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INTRODUCCION.

1.~FOSFORILACION OXIDATIV A.

1.~ MECANISMO QUIHIOSHOTICO.

La fosforilacién oxidativa y la fotofosforilacién, a través
de sintetizar la mayor parte del ATP celular, son la fuente
principal de energia en animales, plantas, hongos y bacterias.
Este proceso estd asociado a las estructuras membranales: A la
membrana interna en 'mitocondrias, a la de tilacoides en
cloroplastos, o la plasmitica si se trata de bacterias.

El sistema de la fosforilacién oxidativa mitocundriai esti

constituido par S complejos enzimidticos lipo-protéicos: la NADH -

ubiquinona - oxidoreductasa ¢ complejo I; la Buccinato -
ubiquinona - oxidoreductasa ¢ complejo II; la Ubiquinol -
ferricitocromo-¢ - oxidoreductasa ¢ compleja IIlj la

ferricitocromo ¢ - oxidoreductasa ¢ complejo IV y la ATP-sintasa ¢
complejo V. En mitocondrias de corazén‘de bavinog, este sistema
constituye el 50 % de 1las protefnas asuciadaé a la menmbrana
intern;; el resto incluye, entre otras, varias proteinas
transportadoras y enzimas gue actdan como donadoras de electrones
de la cadena respiratoria {(ver rev. Hatefi, 1983). Tt TT
En mitocondrias intactas y en bacterias, el transporte basal
de electrones se acelera cuando ocurre la furmécién de ATP a
partir de ADF y Pi. Este acoplamiento entre 1la oxidacién vy lé

fosforilacién, se ha explicado mediante el mecanismo 1lamado

quimtosmdtico, propuesto por Peter Mitchell an 194a1. El



acoplamiento depende de las propiedades intrinsecas de la membrana
gue contiene la cadena transportadora de electronesA y la
ATP~sintasa.

El Mecantsmo Quimiosmbtico {(ver fig. 1) propone que la
energia derivada del transporte de electrones, es utilizada para
translocar protonss a través de la membrana. Esta  translocacién
que va de la matriz mitocondrial hacia el citosol, origina una
diferencia de potencial electroguimico transmembranal (AyH+) que
tiene dos componentes; una diferencia de pH (ApH) y una diferencia
de potencial electrico ¢ de carga (Ay) entre los  compartimientos
interior y exterior separados por una membrana impermeable a
protones (H+). La energfa almacenada al generarse el gradiente de
protones, se utiliza para la farmacién del ATP, cuando las
protones regresan del citosol hacia la matriz mitocondrial a
través de un canal de H' presente en la ATP-sintasa.

De acuerdo con Mitchell, la interconversién del potencial
transmembranal (AuH*) en la energfa quimica del ATP, es
reversible. As{ el proceso de sintesis de ATP consume AuH+, an
tanto ﬁue la hidrélisis regenéra al AuHﬂ

Parte de la energia del gradiente s® usa para impulsar la
translocacién de otras moléculas a través de la.membrana, mediante
un mecanismo de transporte acoplado. De esta manera el ADP y el Pi
son llevados hacia el interior de la m;triz mitocondrial para la
sintesis-del ATP. |

La estequiometria de los iones fosfato incorporados en el
ATPy por par de electranes que viaja a través de la cadena
transpartadora, se conoce como relac}én P/2e . Equivalente a la

relacién P70, debido a que cada par de electrones reduce un 4tomo
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| . Potencial eléctrico
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Respiracidn

Fig. 1.- Esquema de la Topologia de la Reéspiracidn
Mitocondrial y la Fosfortilactién Oxtdativa, FiFo es el complejo

enzimitico responsable de la sintesis de ATP,



-

de ox{geno. En mitocondrias la relacién P70 & de 3 para el NADH vy
substratos que transfieren electrones al NADH. La relacién PO es
de 2 para subgstratos gque transfieren electrones a flavoprotei{nas

(ver rev. Mitchell, 1976).

2.-MECANISMO CONFORMACIONAL.

Adn no se conoce el mecanismo malecular por el cual funcionan
las ATP-sintasas, pero se han prapuesto modelos como el de Catdlis
Rotactional (Boyer, 1983; Cox y col., 1984, 19843 Gresser y col.,
1982) y el Mecanismo de Unidn y Camblo (Bresser y caol., 1982). El
modelo mas aceptado hasta ahora es este altimo: MECANISMO DE UNION
Y CAMBIO & "Binding Change”. Las caracter{sticas principales de
este mndelo sont 1) La sintesis de ATP ocuwrre esponténeamente en
los sitios cetaliticos, y @] paso que requiere energfa s un
cambio conformacional. Este cambio es necesario para convertir el
sitio catalfitico de alta afinidad por ATP en uno de baja afinidad
(Boyer y col., 1963); 2) La unidén del substrato y la liberacidn
del pfﬂducto astan asoeiadus al proreso de energizacién (Rosing vy
col., 1977)3 y 3) La unidén del substrato y 1la liberacidén del
producto ocurren simultansamente en subuniaades cataliticas

separadas pero interactuantes (Kalayar y col., 1977).

11. -~ H'-ATPasas.

4 v ) . N :
Las H ~-ATPasas son complejos enzimaticos asociados a las

membranas transductoras de energla de mitocondrias, bacterias vy



tloroplastos. Su funcién puede separarse en tres partes: a)
Tranzlocacidn, que bermite a los protones generadas en la cadena
oxidativa cruzar 1avbicapa lipidica; b} Acoplante, en la que
dirige los protones de tal manera que la energia almacenada en su
gradiente electroquimico se utiliza en la sintesis del ATP y c)
LatAlisis, durante ia que se realiza la sintesis de ATF, partiendo
de ADP y de Pi.

La enzima puede llevar a cabo la hidrélisis de ATF, que es la
reversa de la reaccion del proceso fosforilante. Se realiza en
ausencia de substratos oxidables en el éasn de mitpcondrias y de
bacterias aerdbicas, o en la obscuridad si se trata de bacterias
fotosintéticas y cloroplastos. Esta hidrélisis puede ipducir la
formacién de un gradiente electroquimicd de protones, =1 cual a su
vez es capédz de revertir el flujo de electrones, regenerando el
AuH+, pudiendo ser utilizado para el transporte de metabolitos
{veanse rev. Senior, 198B8; Schwezmann y Pedersen 19863 Wang, 1988;
Ysern y col 1988),

Las H'-ATP-sintasas (fig., 2) estdn constituidas por una
porcién Fi1 que, observada por medio de ;a microscoplfa electrénica,
@ ve comp un botén de 9 nam de diametro gue scobresale de la
membrana interna de la mitacondria o de la membrana plasmatica de
las bactérias. Este sector es hiarofilico y posée el sitio
catalitico para la sintesis e hidrélisis del ATF. La Fi est& unida
" al sectar membranal (Fo) mediante un cuello de aﬁf&%i;;é;&;géé
4.5 nm de largo por 3.5 nm de ancho. El sector Fo, que parece
tener una farma globular, con un diametro de b;B nm de ancho
(Gogol y col., 1988; Tsuprun y col., 1989; Bogol y col., 1988) es

la porcidn hidrofébica de la enzima a través de la cual se

e e o T e e




Fig., 2.- Microgrofia ELectréni&a de la FiFo-ATPasa de
Escherichia coll reconstituida en membranos. La ECFiFo se congeld
rapidamente y se mantuvo en una capa delgada de hielo para verse
al microscopio electrénico sin tefir y sin ningun tratamiento
quimico. (A) Vista lateral promedio de 30 mnléculasg (B) y (O)
Vista lateral promedio de 10 moléculas. (C) Muestra un dominio de
diferente densidad Electrénica en el interior de la ECF1 (Gogol,

E.P. y col. 1987).

-



conducen los protones para llegar a la F1 (Senior, 1973, 1879,
1983). El complejo ATF-sintasa est& formado de por lo menos 13
;ubunidades diferentes (Walker y col., 1987).

La F1 mitocomdrial (Knowle% y col., 1972 Tuena vy
Goémez-Puyou, 19775 Feinstein y Moudrianakis 1984) semejante a la
de E. coli (Féster y Fillingame, 1979) y a la de Claoroplasto (lien
y Racker, 19%1; Binder y eol., 1978) pueden aislarse de 1la

m@g@brana por q;ferentes métodos. La Fi aiglada solo cataliza la
hidrélisis de ATP, y puede unirse nuevamente a la membrana,
recuperando la funcion de s{ntesis de ATP. El hecho de poder
purificar la Fi1 y reconstituirla én membranas carentes de ella

pero que mantienen la porcidén Fo, ha sido de gran utilidad en el

estudio de la estructura y el mecanismo de la enzima.

II1.- La H'-ATPasa Mitocondrial.

1.-CARACTERISTICAS GENERALES,

La F1~ATPasa mitocondrial tiene un peso molecular de 371 kDa

y consta de 9 subunidades denominadas o, 3y, ¥y, & Y € con

estequiometria de aaﬂqrée, y pesos moleculares de 54, 30, 33, 17.5

y 5.7 kDa, respectivamente (Penefsky, 1979). Ademids de estas 3
diferentes subunidades, la F1 posée un polipétido con P.M. de 9378
Da denominado Protefna Inhibidora (FI), el cual estd involucrado
en la regulacién de la actividad catalitica de la enzima (ver rev.

. de Schwerzmann y Pedersen, 1986).
La mayor parte de lés subunidades de la FiFo—ATPasa

mitocondrial, estén codificadas por genes nucleares. Esto es asf



para todas las subunidades de la F1 (Nelson y Schatz, 197%). Otras
como la a y la ¢ de Fo, son codificadas por el ADN mitocondrial
(Neupert y Schatz, 1981; Fearnley y Walker, 1986). Las subunidades
codificadas por los genes nucleares se sintetizan en forma de
precursores en los ribosomas citopldsmicos (Hallermayer y col.,
19775 Suissa y Bchatz, 1982). Las proteinas precursoras poséen una
gecuencia adicional en el extremo amino terminal, que corresponde
al péptido sefial, que dirige la proteina hacia el interior del
arganelo (Schatz y Butow, 1983), que en el caso de la subunidad «
es de 43 amincacidos (Breen y Barnet, 1989). Este péptido sefial se
remueve durante el procesamiento hasta la proteina madura. Fara
que las proteinas precursoras se transparten al interior de la
mitocondria, se requiere que estas estén en una conformacién
gxtendida diferente a la conformacién final (Chen y Douglas, 1987)
ademds se necesita un receptor localizado en la superficie de la
matriz mitocondrial (Hennig y col., 19B83; Swizinski y col., 1783).
8@ ha descrito una peptidasa hidrusoiuble gue cataliza el
procesamiento en la matriz mitocondrial (Béhni y col., 1983).
También se requiere de energia para el transporté; esta la
proporciona el componente Ay del potencial electroquimico de la
membraﬁa (Bchatz, 1788).

