-
tagenesis studies indicate that family A DNA polymerases are deficient
in 3’5’ exonucleolysis of RNA primers because of a steric clash of the
2’-OH and conserved amino acids in the exonuclease domain (Lin
et al.,, 2001). As previously reported (Viikov et al., 2011, 2012), the 3’-
5’ exonuclease activity of Mip1 is distributive as a series of short inter-
mediates from 23 to 2 nts are present during the time-course of the
reaction. Accordingly to the differential in catalytic activity of Mip1
using an RNA or a DNA substrate, in the absence of dNTPs Mip1 de-
grades the DNA primers to a final product of 2 nts, whereas the RNA
primer is degraded to 14 nts (Fig. 2A and B, lanes 6 to 10). The exonucle-
ase-polymerase balance is an intrinsic propriety of each DNA polymer-
ase. For instance, the 3'-5’ exonuclease activity of T7 DNA polymerase
(T7DNAP) is several fold higher than the exonuclease activity of E. coli
DNA polymerase I (Tabor and Richardson, 1987). As yeast mitochondria
does not contain a primase, we decided to compare the 3'-5’ exonucle-
ase activities of Mip1 and T7DNAP in a DNA primer-template with 10
fold lower concentration of a DNA:DNA primer-template than in the
previous experiment (Fig. 1S, lanes 2-5). Under these conditions a bal-
ance between the polymerization and exonuclease activities of Mip1
was observed. The distributive 3’'-5" exonuclease activity of Mip1 con-
trast to the processive exonucleolytic degradation of TZDNAP in which
in the presence of high concentrations of dNTPs, the DNA:DNA prim-
er-template is extended to 45 nts and no intermediate products are
observed during the processive degradation of the primer from 24 nts
to 2 nts (Fig. 1S, lanes 1-8). The processive exonuclease activity of
T7DNAP is exemplified in a reaction without dNTPs, in which after
2 min all the DNA substrate is degraded to 2 nts (Fig. 1S, lanes 9-12).
The distributive 3/-5’ exonuclease activity of Mip1 indicates that a tran-
scribed RNA primer could be used as a primer for Mip1-mediated DNA
synthesis without being completely degraded.

3.3. Oris are active promoters with reduced transcription efficiency

Yeast mitochondrial DNA promoters consist of a conserved
nonanucleotide sequence (5’-TATAAGTAA [+ 2]). This sequence is
present in 14 active promoter sequences, four origins of replications,
and several inactive promoters (Biswas, 1999; Biswas and Getz, 1986;
Marczynski et al., 1989). Oris are transcriptionally active (Graves et al.,
1998; Xu and Clayton, 1995), however their transcription efficiency
has not been evaluated to date. To measure the transcription efficiency
of oris, we compared their transcription patterns to the well-studied
transcription patterns of 14S and COX Il promoters. Oris, 14S, and COX
IInucleotide sequences from the — 20 to the + 40 position (+ 1 indicat-
ed the first transcribed ribonucleotide) were cloned into puC19 and
used as templates (Table 1S). Transcription at 14S and COX Il promoters
displays a well studied abortive transcription pattern from 2 to 10 nts
(Matsunaga and Jaehning, 2004; Paratkar et al., 2011; Velazquez et al.,
2012) and a run-off transcript of 65 and 66 nts respectively (Fig. 3,
lanes 1 and 2). oril, ori2, and 14S promoters share their first eight
transcribed ribonucleotides (Table 1S) and the abortive transcription
pattern among these promoters present products with similar intensity
(from to 2-8 nts); however, the final run-off product (67 and 66 nts) of
oril and ori2 is 4.3 times less abundant in comparison to the 14S run-off
product (Fig. 3, lanes 1, 3, and 4). The nucleotide sequences of ori3 and
ori5 are identical for their first 23 transcribed nucleotides (5’-AATAGG
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Fig. 4. Rpo41 synthesizes RNA primers for Mip1 on single-stranded templates and double-stranded promoters. A) RNA synthesis mediated by Rpo41 on M13mp18 ssDNA showing labeled
RNA products from 20 to 250 nts (lanes 1 to 4). These RNA transcripts are used for Mip1 to synthesize labeled DNA products longer than 4 kb. The total amount of the synthesized DNA
products is proportional to the concentration of Rpo41 using a fixed amount of Mip1 (lanes 5 to 8). Reaction products were separated on a 6% polyacrylamide, 8 M urea gel. The position of
N/Hind Il molecular weight markers are indicated on the right. B) 18% denaturing polyacrylamide gel showing DNA amplification products labeled with [a->?P]-dGTP resulting from Mip1
enzymatic activity on oril, ori5, and 14S transcribed by Rpo41-Mtf1. The appearance of a DNA band is dependent on the presence of Rpo41-Mtf1 and Mip1 (lanes 3,4,8,9, 10 and 11) and
relates to the expected length of the DNA product to be equal to the run-off transcript (Table 1S).