Se desconoce adn lo que determinma la estequiometria exacta de

las subunidades de la FiFo, pero se ha sugerido que el mecanismo

que controla la biosintesis y el ensamble esta a nivel- de -la

traduccién. Experimentus en E. coli han mostrado que la frecuencia
con que se usan los codones para las subunidades «, 3 y ¢, es
mayor que la encontrada para py 6y a . Esto implica que las

subunidades &, ? Y ¢, que tienen estequiometria de 3, 3 y 10, se




traducen mas frecuentemente (Grantam y col.,, 19813 Ikemura,
1781a, 1981b).

Be sabe gque la secuencia de aminoidcidos de Fu de diferentes
origenes muestra gran homologl{a, independientemente de la fuente
de que provengan.

La F1-ATPasa soluble y purificada solo es capaz de realizar
ciclos de hidrélisis de ATP, aunque se ha logrado sintetizar  ATP
unido a la enzima en presencia de concentraciones altas de Pi{ vy
dimetilsulféxido (Bakamoto vy Tonomura, 1983; Yoshida, 1983;
Gémez-Puyou y col., 1984), El oligémero a3637’ reconstitutido a
partir de las subunidades purificadas, tiene el tamafio (90-100 ﬂ),
y una actividad especifica similar a la enzima nativa. Esto indica
que son estas las subunidades esenciales para la hidrélisis de ATP
(Yoshida y col., 1975; Futai, 1977; Kagawa y Nukiwa 1981).

Se sabe por experimentos directes de unidén de nucledtidos,
que la Fi posée 6 sitios para nucledtidos (Cross y Nalin, 1982
Weber y col.,, 1983; ver rev. Vignais y Satre, 19B4). De estos, 3
recambian ripidamente coh los nucledtidos del medio, y otros 3
recambfan léntamente y son né cataliticas (Cross y Nalin, 1982).
Los de recambio ripido presentan cooperatividad negativa (Cross vy
Nalin, 1882; Tiedge y col.,, 1982), y parecen debendientes de sz*
y especificos para nucledtidas de adenina (Kironde y Cross, 1986,
19875 SBeniar, 1979). Dado que la catéliéis es dependiente de I"Igz+
y utiliza diferentes trinucieétidos como substratos, se cree que
los tres sitins de nucledtidos de recambio répido corresponden a

los sitios cataliticos.



2.- EL COMPLEJO NATIVC Rl

La H'ATP-sintasa mitocondrial, ya sea soluble o particulada,
se obtiene con diterentes grados de actividad hidrolitica
atribuibles al diferente contenido de PI. Cuando la actividad
hidrolitica de la H+ATP-sintas§ es baja, esta puede manifestarse
al maximo por diferentes tratamientos que involucran el
desplazamiento de la PI del sitiq inhibitorio , o bien el ataque a
ésta por proteasas.

En el caso de la ATPasa particuladé, los métodos empleados
para manifestar la actividad hidrolitica maxima por desplazamiento

de la Pl son: Energizacidn de membranas par substratos oxidables o

por hidrélisis de ATP, exposicion del complejo a proteasas, a '

temperaturas altas (20-60 °C), pH alcalino y fuerza iénica (ver
rev. Schwerzmann y FPedersen 19B864).

En el complejo soluble, la actividad. hidrolitica maxima sa
puede manifestar por iﬁcubacién de la enzima en medio con  fuerza
iénica y temperatura altas (Lowe y Beechey, 19B1; Feinstein vy
Moudrianakis, 1984), o bien por tripsinizacién (Horstman y Racker,
1970}, Este aumento se atribuye a una inactivacién del efecto
catalitico de la protei{na inhibidora.

En .1984 Feinstein vy Mnudriénakis, caracterizaron una
preparacién de F1 que se obtiene con la PI enddgena, y que tiens
un comportamiento similar al de las particulas submi%d&bn&riéiés
Mg-ATP (Beltréan y col., 1984), con un altp contenide de PI,

Esta preparacién de Fil soluble se ubtiene_&un una actividad
hidrolitica muy baja (0~2 umol min * mg—i), y puede alcanzar el

it -1

valor tedrico maximo (100 pmol  min ! mg ) al incubarse a
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temperaturas mayores de 20 °c y a un pH alcalino en presencia de
ATP como agente estabilizador. La velocidad de activacién es mas
rapida a medida que se aumenta la temperatura (de 4 a 60 °C), o el
pH (de 4.0 a B8.%). Se sabe que el compleja Fil es catalfiticamente
activo {(B&mez-Puyou y col., 1984), ya que es capaz de sintetizar
la misma cantidad de ATP unide (0.4 ATP/F1) que la F1 (Bakamoto vy
Tonomura 1983; Sakamoto, 1984; Yoshida, 1983; Gémez-Fuyou y col.,
1986 ).

La F1l a diferencia de la Fi, es estable a tempe?aturas de
0-4 °C, ya que como se menciond arriba, la Pl le confiere

estabilidad al frio (Pullman y Monroy, 1943).

3.— FUNCION DE LAS SUBUNIDADES DEL COMPLEJO FiFo

La Subunidad o posée un sitio de unidén para nucledtidos (por
mol de o) que tiene una alta afinidad para ATF o ADP (Dunn vy
Futai, 1980), vy la unién de éste a la subunidad o le provoca un
cambio conformaciondl importante (Paradies, 1980, 19813 Dunn,
1980). Babemns también, que el sitio- de unidén para Ngz' no
intercambiable que permanece unido a la Fi, se recupera en el
dlmern."&y" al desnaturalizar la Fi. (Williams, y col., 1987).

Estos resultados junto con el hecho de que la liberacién del ATP

" de la subunidad « es muy lenta, sugieren que eété sitio de

nucleétido podria ser regulador o estructural (Dunn, 1980). La
subunidad o parece ser especie especifica ya que é_ diferencia de
las subunidades 3 9 vy no forma hibridos con subunidades 3 y y de
otras fuentes (Futai y col., 1980; Takeda y col., 1982).

Los resultados de experimentos usanda F1 de E. colt con




mutaciones & nivel de a que resultan en la alteracién de la
cooperatividad entre los sitins, sugicren que la transmisién e
cambios conformacionales entre subunidades, es esencial para 1la
madxima actividad de ATPasa (Nuomi y col., 1984). Por experimentos
de entrecruzamiento de [*“CINEM-0SCP con Fi (Dupuis y col., 1984}
y parr experimentos en los que el tratamiento de la subunidad o con
tripsina altera la unién de O5CF con el segmento Fi, sabembs que
la supunidad « interactda con la subunidad DBSCP  del cuello del
complejo FiFo.

lag 3 Subunidades (3 son esenciales en la actividad catalitica
del complejo ATP-sintasa, ya que poséen los sitios catalfticos vy
parte de los sitias no cataliticos de la enzima (Kananshvili vy
Gromet-Elhanan, 1983). Estas subunidades son las mds conservadas y
por tanta las mis faciles de substituir, ya que su homologia con
otras especies es mayor de 60 L (Walker y  col., 1984),
principalmente en la 2ona del sitin de wnidn de nucledtidos
{(Nelson y Cidon, 1984). Experimentos con la subunidad f# aislada de
Fi de R, rubrum, mostraron que ésta es capaz de llevar a cabo la
hidrélisis del ATP, aunque este fendmeno no se ha visto para la
subunidad aislada de otras especies (Kanashvili y Gromet-Elhanan,
1983b). Esta subunidad parece ser esencial 'también en 1a
determinacién de la especificidad de Fi1 para cationes divalentes,
ya que una mutacidn a nivel de la subun;dad (3 en E. coll cambia la
egspecificidad de la Fy de Mgz+~ATPasa a Ca”-ATPasa (Futai y col.,
1974). Es importante mencionar que todos los residuos de
aminpiridos de la subunidad 3 de la F« que hasta ashora se han
madificado, afectan la actividad hidéolitica (ver fig. 3). Estos

residuos son: 1 & 2 tirpsinas que a pH neutro se modifican  con
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Fig. 3.~ Esquemo de la Subunidad f3 de la F1-ATPasao,
Mitocondrial, mostrando la localizacién de restducs de aminoadc idas
de tmportancia en este trabdajo. 2—NBADPa (Lunardi y col. 1987);
Nbfa (Andrews y col., 1984b); Nbfb (Ho y Wang, 1983); DCCD (Esch y
col., 1981); EEDQ (Laikind y col., 198&)° B—NBADP (Hollemans vy
col., 1983); Nbfc (Andrews y col., 1984a); ZNQADPD (Garin y col.,
1986); FSBI (Bullough y Allison, 1986bYs  FSBA  (Esch y, Allison,
1979); P. Inh. (sitio de unidn de la Protefna Inhibidora-Jdackson y
Harris, 1988).
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Nbf, FSEA ¢ tetranitrometano; Una lisina modificable con Nbf a pH
alcalino; una arginina que se wmodifica con fenilglioxal o con
butanediona y un carboxilo que se marca ‘con DCCN 6 con EEDG (ver
rev. Allison y col., 1986 y secciones IV y V). La subunidad (3
tiene ademis el sitio de unidén de la Frotefina Inhibidora (Klein vy
col., 1980, 1981; Beltran y col., 19688), que es un factor muy
importante en la regulacidén de la actividad catalitica QE la
enzima.

La Subunidad y parece ser indispensable para el ensamble de
lag otras subunidades de Fi, ya que en ausencia de esta subunidad
no hay ensamble de subunidades ¢ y [ (Kanasawa y col., 1983;
Klionsky y B8imoni, 1983). Estudios de entrecruzamiento del
complejo Fi soluble, y otros mas recientes saobre la estructura’
tridimensional de la enzima (Bogol y col., 19B%h), muestran que la
subunidad y se encuentra interactuando principalmente con la
subunidades (3, § v &£. Experimentos realizados con subunidades da
E. coli F1 mostraron que la minima combinacién de subunidades que
presenta actividad hidrolitica es aJ%y (Kagawa y Nukiwa, 19813
Yoshida y col., 1975; Futai, 1977). AdemAs se ha propuesto que la
subunidad y actda como la compuerta dei paso de los protones a la
subunidad catalitica (Enns y Criddle, 1277).

Aﬁﬁque se descanoce la funcién de las Subwnidades & V £, se
ha propuesto que éstas pueden anclar la estructura asﬂsy a la
- porcién Fo de la enzima. Esto se ha propuesto considerando que la
subunidad 6 mitocondrial tiene como equivalentg a la subunidad ¢
en £ coli y en cloroplastq (Kimura y col., 198?), que se sabe
desempefian este papel (Futai y col., 1974; Sternweis, 1978; Kagawa

y cal., 19746; Dunn y Heppel, 1981;j;Humbert y col., 1983). Debemas
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aclarar que la subunidad ¢ de mitocondria, no tiene equivalente en
Bacterias ni en Cloroplasto (Walker y col., 1983),

LA PROTEINA INHIBIDORA (PI), ®s un polipéptido con pesa
molecular de 9578 Da (Frangione y col., 1981). Fué aislado por
primera vez par Pullman y Monroy en 1963 de mitocondrias de
corazon de res, es un inhibidor de la hidrélisis y de todas las
reacciones dependientes de ésta. Estudios posteriores mostraron
que este polipéptido también regula la sintesis de ATP, asi como
las reacciones parciales del ciclo catalitico (Harris y Crofts,
1978; Bomez~-Puyou y col., 1979; Harris vy col., 1979 Tuena de
Gémez-Puyou y col., 19833 Eeltran y col., 1986). Desde su
descubrimienta a la fecha, se ha purificado de H'-ATP-sintasa
practicamente de todasrlés fuentes (ver tev. Pedersen y col.,
1981), Su presencia confiere estébilidad al frio a la F1 soluble

(Fullman y Monroy, 1943; Horstman y Racker, 1970) y puede ser

14

martada con [*C) Fenilisotiocianato (Klein y ecol., 19680), [7°C]
[}

Metil 4-azidobenzimpidato (Klein y col., 1981) o con 1251 (Wong v

col., 1982; Power y .col., 1983) sin perder actividad. La

estequiometria PI:Fi es'ﬁe uno (Gémez-Fernandez vy Harris, 1978),
esta proteina interactda con el extremo carboxilo terﬁinal
(Jackson y Harris, 1988) de una de las 3 subunidades (3 del
complejo Fi1 (Klein y col., 1980, 1981; Jackson y Harris, 1983
Beltran y col., 1988). La interaccién de PI-F4 también ocurre en
la F1 de E.col§ (Létscher y col., 1986) en la cual la subunidad ¢
desempefia la funcién de Pl (Dreyfus y Satre, 19843 Sternweis vy
Smith, 1980).

La inhibicién de la actividad hidrolitica de la Fi1-ATPasa,

por la Pl requiere de preincubacién a pH cercano de 4.7 . en
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presencia de un nucledtido trifosfatado (NTF) hidrolizable y de un
catién divalente (Fullman y Manroy, 19433 Horstman y  Racker,
1970). En 1978 Gémez-Fernandez y Harris propusieran que la
hidrélis del NTP podria generar un estado conformaciandl que
favoreciera la interaccién de la PI con la Fi. Experimentos
posteriores indicaron que la interaccion se favorece por  una
relacién baja ATP/ADP (Van de Stadt y Van Dam, 1974), y resultados
recientes sugieren que la forma de la enzima a la cual se uﬁe la
Pl es comn ATPasa—ADP (Power y col., 1983; Tuena de Gémez-Fuyou vy
col., 1983; Ernster y Nordenbrand, 1984).

No se ha llegado a un concenso con respecto al numero de

sitins de unidén que la F1 tiene para la Pl. Jackson y Harris

(1983, 1986) proponen la existencia de un solo sitio, en tanto que .

otros autores , aseguran gue existen al menas 2 sitios (Van de
Btat y.col., 1973; Wong ¥ col., 1982): uno inhibitorio y otro no
inhibitorio.

El grupo de Tagawa (Hashimoto y colq, 1984; OQOkada y col.,
1986) demostrd, que la ATP sintasa de levadura, tiene ademds 2
protefnas estabilizadoras de FM de 9,000 y 15,000 daltones en una
relacién equiomolecular con el complejo FiFe. Estas protefnas se
requieren para estabilizar el complejo inactivo PI-FFo en la
membrana. mitocondrial. For otro lado, se sabe que la PI sufre
cambios conformacionales dependientes de pH que parecen estar
relacionados con su actividad inhibitoria (Fujii y col.,- 1983;
Harris, 1984).

La importancia fisioldgica de la Pl en la regulacién de 1la
hidrélisis de ATP se demostré in uivo en misculo cardiaco

isquémico (Rouslin, 1983, 1987).

1&




El sector hidroféhbico (Fo) del complejo ATP-sintasa, confiere
a la enzima estabilidad al frio y sensibilidad a la oligomicina vy
al DCCD (1-5 nmoles/mg de protefna) (Kagawa y Racker, 196&6). En
Bacteria ®©l segmento Fo, estd constitufdo de 3 subunidades
direfentes a, by ¢ con estequiometria 1:2:10 (Genior 'y Wise,
1983). En mitocondrias parece ser mucho més complejo, vya que la
composicién  y estequiometria de sus subunidades no se  ha
establecido claramente. Entre los polipéptidos que se  han
encontrado formandu parte del sector Fo en mitocondria de corazon
de res, estan : La "ATP-asa &" (a) de 24.8 kDa (Anderson y col.,
1982), la subunidad &, el proteolipido (¢} de 7.4 kDA (Walker vy
col., 1984) , el polipéptido AbL de 7.9 kDa (Fearnley y Walker,
1986) y una Proteina gue une desacoplante {(Hanstein, 1976).

El Proteolipido, subunidad ¢ & Proteina que une DCCDy, e la
que puede ser modificada covalentemente por DCCD (Lauguin y col.,
1980), bloqueando la translocacién de protones a través de Fo vy
por tanto inhibiendo la actividad hidrolitica y sintética de 1la
ATP~sintasa (Criddle y col., 1977; Glaser y col., 1980; Sebald vy
Hoppe,.1981). Ee proteolipido es el componente principal (5-10 7%
de FiFo) del segmento Fo, y es5 esencial para que la Fo sea
funcional. Es también el sitio de unién de la oiigomicina que es
un inhibidor de la sintesis y la hidrélisis del ATP (Criddle vy
cal., 1977). El Proteolipido tiene Homélugos en Bacterias vy
Cloroplastos (Sebald vy Hopée 1981)

La Proteina que une Desacoplante (UBP), es el polipéptido de
mayar peso molecular que se encuentra formando parte de Fo, Fué
purificado por primera vez en 1974 pﬁr Hanstein y parece ser el

tnico componente esencial para la unién del desacoplante en ' la
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membrana interna mitocandrial.

Entre las subunidades responsables de unir Fi a Fo, es decir,
las que forman el cuello, se encuentran la subunidad OSCP
{(Proteina que confiere sensibilidad a oligamicina) con PF.M. de
20.9 kba (Dvchinnikov y col., 1983), 1a Fo con P.M. de 8 kDa (Fong
y tol., 1984) y la subunidaad e.

LA PROTEINA QUE CONFIERE SENSIBILIDAD A OLIGOMICINA (OSCP),
es un polipéptido hidrofilico, que interactda con las subunidades
ay 3y cuya funcidn principal es la de unir el segmenta Fo al
segmenta Fs (Dupuis y col., 1989), confiriendole a ¢éste dltiop
sensibilidad a la oligamicinae [(Tzagoleoff, 1970), sin ser su sitio
de unién (Criddle y col 1977)1, al DCCD y a la Rutamicina (Van de
Stadt y col., 1972). La OSCP es esencial para el restablecimiento
de las funciones dependientes del gradiente de protones en
experimentos de reconstitucién de F1 con Fo (Tzagoloff y col.,
1968; Racker, 1781), Esta proteina junto con el Factor B (Fn) y el
Factor & (Fe>, se requieren para reconstituir la actividad de
intercambio ATP-"’P (Liang y Fisher 1983). Los resultados de
experiméntos utilizando reactivos entrecruzadores, muestran que la
0SCP interactda con las subunidades ay 2 de la Fi. Esta protefna
salo se ha aislado de nitocondria, pero funcion&lmente tiene su
hom&loga en la subunidad & de E. colt (Walker y col., 1932).

El Factor B, es una protefna que sé encuentra unida a Fo del
lado de la matriz mitocondrial. Se ha sugerido que ademis de estar
involucrada en la reaccién de intercambio ATE-"%p (Liang y Fisher
1983) y afectar la permeabilidad a protones cuando se adiciona a
membranas carentes de el (Huang vy cmll, 1987), participa en la

organizacién del canal de protones mediante sus 2 grupos  tiol
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(Sanadi, 1982).

La funcidén de Fe no estd aun bien definida, algunos autores
(Vadineau y col.y, 1974; Russel y col., 1978) proponen que
participa en la unidén de F1 a Fo, al igual que O5CP y que junto
can ésta confieren sensibilidad a la oligomicina. 8in embargo
Liang y Fisher (1982), difieren de esta conclusion, y sugieren que
la Fo participa junto con la Fs y la O0SCP en la actividad. de

~intercanbio ATP-%P del complejo FiFo.

4.~ ASIMETRIA DE LOS SITIOS.CATALITICOS.