GGGAGGGGGTGGGTGAT), however only the first four nucleotides are
conserved with the 14S promoter sequence (Table 1S). As expected
the transcription patterns of ori3 and ori5 are identical (Fig. 3, lanes 5
and 6). In ori3 and ori5, the end of abortive transcription occurs after
the synthesis of 4 nts instead of 8-10 nts as in other yeast mitochondrial
promoters. The run-off products of 66 and 67 nts for ori3 and ori5 re-
spectively are 2.7 times less intense than the 14S run-off product. Pro-
moter strength in yeast mitochondrial promoters depends on the
sequence of the two initial transcribed nucleotides (Deshpande and
Patel, 2015). As oris share their first four initial transcribed nucleotides
(5’-AAUA) with the 14S promoter, it is possible that different elements
dictate transcription efficiency in oris. ori1 and ori2 contain a conserved
5’ GGGGGAGGGGGTGGGTG sequence from the + 18 to + 32 position,
whereas ori3 and ori5 contain a 5’GGGGGAGGGGGTGGGT sequence
spanning from their + 5 to + 20 position. These G-rich sequences re-
semble the conserved sequence block II of human mitochondria that
stimulates primer formation and transcription termination by human
mitochondrial RNAP (POLRMT) via the formation of a G-quadruplex
(Wanrooij et al., 2010). Further studies are needed to corroborate if
transcription at oris forms G-quadruplexes. As the transcription efficien-
cy of oris decreases ~3 to 4 times with respect to the 14S promoter, we
decided to use synthetic oligonucleotides with ori1 and ori5 sequences
to increase by 5-fold the template concentration in subsequent
experiments.

3.4. Rpo41 generates primers on ssSDNA and dsDNA

The simplest substrate for replisome assembly in vitro is a single-
stranded circular template (Debyser et al., 1994; Wanrooij et al.,
2008). We tested the priming activity by Rpo41 on a ssDNA M13mp18
template and found that the length of the RNAs transcribed by Rpo41