A) Astmetrio estructural:

~En 19682 Amzel y col., basados en estudios estructuwrales y de
difraccién'de'Rayés X y-enla estequiometria a3ﬂ3yéc, propusieron
por primera vez la Asimetria Estructural de Fi1 dada por las
subunidades pequefias. Lo que se observé en este casn, y también
por estudios de tincién negativa de moléculas de Fi, fué un
arreglo hexagonal formado por é& lébulos del mismo tamafio (aprox.
80 R) que representan las 3 subunidades « y las 3 (3. En 1984
Boekema y col., lograron ver ademas una  séptima densidad
electrénica central o asimétrica que parece estar dada por las
subunidades ‘pequeﬁas (y6e). Este afio Gogol y Col  (198%a)
combinaron dos técnicas: la.— Reconstruccién tridimensional lde
im&genes de cristales bidimensinnaleg de  ECFi teffidos
negativamente, y 2a, andlisis de una sola particula de ECFi,

preservada en su forma nativa mediante congelamiento, 'y usando

criamicroscopfa electrénica, lograron tener una imagen mas
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infarmativa de la enzima. Ademas del hexdgono formada  (95-100 R)
par é densidades de proteina alargadas de aprox. 90 x 30 ﬁ; en el
centro de ECFsi observaron una cavidad acuosa (30-40 ﬁ), que abarca
practicamente la longitud del complejn. Esto apoya el hecho de que
el segmento Fo de E. coli {forma un poro de protones al
reconstituirse en membranas (Schneider y Altendort, 1985). También
pudieron visualizar una séptima densidad de proteina compacta, que
se  encuentra asociada estrechamente con  las  subunidades
periféricas, y que obstruye parcialmente la cavidad central (fig.
4), E1 mismo grupo (Gogol y col., 198%9b), usando la técnica de
criomicroscopia electrénica con el complejo ECF1 decorada con
anticuerpos Anti-a, pudo confirmar claramente la alternancia entre
las subunidades o y 3 en la enzina. También pudieron wver que la
densidad en el interior de la estructura dada por las subunidades
pequefias ¥y, & v € (Bragg y Hou, 1987; Gavilanes—Ruiz y col., 1988)
est4 en una posicidn asimétrica, adyacente a las masas periféricas
né marcadas, indicando que su  interaccidén principal es en 1la
subunidad 3. De la misma manera el anilisis de la
ECF1-tEipsinizada que carece de 6, ¢ y parte de la subunidad y,
permitié ver que la densidad central disminuye debido a la
ausencia de & y &. Finalmente usando {ragméntos Fab® contra
epitopos accesibles de las subunidades pequefias (y, 6 y &),
confirmaron que éstas son las responsables de la masa asimétrica

que interactda con la subunidad 3 no marcada.
B) Asimetria functlonal:

Por otra parte, los resultados de  experimentos de
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Fig. 4.- Imogenes promedio de ECF1 no tefiidas mostrando un

" arreglo hexagonal. (A) Promedio de 63 imagenes con un  centro

asimétrico, (B) 33 images con centro abierto, y (C) 11 imAgenes

con el centro parcialmente cerrado (Bogol, E.P. y col. 1989).
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desnaturalizacion por frio (Williams y  col 1984) , Y de
modificaciones quimicas de la F1 con DCCD (Pougeois y Col, 1979,
EEDR (Pougeois y Col, 1978), Nbf (Fergusaon y Rada, 1975a) y FSBI
(Bullough y Allison, 1986b), reactivos con los cuales la enzima
muestra solo wun tercio de reactividad (Wang, 1987), s0n
consistentes con los modelos propuestos para F1 con subunidades 3
no equivalentes. As{ tenemos también el ejemplo de la ECF1 en la

cual las tres swbunidades (3 tienen diferente reactividad
(8tan—i_otter y Brag, 19B&a): f1 interactda con la subunidad &, 3z
reacciona con DECD y 33 acepta la entrada de Nbf e IAANS que ‘es un
reactivo especifico para grupos -5H . Todo esto sugiere que ademas

de la Asimetria Estructural, la Fi1-ATPasa posée una dsimetria

Funcional. En este sentido sabemos ademis que solo una de los 3 ¢

sitios de nucledtidos clasificados como no cataliticos puede
intercambiar nucledtidos en presencia de EDTA (Kironde y Coss
1v87). Posteriormente Bulygin vy Vinogradov (1988) usando

particulas submitocondriales, mastraron que el complejo  FiFo—-ATF

sintasa posee 2 sitios inhibitorios espec{ficos para ADP que

corresponden a sitios no catali{ticos, y un sitio especi{fico para

ATP que es hidrolitico.

IV.-MARCADORES QUIMICOS DEL COMPLEJO Fi-To.

En los Gltimos afios el uso de marcadores guimicos para el
estudio de la estructura y la funcién del complejo Fi~ATPasa
mitocondrial, ha tenido un gran desarrollo.

Los marcadores qguimicos se pueden dividir en 2 grupos

dependiendo del tipo de unién: Covalentés y No Covalentes (o)
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Reverstibles; Entre los Marcadores No covalentes se encuentran los
anhlogos de nucledtidos y algunos Irhibidores del complejo ATPasa,
dentro de éstos dltimos estan Inhibidores especificos de la Fy,
como la Aurovertina (Lumardi y col., 1984) y la Efrapeptina
(Kohlbrenner y Cross, 1978, 1979}y y NO especificos como la
quercetina, la Batofenantrolina y la Azida. También en éstos
podrian incluirse los Inhibidores Especificos para el segmento Fo
como la Oligomicina vy la Venturicidina (Linnet y Beechey, 1979).
~Con respecto a los Andlogos de Nucledtides (Vignais vy
Lunardi, 1983), estos se han utilizado marcados radicactivamente,
y se sabe que cuando se ponen en contacto con la Fiy, interactdan
principalmente con la ;ubunidad f (ver fig.3). Sin embargo, varios
autores han observado que una porcién  importante de la
radicactividad total incorporada se recupera también en la
subunidad o. Esto ha llevado a proponer gque los sitios de unidn
para nucledtidos pueden gstar compartidos entre a y f# 0 bien que a
pasée un sitio (No Catalitico) y 3 otro (Catalitico) pero que dado
gue hay una interaccidn ‘muy extrecha entre a y 3, se abtiene un
marcajé cruzado. Los resultados de experimentos con 2-azido
La-2%P1 ADP en Fi mitocondrial, mostraron que cada subunidad f3
contiene 2 sitios de unién para nucledtidos, uno que pertenece
solo a la # (sitio catalitico) y otro que as compartido con la
subunidad o (sitio no catalitico) (Lunafdi y col., 1987).
For Gltimo es importante mencicrnar que utilizando el anidlogo
5'- p- fluorosulfonilbenzoiladenosina (FSBA) se marcan 3 residuns
de Tir-p368/F1 a pH By que corresponden a los 3 sitios no
catalfticos y 3 de Hys—-p427 a pH 6.5'(Bullaugh y Allison, 1986al.

En cambio, si se emplea el ansdloga 5" -pfluorosulfortil-
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benzoilinosina (FSRI) se marca especificamente la Tir-pg345/F1  gue
corresponde a un sitio catalitico de la enzima (Bullough vy
Allisun, 1986b) .

Dentra de los Marcadores Covalentes s& encuentran los
reactivos dirigidos a grupos especiflicos del centro activo y 1los
reactivos enirecruzadores.

Entre lbs reactivos mas utilizados v que  se unen
“ggpalentementg.a la ATP-sintasa y modifican su actividad, estan:
El DCCD y el EEDR que reaccionan con un grupo carboxilo de una
subunidad 3 de la Fi. Tanto el Nbf como el FSBA, a pH neutro
modifican una tirosina cada uno, el primero la Tir-p3Ill y el
segundo la Tir-A368; la butanediona y el +enilgliaxal que
modifican un residup de arginina; el Nbf que reaccionado con la
Tir-p311 a pH alcalino, se transfiere a la Lis—-plé62. For dltima se
encuentra el fosfato de piridoxal, que a diferencia de laos
inhibidores anteriores, debe unirse a 10 lisinas para inactivar la
Fi de mitocondrias (Godinot'y col., 1979; Koga y Cross, 1982), de
hacterias (Peters 9 col.,1980), vy de cloroplastos (Sugiyama vy
Mukohata, 1979).

Aungue existen también reactivos que modifican los grupos -GH
de la enzima, su actividad hidrolitica es insensible a éstos. La
F1 contiene residuos de cistefna en las subunidades o, vy € que
pueden marcarse con la N-etilmaleimida (NEM) (Senior, 1973). S8in
embargo rcuando se eliminan los nuclestidos de la enzima, sU
actividad hidrolitica se inhibe por NEM (Tanura y Wang, 1983). La
actividad de recambio ATF-Fi de una preparacién de  ATF-sintasa
aislada de mitocondrias de corazédn de res, es sensible a Feactivos

de ~-5H como la carboxipiridina y el p-cloro-mercuri--benzoato. Los
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grupos ~EH que reaccionan con estos reactives se encuentran en una

proteina de 8 kDa y -en la subunidad a (Godinot y col., 1981).

LA DICICLOKEXIL CARBODIIMIDA (DCCD)

La diciclohexilcarbodiimida (fig. 5) es un inhibidar del
complejo ATP-sintasa que puede interactdar tanto en la Fi Cmmﬁ en
la Fo. A pH alcalino el DCCD (en concentraciones nanomolares) se
une especificamente a un res{duo glutamico de una de las (6-10)
copias del Proteclipido ( 6 Proteina que une DCCD), inhibiendo la
sintesis de ATP (Beechey y col., 1766, 1967), la hidrélisis y el
recambio *?Pi-ATP (Kopecky y col., 1982).

El DCCD es un inactivador especffico de las Fi-ATPasas de
varias fuentes [hacteria terméfila PSs (Yoshida y col., 1981 ), E.
coli (Satre y col., 1979); cloroplasto (Shoshan y Belman, 1980);
Rhodospirilum rubrum (Kananshvili y Gromet-Elhanan, 1983)1 que
reacciona con grupos carboxilo pars  formar  intermadiarios
activados que pueden actuar como nucledfilos. Estos  grupos
activados son capaces de inducir entrecruzamiento con  subunidades
adyarentes, sin embargo se sabe que el grado de entrecruzamiento
inducido en la F1 es despreciable (Fougeois y col., 1979; Satre vy
col., 1979). La velocidad de inactivacién de la Ft+ por el DCCD
aumenta al disminuir el pH de B a 6} la concentracidn que sg ~-usa
normalmente para inhibir la enzima mitocondrial es del orden
micromelar. Se requiere solo un mol de DCCD por mgl de enzima para
inhibir la actividad hidroli{tica en un 95 % sin hndificar en igual

grado la actividad sintética (Sakamoto yTonomura, 1983). La unidén
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Fig. 3.- ESTRUCTURA QUIMICA DE EEDQ, DCCD Y Nbf. ’
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de 2 moleculas de DCCD por enzima produce la inacltivacidn  total

(Pougeois y col., 1979). E1 DCCD we une especificamente al
glutamico 199 de la subunidad 3 de la Fi-ATPasa mitocondrial en
presencia o en ausencia de ADF (Esch y col., 1981). Debido a que
en presencia de Mgz* la enzima se inhibe por DCCD, se ha sugeridao

que el carboxilo que une DCCD estd involucrado en la unién del

NQZ+ a la enzima (Pougeois y col., 1979).

o IR

EL 7-CLORO~4-NITROBENZOFURAZANO (NbS)

El Nbf (fig. 5) es un reactivo que inicialmente se empezé a
usar debido a su alta reactividad con grupos -BH. La unién Nbf-EH

presenta un maximo de absorcién caracteristico a 420 nm (Birket 'y

.‘,\

e A

col., 1970; Ferguson y Radda 1974).