in a single-stranded template is between 25 and 100 nts (Fig. 4A,
lanes 1-4). These transcribed RNAs are the approximately the same
length as the RNA fragments transcribed by POLRMT on single-
stranded DNA (Wanrooij et al., 2008). In the presence of Mip1 and
dNTPs, these RNA fragments are extended to DNA products longer
than 4.5 kb (Fig. 4A, lanes 5-8). These data indicate that in the simplest
DNA substrate, Rpo41 can transcribe RNAs that are extended by
Mip1. We wondered whether double-stranded synthetic promoters
resulted from oligonucleotide annealing of a defined transcript length
of ~45 nts could be used to generate primers for DNA synthesis
(Table 1S). On double-stranded promoters, transcription is depended
on the presence of Rpo41 and Mtf1 (Rpo41-Mtf1). Thus, we tested if
transcription on oril, ori5, and 14S promoters by Rpo41-Mtf1 would
promote DNA synthesis by measuring radioactive dGMP incorporation.
In the presence of either Rpo41-Mtf1 or Mip1 alone DNA amplification
products were not present and the observed bands present on the dena-
turing gel were identical to the bands of the radioactive [c->2P]-dGTP
control without any added protein (Fig. 4B, lanes 1,2, 5, 6 and 9). DNA
synthesis was not observed in a control experiment with a non promot-
er sequence in the presence of Rpo41-Mtf1 and Mip1 (data not shown).
These results indicates that Rpo41-Mtf1 or Mip1 alone unable to
support DNA amplification on a double stranded ori or 14S promoter.
A DNA amplification product of ~46 nts was observed only when
Rpo41-Mtfl and Mip1 were added simultaneously to the reaction
(Fig. 4B, lanes 3, 7, 10). The DNA amplification product at oril was
~12-fold more intense than the product present at ori5 or at the 14S pro-
moter (Fig. 4B, lanes 3, 7 and 10). The presence of Rim1 increased the
intensity of the DNA product by 1.5-fold in 14S and ori5, but not at
oril (Fig. 4B, lanes 4, 8, 11). These results indicate that Rpo41 could
prime Mip1 at oris and at the 14S ribosomal promoter. The presence of
the 2 or 3 nts band observed during DNA amplification (Fig. 4B, lanes
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Fig. 5. Rpo41 primes Mip1 using short and long RNAs. 25% denaturing polyacrylamide gel
showing DNA synthesis by Mip1 on oril and ori5 in the presence of specific ddNTPs and
the absence of the corresponding dNTP. A) DNA synthesis on oril transcripts. A expected
DNA product of 46 nts is synthesized in ori1 when all dNTPs are present (lane 1). DNA syn-
thesis is not observed in the presence of individually added ddATP, ddGTP, or ddTTP to the
reaction (lanes 2, 3 and 5). In contrast a band of 41 nts is observed when ddCTP is present
(lane 4). B) DNA synthesis on ori5 transcripts. A expected DNA product of 45 nts is synthe-
sized when all dNTPs are present (lane 1). DNA products are observed in the presence of
ddTTP, ddCTP and ddGTP. With basis on the nucleotide sequence and the relative gel
migration, the DNA bands results of ddTTP, ddCTP and ddGTP incorporation were assigned
to alength of 35, 40 and 45 nts respectively (lanes 2,4,5). The total amount of DNA synthe-
sis on ori5 is approximately 20 times less abundant and the intensity of this part of figure
was enhanced to visualize the DNA amplification bands. The presence of ddATP inhibits
DNA synthesis on ori1 and ori5 (lanes A2 and B3).

3/4,7,8,10,11) may reflect Mip1 misincorporation, as the first incorpo-
rated radioactively labeled GMP occurs at position + 11 for 14S and oril
and at position + 5 for ori5 (Table 1S).

3.5. Rpo41 primes Mip1 using short and long RNAs

A transcription-dependent persistent RNA:DNA hybrid efficiently
primes Mip1 on ori5 (Xu and Clayton, 1995). In order to understand if
abortive transcripts (2 to 10 nts) or extended RNA:DNA hybrids (tran-
scribed after the synthesis of ~8 nts) prime Mip1, we investigated the
fate of Mip1-mediated DNA amplification using dideoxynucleotide
chain terminators (ddNTPs) able to stop DNA amplification at defined
positions (Fig. 5). If short abortive transcripts serve as RNA primers,
the incorporation of ddNTPs by Mip1 would halt replication and only
short DNA products would be synthesized. The initial transcribed se-
quence at oril is + TAAUAAAUUAAGUUUUAUAG. If abortive transcripts
are used as primers, ddATP or ddTTP could be incorporated instead of
dATP or dTTP before the incorporation of the labeled [o->2P]-dGTP at
position + 11, and DNA amplification would not be radioactively
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Fig. 6. Promoter opening but not MTF1 is required for priming. RNA-primed DNA synthesis
assay run on a 16% denaturing acrylamide gel showing radioactive [->2P]-dGTP incorpo-
ration by Mip1 on double-stranded and bubble promoters in the presence and absence of
Mtf1 using a wild-type or a Rpo41 mutant deficient in promoter opening. In the absence of
Mtf1 (lanes 1 to 4), DNA synthesis is observed on a pre-melted bubble promoter as a band
of approximately 45 nts using wild-type and the Rpo41 A hairpin mutant. In the presence
of Mtf1 DNA synthesis is observed in double-stranded and bubble promoters for wild-type
Rpo41 (lanes 5 and 6). Whereas DNA synthesis by the Rpo41 A hairpin mutant is not
observed in double-stranded and bubble promoters (lanes 7 and 8). The absence of DNA
synthesis on double-stranded promoters by Rpo41 A hairpin mutant is a consequence of
this mutant in promoter opening.