Cuando el Nbf a concentraciones del orden uM y a pH neutro se”

afiade a la F1-ATPasa de diferentes fuentes [Cloroplasto (Deters vy

cal, 1973); E. colt CLunardi y cil., 197925 Levadura (Gregory vy
cal,, 1981); R~ rubrumn (Kananshvili vy Gromet-Elhanan, 1983)1,;
inhibe la actividad hidrolitica del complejo. En el caso de la Fé :
mitocondrial la inhibicién no se afecta por la presencia ‘ de‘g
nucledtidos, y se acompafia de un incremento en la absorcién a 385'
nm (FergusoA y Radda, 1973a), que se debe a la unidén del Nbf ali
residuo de Tir 311 de una subunidad ? (Andrews y col., 1984). La
unién Nbf-0-F1 es inestable y reversible por ditiotreitol (DTT),

cual

de manera que para la identificacién del residuo con el

reacciona el Nbf, fué necesario estabilizar el complejo * inhibido,

utilizando ya sea ditionita (Andrews y col., 1984), 6 n®  en
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presencia de 4-4'-dipiridil (Wu y Wang, 1987). En el primer caso
El-residuo modificado por Nbf se identificd como la Tir 311, En el
segundo caso, en presencia de Zn2+y 4-4'~dipiridil, la tirosina
modificada con Nbf carrespondié a la Tir—-p197, que estd  muy
cercana al Glu 197 modificable por DCCD.

5i el complejo N&f-0-F1 se expone a 8DS al 1 %, ocurre una
transferencia répida del Nbf del residuo de tirosina a los grupas
-8H expuestos. Esto se hace evidente debido a la desaparicién. del
maximo de absorcidén a 383 y la aparicién de un nuevo méximo a 420
nm, que es caracteristico de la unidén Nbf-8H (Ferguson vy Radda,
1973).

Un mnl de Nbf/Fy inhibe drasticamente 1la actividad
hidrolitica, aunqgue se ha descrito que la enzima es capaz de wunir
mas de una molécula de Nbf (Ferguson y col., 1973b; Lunardi vy
Vignais, 19793 Ting y Wang, 1980). Los resultados de experimentos
de reconstitucidén de particulas submitucquriales carentes de F1 ,
con Nbf-0-Fi, muestran fue aungue la hidrélisis esté inhibida, la

'actividad sintética de la enzima praclticamente no se modifica
(Steinmeier y Wang, 1979).
El Nbf wunido a tiraosina en fa Fi, puede transferirse
Cintramolecularmente (Ferguson y Radda 1975b) a la Lis 1462 de la
misma subunidad f# (Andrews y col., 1984b). La unién Nbf-N-F1 es
gstable; el complejo presenta un mégimo de absorcidén a 475 nm y es
- fluorescente. La actividad de la F1 modificada con "Nbf en - la
lisina, no se puede recuperar por la adicién de DTT. La
transferencia del Nbf de Tir a Lis pude promoverée con pH alcalino
(Fergusaon y Radda, 1973b) o con iluminacidén directa (Gﬁillory,

1979}, aunﬁue ésta Gltima no es muy recomendahle debido a que el
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Nbf se hidroliza con la luz  (Heinzelmann y Guilgen, 1976). La
transferencia del Nbf se afecta por la presencia de nucleétidos, a
tal grado que a pH alcalino en presencia de EDTA, la transferencia
de Tir a Lis se efectda en 60 ming y en presencia de ATF/EDTA se
requieren de 1B a 20 hrs (Ferguson y Radda, 1975h). No se conoce
con certeza el mecanismo por el cual el Nbf inhibe la actividad
hidrolitica de la F1, ya que existe controversia con respecto a si
la tirosina 311 modificada por el Nbf se encuentra o no en el
gitio catalitico de la enzima (Ver rev, Vignais y col., 1985). Se
sabe que la tirosina libre no reacciona a pH neutro con el Nbf, lo
cual sugiere gue la tirosina que modifica el Nbf se encuentra en
un microambiente no usqal (Ferguson y Radda, 1973a). Ademis la
modificacién con Nbf no evita el marcaje de otras tirosinas con
tetranitrometano. Se sabe tambidén que un marcador especifico del
sitio no catalitico (FSBA), maodifica la Tir 3468 (Bullough vy
Allison, 1986a) y qUEaellmarcador del sitio catalitico (FGBI) se
une a la Tir 345 (Bullough y Allison, 1986b); ambas tirosinas
diferentes a las que marca el Nbf. Far otro lado, los resultados
de expérimentus con Fi de E.colt en la cual se substituyeron la
Tir 311 por Phe y la Lis 162 por Glu o GBln, sugieren que la
tirosina no es un aminodcido esencial para la actividad
hidrolitica en tanto que la lisina si (Farsonage y col 1987). En
experimentos de transferencia de eneréia en Fi+ de Cloroplasto
modificada con Nbf (Nbf—O—CFt), se encontrd que el Nbf se localiza
a 41 B del sitio activo del complejo (Cerione y Hammes, 1982). Es
impartante mencionar gue una molécula extendida de ATP ocupa un
espacio de 16-19 R. Resultadas de exberimentos mas recientes en

los cuales se marca el sitio activo con 2-Azido-ADP, muestran 'gue
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el sitio activo marcado se encuentra en una subunidad # diferente
a la cual se unidé el Nbf. Este hecho parece ser semejante en la
Fi~ATPasa mitocondrial en la cual el sitio activo se marcéd con
FBBI (Ceccarelli y col., 198%9).

La mayor{a de los resultados enumerados, sugieren fuertemente
que el Nbf no modifica directamente el sitio activo de la

Fi-ATPasa. Por lo que podria ser que la inhibicién de la enzima se

Jdeba splamente a un cambio conformacional, producido dnicamente

por la unidén del Nbf a la enzima, como se ha visto en la F1 de E,

colt (Stan-Lotter y Brag, 19845 Brag y Hou, 1987).

V.- ENTRECRUZAMIENTO QUINICO,

- El Entrecruzamiento  Quimico ("Crosslinking") es una
herramienta metudélégica'imbortante que se ha usado en el an&lisis
estructural de las membranas bioldgicas (veanse rev. Wolf, 19723
Peters vy Richars,‘1977; Ji, 1979; Freedman, 1979).

Este entrecruzamiento se puede hacer, con reactivos
bifuncionales o monofuncionales; en el primer casog, se introduce
un puente de 3 a 20 8, y en el segundo, catalizando la formacién
de urn nuevo enlace entre los residuss de aminoacido de los
canpanentes interactuantes. | Los reactivos entrecruzadores
bi4unciona1e§, pueden ser homo— o hetero- funcionales, dependiendo
de si los grupps reactivos de los extremos, son iguales a]

diferentes. Algunos ejemplos de catalizadores empleados son: La

batofenantrolina-cuprica, el perdxido de hidrégeno, la
l~etil-3-[(dimetilamino)-propill-carbodidimida (EDAC)Y la
N-(etoxicarbonil)-2-etoxidihidroquinolina (EEDQ fig.d) Y la



metil-4-azidobenzoimidato (MABIY.

La técnica de entrecruzamiento se usd inicialmente para
explorar la estructura terciaria de las proteinas con una sola
cadena polipetidica. Fosteriormente Davies vy Stark (1979),
mostraran que analizando las proteinas entrecruzadas mediante
geles de PAGE-S5DS, era posible estudiar también la estructura
cuaternaria de enzimas oligoméricas solubles.

En los primeros experimentas con Fi—-ATFasa de mitocondrias de
cora;én de res usando el dimetilsuberimidato (reactivo
entrecruzador homofuncional de 12 B de langitﬁd), los productos de
entrecruzamiento predominantes fueron: oo v o (Klein vy col.,
1974) . Posteriarmente se ;dentificarun 2 productos mas como Qy Y

1980). Usando geles de PA-SDS bidimensionales,
el dimetil 3-3'-ditiobispropionato que forma un puente de 11 ] Y
la fenantrolina cdprica gque entrecruza grupos -5H en la interfase
de las subunidades, encoqtrarun ademids los siguientes dimeros: 3y,
ye y de (Baird y Hammes 1977). Usando la misma estrategia con F4
de higado de rata, los dimeros que se ocbtuvieron fueron: o3, ay,
Br vy 65'(Brag y Hou, 1982). Este es un enfoque que ha permitido
evidenciar las subunidades con las qu; interactdan la Pl y Ya OSCP
en la F1-ATPasa mitocondrial. El1 uso de EDAC, EEDS (Klein y col.,
1980) y [*“CIMABI-FI (Klein y col., 1981), demostrsd que la Pl
interactda con la subunidad 3 del compléjo. De la misma manera el
entrecruzamiento de la Fi dé E.colt con EDAC, mostrd la Fformacidn
del dimero ¢ (Létscher y col., 1984). En é4ste punto es importante
recordar que que la subunidad ¢ es {(funcionalmente) el equivalente
a la PI de la Fi-ATPasa mitocondrial. Por otro lado, el

entrecruzamiento de [ *CINEM-0SCP con Fi,demostré que la OSCP
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interactda con las subunidades a y 3 de la enzima.

N—(ETDXICARBONIL)—2-ETOXI-1,Z;DIHIDRDQUINDLINA
(EEDD)

El EEDR (fig. 5) es una carbodiimida hidrosoluble que actda
como reactivo entrecruzador "sin grupo espaciador". El reactivo
activa grupos carboxilo de los residuos aspartico y glutamico, los
éuales reaccionan con aminos cercanos de otros residuos de
aminodcidos para dar un enlace amida. El EEDG es un inhibidor
irreversible de la hidrélisis del ATP en Fi-ATPasas de diferentes

fuentes ( Laikind y col., 1989; Pougeois y col 1978; Satre y col.,

1983; Pougeonis, 1983). En el caso de la Fe-ATRasa mitucondrial,‘

igual que en la E, coli, sabemos que se requiere 1 mol de EEDQ

por mol de enzima para tener ipnactivaciéon tetal (Pougemis vy col.,
19783 Satre y col. 1983), Pougeois, basadp en evidencia indirecta,
concluyé que la diciclohexilcarbodiimida (DCCD) y el EEDQ
modificaban diferentes carboxilos al inactivar la F1-ATPasa
mitocondrial. Pasteriormente en 198% Lakind y col., demostraron
que la inactivacién de 1la F1-ATPasa .mitucondrial con EEDQ &n
presencia de [nH]Anilina, lleva a la formacion de la ([H'lanilida
del glﬁtémicn 199 de la subunidad B; el mismo residuo que se
modifica cuando la enzima se inactiva con ['*CaDCCD.

Bi la Fi1~ATFPasa reconstituida con Pl exégena éé ~iﬁHiSEV“E6n
EED@, uno de los productos de entrecruzamiento es la fornacidn de
un dimero (3.Pl, de donde se_cuncluye que la pﬁofeina inhibidora
exégena se encuentra interactuando con una subunidad 3 (Klein vy

)

col., 1900).
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La 1-etil-2-[3-(dimetilaminolpropill carbodiimida (EDARC),
otra carbodiimida hidrosoluble que como el EEDR ademds
modificar covalentemente a la enzima, también promueve

formacién de entrecruzamientos inter e intramolecularmente,

1984 létscher y col., demostraron que el

principal producto

es

de

la

En

de

entrecruzamiento al inhibir la Fi de £, coli con EDAC es el dimero

.. En éste punto cabe recordar que la subnidad ¢ es

equivalente funcional de la FI en la Fi1 de E,

Smith 1980; Dreyfus y Batre, 17284.

33

colt (Sternweis

el

Y

Y e w e

G N

i S

v e



-

ANTECEDENTES DIRECTOS

En 1980, Kleiﬁ y col., usando experimentos de reconstitucidn
con Ft soluble vy P! purificada, mostfaron gque la PI exdgena
interacctda principalmente con la subunidad 3 de la ATPasa. Por el
mismo tiempo Jackson y Harris (1983) obtuvieron resultados
similares empleando tanto la ATPasa soluble como la particulada.
Pogteriormente el grupo de Capaldi (Lotscher y col., 1984) usando
la F1 de E. Colt CECF10, y un reactivo entrecruzador "“sin grupo
espaciador" (EDAC) demostrd que en esta enzima la subunidad ¢ (que
desempefia la funcién de PI), estd en contacto con la subunidad f§3.

No sabemos si la PI endégena del complejo mitocondrial
interactua también con la subunidad 2. En 1963 Warshaw y col.,, vy
posteriormente otros autores (Balante y col., 1981; Valdés vy
Dreyfus, 1987), propusieron que la Pl exdgena y la enddégena no se
cumporfaban igual en la ATPasa, por lo que se crae.que no se unep
al mismo sitio.

Est4 claramente demostrado que la £ECF1  (constituida por S
subunidades diferentes) presenta astmetria estructurol dada por la
interaccién de las subunidades pequefias (¢, & y &), con uno de los
3 pares of del complejo (Gogol y col., 19689b). En la Fi-ATFasa
mitocondrial, el problema es mas complejo que en E. coli, ya que
1a PI ps una entidad adicional. En eate sistema el arreglo de las
Eubunidades  tiene que ser de tal forma que al menos_una
interactde con el complejo y&e, y otra (gla misma?) con la Pl.

Existen tambidén resultados experimentales que sugieren que
las subunidades 3 no son equivalentes, es decirg‘ que ademas de

asimetria estructural la Fi-ATPasa también posee una asimetria
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funcional (Ferguson y Radda, 1973a; Fougeois y col., 1978, 1579;
Williams y col., 1984; Bulloug y Allison, 1984b; Stan-lLotter vy
Brag 1986a; Kironde y Cross, 1987; Bullygin y Vinogradov, 1988).
Con base a@n los antecedentes anteriores, y usando como
sistema de estudio el complejo nativo Fily  un rea;tiva
entrecruzador "sin grupo espaciador" (EED®), anticuerpos Anti-PI vy
Anti~f3 y reactivos especificos contra las diferentes subunidades
((14CJDCCD, Nof vy [14E]NEM; vaer fig. 9, nos propusimes como

Cbjetivo contestar las siguientes preguntas:

1) ,Con cual subunidad (es) interacctda la Pl en el complejo

nativo F1I17?

2) GEl complejo Fil nativo gque tiene a la Pl  enddgena,:

muestra Asimetria Funcilonal?
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MATERIALES Y HETODOS

MATERIAL BIQLOGICO

Para la preparacién de mitocondrias se usaron corazones de

res frescos obtenidos en un rastro local.

REACTIVOS

El N-(Etoxi-carbonil)-Z-etoxidihidroquinolina (EED®)Y , la
Didiclohexilcarbodiimida (DECDY, el 7--Cloro-4-Nitrobenzotfurazano
(Nbf) y los amortiguadbréa usados fueron de Sigma. La t**cipcep Y
la [*CIN-Etilmaleimida (NEM) de Amersham. Los reactivos para los

andlisis electroforéticos en gel de Bio—Rad.

v
!

DETERMINACION DE PROTEINA

!
Para la determinacién de proteina se siguié el métoda de

Biuret (Garnall y col., 1949) en el caso de membrenas, y los
métodos de Lowry (Lowry y col., 1951} o Bradferd (1976) si se
trataba de fracciones solubles. En ambos casos se usé Albamina de

suara Bovino coma estandar.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD HIDROLITICA

La actividad ATPasa se midié espectrofotométricamente, a  pH

8.0, a temperatwra ambiente y en presencia de un sistema
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regenerador de ATP (Fullmar y col., 1960}, fosfoenol piruvato vy

piruvato cinasa.

PREPARACION DE MITOCONDRIAS DE CORAZON DE RES

Las mitocondrias se praepararon a partir de corazones frescos

siguiendo el método reportado por Loéw y Vallin en 1943.

PREPARACION DE PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES MgATP C psm-HgATP >

Se usé esencialmente el método descrito por Lee y Ernster en
1947. Este gonsiste en la resuspensién de las mitocondrias a 20 mg
de prot/ml en sacarosa 250 aM, MgATP & ai, pH  &.9-7.1.
Pasteriormente la suspensién se sonicd a 70 watts, durante 435
seq/10 ml en bafio de hielo. El sonicado se centrifqgé a 17,000 x g

durante 15 min. a 4 °C. El sobrenadante, que contiene las FSM, se

centrifugd a 105,000 x g durante 30 min. a 4 °c. gl precipitado

conteniendo las PSM, coe resuspendidé en el voldmen inicial de

sacarosa 250 mM y las FSM se recentrifugaron para lavarlas. Este
lavado se repitié una vez més. Las PEM lavadas se resuspendieron
en sacarosa 230 nM y se determind proteina por el método de Biuret
(Bornall y col., 174%) para ajustarlas a una concentracidén  final
de 40-50 mg/ml. Las PSM se utilizaron inmediata@gnte_Agﬂwﬁg
almacenaron a -70 °C. Las PSM-MgATP se cobtienen comn un alto grado
de acoplamiento y una actividad hidrolitica baja (0.2-0.3 pumol

ain * mg Y, debido al alta contenido de protefna  inhibidora

endégena.



PURIFICACION DEL COMPLEJO NATIVO » FiI®

Para la purificacién de este compleio se utilizaron
particulas submitocondriales MgATP que tienen alto contenido de
protefna inhibidora. Para esto, seguimos la técnica descrita por

Feinstein y Moudrianakis en 1984 y maodificada en el laboratoria

. . . . 0
Ccomo se describe a continuaciédn. Todao el procedimiento es a 4 C.

1.~ Las PSM-MgATP se resuspendieren a una concentracién de 10 mg
proteina/ml en sacarosa 250 mM, MES-TRIS 10 mM, KC1 100
mM, pH 4.8.

2.~ Se eentrifugaron a 103,000 x g duranite 30 minutos a 4 °c y se
descarté el sobrenadante.

3.~ El precipitado se resuspendid en sacarosa 250 nM a 10 mg/ml vy
Ge sonicé a 70 watts durante 30 minutos a 0-15 °C.

4.~ Al sonicado se le adiciond MES a una concentracidén final de 10

mM a pH 6.8 y se centrifugd a 105,000 x g por 30 min.

3.- El precipitado de la centrifugacidén se sometié a una segunda
extraccisn de F1l. A ambos sobrenadantes que son un  extracto
Erudu de F1I, se les adiciona ADP a una concentracidn final
de 0.1nM.

4.~ Los sobrenadantes de la 1% y 2% extraccidn Qe recentrifugaraon
a 105,600 X g durante 90 minutos a 4 °C . Esta
centrifugacidén elimina restos de ESH.

7.~ El extracto crudo de Fi1lI se pasd a través de una columna de
afinidad de 1.5 x 7 ©m Befarosa-Hexilamanio, equilibrada
previamente con sacarosa 250 mM, MES-TRIS 10 mM, ADP O.1mM,
pH 6.8. La columna con la enziaa unida, se lavé con el mismo

amortiguador para eliminar la unidén inespecifica.
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8.- La enzima se eluyd con el mismo amortiguador contenienda
8900 mM.

?.- El pico de proteina detectado por Bradford se precipitd

KC1

con

sulfato de amonio sélido a una concentracién final de 50 %4 vy

sa@ incubhdé a 0 ®c durante 20 minutos. La suspensidén
centrifugd a 17,000 x g durante 10 minutos.

10.- El precipitado que contiene la enzima se resuspendid en

e

el

amortiguador de sacarosa 250 oM, MES 10 mM, ADF 0.1 mM, pH

6.8 vy se centrifugd durante 10 minutos en la centrifuga

Eppendorf para eliminar restos de protefna desnaturalizada.

11.- El sobrenadante es el compleio Fil nativo que se almacena

alf{cuotas pequefias a —-70 °c y es estable por lo menos & meses.

El complejo Fil normalmente se obtiene con uwna actividad .

hidrol{tica de 1-2 uMol min ' mg .

ACTIVACION DEL COMPLEJO Fil.