labeled. In oril a Mip1-mediated amplified band of ~46 nts is observed
in a control experiment without chain terminators (Fig. 5A, lane 1).
When dATP, dTTP, and dGTP were independently substituted by their
corresponding ddNTP, Mip1-mediated DNA amplification was not ob-
served in oril (Fig. 5A, lanes 2, 3 and 5). However, when dCTP was
substituted by ddCTP, a sharp band that corresponds to the position of
the first incorporated dCTP by Mip1 is observed (position +41 and
green colored in the inset) (Fig. 5A, lane 5). In the case of ori5, the initial
transcribed sequence is + 1AATAGGGGGAGGGGGT, if short transcripts
drive Mip1 replication at ori5, ddTTP incorporation would yield a prod-
uct of 3 or 16 nts, and ddGTP incorporation would generate products as
short as 5 nts. In contrast to oril, the presence of individually added
ddNTPs on ori5 produced DNA amplification products. The length of
these products are approximately the same length than the DNA
amplification product observed for oril. The length for the observed
DNA amplification products are ddTTP > ddCTP > ddGTP. The first
dCTP present in ori5 is located at position + 29 (green colored in the
inset) and the second is present at position +40 (indicated by an
asterisk). dTTPs are present in positions + 16, +20, +23 + 26, + 35,
+39, +43 and + 44, if short transcribed RNAs are used as primers a
band at position + 16 would appear if ddTTP is present. As the length
of the amplified DNA band is longer for ddCMP than ddTMP incorpora-
tion, we calculated that the incorporated ddTTP occurs at position + 35
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Fig. 7. Increasing concentrations of Rim1 decreased Rpo41 RNA synthesis at single-stranded templates but stimulated Mip1 priming. A) RNA synthesis on M13mp18 single-stranded DNA
using increasing concentrations of Rim1 (from 0 to 2.4 uM) and a fixed concentration of Rpo41. RNA synthesis was labeled by [a-*P]-ATP incorporation and the reaction products were
separated by electrophoresis on a 10% denaturing polyacrylamide gel. B) RNA-primed DNA synthesis on M13mp18 in the presence of Mip1 and increasing concentrations of Rpo41 (from
0.3 to 2.4 uM). Reactions were labeled by [«-*2P]-dGTP incorporation, run on a 1% denaturing agarose gel and resolved by phosphorimagery.

and the incorporated ddCTP occurs at position + 40 that corresponds
to the second dCTP present in the nucleotide sequence (Fig. 5B, lanes
1 to 5). The presence of a weak DNA band using ddGTP may indicate
that misincorporation of a non chain-terminating deoxynucleotide by
Mip1. The ddNTP incorporation results suggest that in ori1, short tran-
scribed RNAs serve as primers, whereas in the case of ori5 a long RNA
transcript of more than 29 nts is used as primer.

3.6. Mtf1 is not required for primer utilization by Mip1

Rpo41 depends on Mft1 for promoter opening on double-stranded
DNA, but Mtf1 is dispensable for Rpo41 transcription on bubble or

partial single-stranded promoters (Matsunaga and Jaehning, 2004).
Mtf1 interacts with Rpo41 during abortive transcription and is released
once Rpo41 initiates processive transcription (Mangus et al., 1994). In
order to understand whether Mft1 is needed for primer utilization, we
performed a Mipl-mediated DNA amplification experiment with
Rpo41 in the presence and absence of Mtf1l. We used an Rpo41 mutant
deficient in promoter opening (Rpo41 A hairpin) to further validate if
Mip1-mediated DNA amplification is linked to the transcribed RNA
primers. Rpo41 A hairpin mutant deletes 3 amino acids of the p-
intercalating hairpin (641 to 643). Rpo41 A hairpin mutant is deficient
in promoter opening and unable to transcribe on double-stranded pro-
moters, but displays wild-type activity on synthetic pre-melted bubble
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and partially single-stranded promoters (Velazquez et al., 2012). In
experiments lacking Mtf1, DNA amplification by Mip1 is observed
only in bubble promoters, result of Rpo41 transcription without the in-
volvement of Mtf1 (Fig. 6, lanes 1 to 4). The absence of DNA amplifica-
tion products using an Rpo41 mutant deficient in promoter opening
and therefore deficient in generating RNA transcripts corroborated
that DNA amplification is dependent on the transcriptional activity of
Rpo41 (Fig. 6, lanes 3 and 7). As expected in the presence of Mtf1,
DNA incorporation was observed in double-stranded and bubble pro-
moters (Fig. 6, lanes 5 to 8).

3.7. Rim1 increases Rpo41 priming utilization by Mip1

Rim1 is involved in coating single-stranded DNA to avoid DNA
damage (Van Dyck et al., 1992). Single-stranded binding proteins stim-
ulate DNA replication in T7 bacteriophage and human mitochondria
(Kim and Richardson, 1994; Wanrooij et al., 2008). Thus, we were
curious to investigate if Rim1 would modulate Rpo41 activity and
DNA synthesis by Mip1. RNA primer synthesis on a single-stranded
M13 template is inhibited as the concentration of Rim1 increases
(Fig. 7A, lanes 1 to 5). This inhibition is dependent on the concentration
of Rim1 and indicates a competition for the single-stranded DNA sub-
strate between Rpo41 and Rim1. At a Rim1 concentration of 2.4 pM
RNA synthesis on single-stranded DNA is reduced by ~5-fold. Our re-
sults agree with similar experiments in which increasing concentrations
of hmtSSSB decrease the synthesis of RNA primers by POLRMT and
T7RNAP indicating that coating of ssM13 by single-stranded binding
proteins decrease the amount of accessible substrate (Wanrooij et al.,
2008). In contrast, increasing amounts of Rim1 stimulated DNA amplifi-
cation by Mip1 reaching the maximal stimulation of ~6.5-fold at a
concentration of 1.2 uM. This stimulation decreases at 2.4 pM (Fig. 7B,
lanes 1 to 4). In human mitochondrial and T7 replisome the presence
of hmtSSB increases the use of the transcribed primers by POLG
(Wanrooij et al., 2008). The reason for the stimulation of Mip1 by
Rim1 could be related to an increase in processivity and strand displace-
ment as is the case for the protein-protein interactions of gene 2.5 and
T7 DNA polymerase (Ghosh et al., 2009, 2010). The reason for the
decrease in stimulation of the activity by increasing amounts of Rim1
resembles the inhibitory effect of gene 2.5 in mutants of T7 DNA
polymerase (Ghosh et al,, 2010).
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3.8. Rpo41 primes Mip1 on oris and promoter sequences