ACTIVACION RAPIDA: El1 complejo Fil se diluyd a 0.1-1 mg
prot/ml con sacarosa 250 mM, HEPES—KDHASO oM, ATP 10 mi, EDTA
mMy, pH 8.0 y se incubé a 50 °C durante 70 minutos .

ACTIVACION LENTA: la enzima se diluyé en sacarosa 250
MOPS-TRIS S50 mM, ATP 10 mt, EDTA 1.5.mM, pH 6.8 y se incubd a
°C durante 3.5 hrs,

Con éste tratamiento la enzima que originalmente tenia

en

de

1-5

mM,

45

una

actividad hidrolitica de 0-2 umal min * mg_f alcanzé una actividad

de 40-100 umol min * mg *
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OBTENCION DE F1 A PARTIR DE Fil.

El complejo FiI se colocd en condiciones de activacidén y al
final de ésta se elimind la proteina inhibidora libre. Para ésto

se utilizaron dos técnicas diferentes:

A) Precipitacién con sulfato de amonia.

La mezcla de activacidn se precipitd con sulfato de amonio
;giido a una éancentra:ibn final de 50 %Z. La suspensidn se incubd
a 0 °C durante 20 minutos y se centrifugd a temperatura ambiente
en una centrifuga clinica durante 10 minutos. E1 precipitado que
contiene la F1 se resuspendidé en el amortiguador deseado y se
filtré por una columna de Penefsky (1977) de Sephadex G-30
equilibrada en el mismo amortiguador para eliminar el sulfato de
amonio.

B) Filtracién directa por columnas de Penefsky.

lLa mezcla de activacidén se filtré por una columna de Penefsky

(1977} montada :DH.SEPhaFDSE 6B, y equilibrada previamente con el

amortiguador deseado.

PREPARACION DE PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES KLEIN ¢ psn-Klein )

La FEM~-Klein se prepararan siguiendo esencialmente el. mélodo
descrito por Klein y col., en 1786. Para ¢sto se utilizaron
mitocondrias ligeras de corazdén de res (Léw y Vallin 1963).

Las mitocondrias se resuspendieron a 20 mg de prot/ml  en
sacarasa 250 mM, KCl1 125 mM, EDTA 2 mM, TRIS-504 30 mM, pH B,0, vy

se sonicaron en bafo de hielo a 70 watts durante 3 min. por cada
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10 ml de volumen. El sonicado se centrifugd a 17,000 x g durante
15 min. a 4 °C. £l sobrenadante, que contiene las PEM, se incubd a
37 °C durante ihr. Al final de la incubacién, la suspensién se
centrifugd a 103,000 x g durante 30 min. a 23 “%. Bl sobrenadante
de ésta centrifugacién, contiene un extracto crudo de PI que puede
purificarse posteriormente siquiendo el método de Horstman v
Racker (1970). El precipitado contiene las PSM-Klein, las. cuales
se resuspendieron en el voldmen original de sacarosa 250 mM y se
centrifugaron a 105,000 x g durante 30 min. a 4 °c. Este paso se
repitié una vez para lavar las PSM y el precipitado final se
resuspendié a 40-90 mg de prot/ml de sacarosa 250 mM. Las FEM se

o}

usaran inmediatamente o se almacenarcenaron a =70 € con una

pérdida minima de actividad hidrolitica en aproximadamente 6.

neses. l.as PBM-Klein se obtienen con una actividad hidrolitica
alta de 5-10 uMoles min mg”1 debido a que carecen de proteina

inhibidora.

PURIFICACION DE LA H'-ATPasa SOLUBLE CF1> DE MITOCONDRIAS DE

CORAZON DE RES

Existen diferentes técnicas para la purificacién del compleio
F1 solﬁbie, la empleada en éste trabéjo es una modificacién de
otras 3 ya reportadas (Klein y col., 1982; Knowles y Penefsky,
1972; Tuena y Bdmez-Puyou, 1977). Dado que la temperat&ra- ’aﬁL{ma
para la F1 es de 25 oC, todo el procedimiento de purificacién se
llevé a cabo 4 temperatura ambiente, a menos que: 5e indique 1o

cantrario.
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l.- Be descongeld 1 gr de proteina de PSM-Klein a 30 °

C vy
resuspendié a 30 mg de prot/ml en medio de ATP (sacarpsa 230
mM, ATP 2 mM, EDTA 2 mM, TRIS-504 50 mM, pH 8.0). Be ajustd
el pH de la suspensién a 9.2 con NH4OH 1 N.

2.~ Se incubd a 25 °C durante toda la noche o a 37 °c par 3 hrs.,

Al final de la incubacidn se reajusté el pH de la suspensidn

a .2,
3.~ 9e sonicd a 70 watts durante 30 min. a 40-435 0C.

4.~ La suspensién se centrifugd a 105,000 % g durante 90 min. y se
descarts el precipitado que corresponde a  PSH debletadas de
F1.

9.~ El sobrenadante que es un extracto crudo de Fi1, se pasé por
una columﬁa de 1.9 x 7 cm de Befarosa-Hexilamonio
preequilibrada con medio de ATPR.

6.- La columna se lavé con 79 ml de sedio de ATF para eliminar la
unién inespecifica de proteinas. Posteriormenée la enzima se
eluyd con wmedio de ATF que contenfa KC1 500 mM y se
colectaron 15 fracciones de 3 ml.

7.- Se determind la actividad hidrolitica con 1 wl de cada
fraccidn y se juntaron las fracciones que mostraron actividad.

8.- A las fracciones en las que se encontréd actividad se afjadié
suyfato de amonio sdlido al 30 % de concentracidn final y se
incubaron en bafio de hielo durante 20 min,

9.~ Al final de la incubacidén se centrifugd a 26,000 x g durante

10 min. a 25 °C.

10- El precipitado se resuspendié en 0.5 ml de medio de ATP pH B.O
y se@ centr ifugd en una centrifuga Eppendorf'durante 19 min

para descartar el precipitado  formado  por proteinas

desnaturalizadas. El sobrenadante contiene la Fi1 gue se
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reprecipitd con sulfato de amonio sdlido al 50 %4 y se

almacens a 4 °C,

La - actividad  hidrolitica de la F1 =1:) midib.
gspectrofotonétricamente con 1 ! de la suspensidn determinando la
proteina por el método de Bradfod (1976) en el cual no  interfiere
el sultato de amonio,

Antes de emplear la enzima se elimind el sulfato de amonia,
centrifugando en una centrifuga Eppendorf durante 10 mig. El
precipitado (F1) se resuspendié en el amortiguador adecuado para
el experimento y se filtrd por una éolumna de Fenefsky (1977)

equilibrada en el mismo medio.

PURIFICACION DE PROTEINA INHIBIDORA ¢ P1 > DE LA M -ATPasa DL

MITOCONDRIAS DE CORAZON DE RES

La técnica usada en éste trabajo para la purificacién de la
PI, fué descrita por Kiein y col., en‘1982 y tiene la wventaja de
fgue del mismo lote de mitocondrias se pueden preparar Fi soluble vy
PIL.

Para la purificacién de la Pl se partié del sobrenadante de
lOS,OOOAx g después de la incubacién de las PSM-Klein a 37 °C (ver
Preparacién de PSM-Klein), que es un extracto crudo de PI.
1.~ El extracto cruda de la Pl se precipitd con sui*aﬁa éé‘ éhaﬁin

sblida al 50 % y se incubé a O °C durante 20 min. con

agitacién constante. La suspensién se centr;fugé a 17,000 % g

durante 10 min. a 4 °C y se descarté el precipitado.

2.- El sobrenadante del paso anterior se precipité con sulfato de
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amonio s&lido al 38 % vy se innubd y recentrifugd siguiendo el
mismo procedimiento del paso 1.

3.~ El precipitado que contiene la FI, se puede almacenar a -70
°C, o continuar con la purificacidén , se resuspende en 7 ml
de sacarosa 250 mM/g de mitocondrias originales.

4.~ Be precipito la suspensidn de PI adicionando 0.B4 ml de Acido
tricloroacético (TCA) al D0 % par cada 10 ml de suspensién, y

i centrifugando répidamente a 26,000'x g durante 5 min. a 4 °C.

.- Se resuspendié ripidamente el precipitado en 1 ml de agua a
0 °c por gramo original de mitocondrias y se ajusté el pH a
9.0 con KOH IN centrifugando nuevamente a 26,000 x g3 se
descarta el precipitado.

b.- Be réajustd el pH del sobrenadante a 7.4 con KOH y se midid el

" valumen final para llevar a 250 mM con sacarpsa sélida.

7.~ Medir la conductividad de la solucién y afiadir el sulfato -de

amonio sélido necesario para tener una conductividad igual a
una sulucién.de sulfato de amapio 0.83 M. Fara esto se hace
una curva de calibracién con sulfata de amonio.

B.- La PI se precipité con 1.7 ml de etanol a 4 °c por ml de
volumen y se centrifugé en tubos de vidrio a 26,000 % g
durante 39 min para descartar el sobrenadante,

?.-El precipitadu que cuntiené la PI se resuspenaié en 0.8 ml de

sacarosa 230 mM, TRIS-504 10 mM, pH 7.4 por g de mitocondrias
y se centrifugd nuevamente para descartar el precipitado.

10.~ Be midid la conductividad del extracto y se ajustd ﬁuevamente
a 0.83 M de sulfato de amonio como en el paso 7.

11.- Se repitié la precipitacion con etancl a 4 °C como se indica

en el paso 8.
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12.- El precipitado gque contiene la PI, so resuspendid en 0.7 ml

del amortiguador empleado en el paso 9 por cada g de

mitocondrias originales y se pasd a un matraz Kitasato. Este
se conectd a una bonba de vaﬁiD y se dejé con agitacidn
constante a temperatura ambiente durante 2 hrg, para remover
el etannl.
13.~ El extracto de PI se sumergidé en un bafio marfa a 90 °c
durante 3 min. con agitacidén constante. BSe dejdé enfriar para
centrifuaarse a 26,000 x g por S5 min. El sobrenadante
contiene la PI purificada.
Generalmente se determind pfuteina con 10 y 20 ul de PI por
2]l método de Bradford (1976) y se almacend en alicuotas a -70 °c.
La actividad de la Pl se probd en FSM-Klein que carecen oe PI. Las
psp-Klein se resuspendieron a 1 mg de prot/ml de sacarosa 250 mM,
MOPS-TRIS 10 mM, MgATF 2 mM, pH &.B. A ¢sta suspension de PSM  se

les adiciond de 0.1-1.0 pg de PI/mg de FSM y se incubaron a 30 °c

durante 20 min. para medir actividad hidrolf{tica (Pullman y col.,

1960) .