Seminal work by Xu and Clayton indicates that RNA transcripts at
oris prime Mip1 (Xu and Clayton, 1995). Our results suggest the possi-
bility that transcripts synthesized at promoter sequences may also
serve as primers. In light of these results, we decided to test Mip1-
mediated DNA amplification at four oris and nine promoter sequences.
Oris and promoter sequences were cloned into pUC19 to evaluate
DNA amplification by radioactively labeled dGTP incorporation by
Mip1. In DNA amplification reactions resolved by electrophoresis on a
native agarose gel we observed the accumulation of a radioactively
labeled band greater than 3 kb for reactions containing both Mip1 and
Rpo41, but not if Mip1 or Rpo41 are individually present in the reaction
(Fig. 8, lanes 1-9 and data not shown). The radioactively labeled
DNA band migrates near the molecular weight of a pUC19 plasmid
(~2.7 kb), however bands migrating at ~10 and ~20 kb are observed
in an overexposed image of the agarose gel at oril and ori5 (data not
shown). We observed DNA amplification even in the absence of Mtf1,
as Rpo41 may synthesizes primers on supercoiled templates without
Mtf1. A control experiment using a pUC19 plasmid without a cloned
promoter or ori corroborated that DNA synthesis is dependent of
Rpo41 transcription (Fig. 8, lanes 10-12). When we repeated the
above experiment using COX I, COX II, 14S, RNase P, and several tRNA
promoters, we observed DNA synthesis in the presence of Rpo41 and
Mip1 in all promoters (Fig. 9). All promoters with the exception of 14S
and tRNAM present and increase in their DNA amplification products
with respect to the oril control. A DNA product band of ~20 kb was
observed in reactions using COX I and RNase P promoters, possibly as
a result of the strong strand displacement of Mip1 in which several
rounds of DNA synthesis around the template are catalyzed (Viikov
etal., 2011) (Fig. 9, lanes 11 and 14).

4. Conclusions

The finding that Rpo41 can use transcripts synthesized at promoter
sequences to prime Mip1 explains the replication of [rho™] mtDNAs
without a replication origin (Fangman et al., 1989; Lorimer et al.,
1995). The mechanisms for double-stranded DNA cleavage in the
doubled-stranded break model by Ntg1 are not fully addressed (Ling
et al.,, 2007, 2013) and this model is based on DNA replication studies

ori5 puUC19
+ + + + + +
- + + - + +
- - + - - +
7 8 9 10 11 12

Fig. 8. Rpo41 primes Mip1 on cloned origins of replication. 1% Native DNA agarose gel showing radioactive [&->?P]-dGTP incorporation by Mip1 on transcribed origins of replication (ori1,
ori3, and ori5) and a control pU19 plasmid. A DNA labeled band located between 4.3 and 2.3 kb is observed when Mip1 and Rpo41 are present in the reaction (lanes 2,3,5,6,7 and 8) but not
when Mip1 (lanes1, 4, 7) or Rpo41 (data not shown) are solely present. The DNA labeled band is not observed using a control puC19 plasmid (lanes 10 to 12). The presence of Rim1 has a
moderate effect on the intensity of the DNA band (lanes 3,6,9). The relative position of the DNA product with respect to the N/Hind IIl molecular weight marker is indicated on the right.
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Fig. 9. Rpo41 primes Mip1 on canonical promoters. A and B) 1% Native DNA agarose gel showing DNA amplification by Mip1 on yeast promoters. A DNA band of ~4 kb is observed when
Mip1 and Rpo41 are present in the reaction using 14S, COX I, COXII, RNAse P, and tRNA promoters as templates. DNA amplification bands longer than 9 kbs are observed in COX Il and RNAse

P promoters.

using mitochondrial genomes as short as 300 bp to understand the
~85 kb replication of intact yeast mitochondrial DNA. Our data indicate
that Rpo41 is an active primase and supports the idea that DNA replica-
tion in yeast mitochondria occurs by a mechanism in which Rpo41
primes both DNA strands (Van Dyck and Clayton, 1998; Wang and
Shadel, 1999; Xu and Clayton, 1995). In yeast mitochondria all genes,
with the exception of ytRNA™ are transcribed from the same strand
and in the same direction that ori5, whereas oril, ori2, and ori3 are
transcribed from the complementary strand (Foury et al., 1998).

Our results do not exclude the possibility of a replication mechanism
in vivo involving a combination of the doubled-stranded break model
for replicating the leading strand and Rpo41 as a primase to replicate
the lagging strand (Gerhold et al., 2010).

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.mit0.2015.06.004.
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