RECONSTITUCION DE F1 CON PROTEINA INHIBIDORA CPI1D> EXOGENA

La Fi-ATPasa soluble se incubd con FI purificada (0.1 pg

PIl/ug Fi1) en sacarosa 230 mM, MOPS-HC1 10 mM, MgATP 2 mM, pH 6.8,
a 30 °C durante 20-30 min (Klein y col., 1980). El exceso de PI,
sg elimind utilizando cualquiera de los metodos mencionados  para

.eliminar PI libre.
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COLUMNA DE PENETEKY

Esta técnica .de filtracidén~centrifugacién, Ffué¢ descrita
originalmente por Penefsky (1977) y se uﬁiliza principalmente para
desalinizar mezclas de prateipas. Las columnas de Penefsky, son
jeringas desechables de plastico de | ml, con un poco de lana de
vidrio en el fondo para impedir la salidé del sephadex . Estas se
colocan deniro de un tubo de vidrio y se cargan con Sephadex - G-80
previamente hidratado. A continuacién se equilibran con 3 ml del
amortiguador adecuado para €l experimento. -Ya equilibrada, la
columna se centrifuga a 3000 rpm durante | min. en una centrifuga
clinica a temperatura ambiente. La columna se transfiere a otro
tubo, vy se affade la solucién de enzima, y s& centrifuga
exactamente en las mismas condicianes de la primera
centrifugacién. El eluado contiene la enzima en el  amortiguador
deseado. Las salesy, nuclesdtidos y proteinas dé hajo peso

molecular, se retienen en la columna.

INRIBICION DE F1 Y Fil POR DICICLOHEXILCARBODIITHIDA CDCCDD

Y F1JACION DE [**cipcch.

El complejo F1 o Fil, se filtré 4 través de una columna de

Penefsky preequilibrada con sacaraosa 250 mM, MOPE-TRIS 50 mM, ATP

4 mM, EDTA 2 oM, pH 7.0 y sm incubd a 24 °C en presencia de 130 uM

de DCCD fric 6 [**CIDCCD. A los tiempos deseados la mezcla de

incubacidén se filtrd por 2 columnas de Penefsky para eliminar el

DCCD libre.
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ENTRECRUZAMI ENTO CON N-CETOXI -CARBORI LD ~2- ETOXI DI HIDROQUINOLI NA

¢ EEDGD

El entrecruzamientoe se sfectud incubando la enzima ©n

sacarnsa 250 mM, MOPS-HCl 10 mM, pH 6.8, MgATF 2 mM y EEDE 2mM a

30 °C durante 20 min. La reaccién se detuvo ya sea affadiendo SDE a

una concentracién final de 1 %, 6 filtrando por una columna de

Penetsky (1977) ¢ diluyendo los grupos amino con TRIS 300 mM.

MARCAJE DE Fil O F1 CON T7-CLORO-4-NITROBENZOFURAZANO C Nbf>.

Para marcar la Fi~ATPasa con Nbf se usd el procedimiento ya

descrito (Ferguson y Radda, 1973a). La enzima se incubd en

sacarpsa 250 oM, TEA S0 mM, ATF 4 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4, en

presencia de Nb+ 100 uM en la obsturidad y a 25 °C durante 90 min.

En éstas condiciones el Nbf reacciona con  tirosina p311 da una

subunidad 3 del complejd Fi o FiI y la actividad  hidrolitica se

inhibe 95 %. La inhibicidn se puedea revertir con DTT. Al final de

la incubacidén la enzima inhibida se filtra par una columna de

Penefsky (1977) para eliminar el Nbf libre. Si se desea marcar la

enzima en condiciaones que presente fluorescencia, la columna de
Panefsky se debe equilibrar con el mismo amortiguadar usado

arriba, pera a pH 2.0. La incubacién se caontinda en la luz y a la

“misma temperatura por 17 hrs. En éste caso el Nbf que estaba en la
tirosina 311 se transfiere a la lisina 162 de una de las

subunidades #? de la enzima. En  estas condiciones la actividad

hidrolitica « »! complejo Fo.N-Nbf np  puade revertirse por  DTT.

Ademasel complejn es fluorescente (Ferguénn y Radda, 1973b).
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ELECTROFORESIS EN GEL

Fara el anilisis de las protefnas se usaron Qeles de
poliacrilamida =~ dodecilsulfato de sodio (PA-GDS) como  los
desrritos por Lagmmli (1970), con un gel concentrador de 5 4 vy un
gel separador de 13.5 % de acrilamida. Come marcadores de peso
molecular se emplearon 7 proteinas diferentes de b4, 45, 36, 29,
24, 20y 14,2 Kda (Dalton Mark VII-L, Sigmal. FPara separar
especificamente las subunidades a vy 3 del complejo F1 se usaron
geles Acidos (PA-Acido con 12 % de acrilamida cono los descritos
por Amory (Amory y col., 19B0). Para la identificacién de las
bandas de proteina, los geles se tifieron con Coomassie R-250 al
0.05 % disuelto en metanol 20 %, 4cido acético 7 % y se destifieran
en la misma solucién sin el Coomassie. En el barrido de los geles

se utilizd un espectrofotémetro Beckman DU-64.

\

METODO PARA LA EXTRACCION DE PROTEINAS RADIOACTIVAS

DE GELES DESNATURALIZANTES,

Para extraer las proteinas radicactivas de 1los geles, los
carriles se caortaron en fracciones de 0.2 cm. Cada Ffraccién se

°

incubé en viales conteniendo 0.4 ml de Hz20z al 30 %4 a &0
durante &6 hrs. Al final de la incubaci¢n se leg adiciond a cada

vial § ml de liquido de centellea (Tritosol), y se conté la

radiocactividad en un contador Beckman LS-100C.
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METODO PARA LA DETECCION DE LA FLUORESCENCIA DE PROTEINAS
- , SEPARADAS EN GELES

Los geles que contenian prateinas marcadas con
fluorescencia,se colocaron en la obscuridad sobre un
transiluminador de luz ultravioleta de onda larga vy se

fotagrafiaron las bandas flunrescentes.

INHUNOTRANSFERENCIA DE PROTEINAS

La Inmunotransferencia de proteinas ["Western blotting"
(Towbin y col., 1979)1 es un método qué se usa ampliamente, y que
permite la identificacidén de una protefna Espe&ifica en una
muestra compleja de proteinas. La importancia gque ahora tiene la
Inmunotransferencia se debe al resultado de la combinacidén de la
separa&ién de prnteidés' mediante geles de poliacrilemida, con
métodos inmunoquimicos altamente especificos y sensibles. Aungque

existen muchas variantes de la técnica de inmunotransferencia,

siempre consiste de 3 pasas basicos:

1) Separacién electroforética de la muestra de proteinas en
un Qel.

2) Transferencia de. las protefnas separadas a papel
de notrocelulosa.

3 Inmunodeteccidn de proteinas especi{ficas en la menbrana de

nitrocelulosa.
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TRANSFERENCIA DE PROTTINAS A PAPEL DE NITROCELULOSA ¢ NC O

Después  de separar las proteinas en un gel de
poliacrilamida-8DS, éste 1] incubé‘ en amortiguador de
trensferencia (TRIS 125 mM, glicina 73 mM, SDS 0.1%, metanol 20%)
durante 30 min. Al final de la incubaciéﬂ, s@ obtiene una réplica
de las proteinas separadas en el gel transfiriendnlas
electroforéticamente a un papel de notrocelulosa ( NC ). Para ésto
se gumergieron en el amortiguador de corrida : 4 hojas de papel
filtro Wattman No. 3, B franelas dobles y 2 hojas de papel de NC.
El papel filtrp y el papel de NC deben ser 0.5 cm mis grandes que
el gel. GSobre la placa metadlica del c4atodo se  colocaron
sucesivamente: 4 franelas, 2 hojas de papel filtro, el gel de
poliacrilamida, 2 hojas de NC, 2 hojas de papel filtro, 4 franelas
y finalmente la placa wmetilica del electrodo negative (dnodo)
(Towbin y col., 1979).. Be debe evitar la presencia de burbujas
entre el gel v la hoja de NC. EI proceéu de' transferencia se

efectud aplicendo una corriente de 127 Volts durante 60 min. Para

verificar gque realmente se transfirieron las proteinas al papel de

nitrocelulosa, se pueden hacer 3 pruebas: a) Tefiir el gel con azul
de coomassie, b) Tefiir con tinta china una tira del papel de
nitroceluloza, ¢é ) Revelar una protefna especifica con
anticuerpos contra ella. Si después de l1a transferencia la hoja de
NC no se usa para inmunodeteccién, ésta se puede almacenaﬁ a __-20

o ,
C para pruebas posteriores.
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OBTENCION DE ANTICUERPOS ANT1-PI Y ANTI-(3

Fara la obtencién de anticuerpos anti-FI y anti-g, se usaron
las protefnas purificadas o bien extraidas de geles de 6&DS. Fara
separar la Pl se usaron geles de PA-5DS (Lagmmli, 1970) y para la
suhunidad 3 geles Acidos (Amory y col., -1980). S8e cortaron las
bandas correspondientes a éstas subunidades después de tefiir los
geles con coomassie R-230, y en ambos casos sehomogeneizaron en 1
ml de adyuvante completo de Freund para inyectarse . a coneljos
intradérmicamente., Los conejos se inyecfaron 3 veces (25, 3y & ug
de protefna) con intervalos de B dias y a los 8 dias de la tercera

inyeccidén se sangraron por puncién cardiaca para abtener el suero

el cual se almacend en alicuotas a -70 °C. La sequnda y la tercera

inyeccién se hicieron con la proteina resuspendida en FBS  sin

adyuvante.

REVELADO DE PI O DE (3 DE F1~ATPoea CON SUERQS ANTI-P! O ANTI-(3.

e incubé el papel de nitrocelulosa, que contiene las
proteinas transferidas del gel, en- amartiguador salino de
fosfatos: WaCl 150 mM, Na-Pi 10 mM, pH 7.4 (FBS})-Tween 0.1 %,
duranté'so min. a temperatura ambienhe, esto hace innecesario el
bloqueo de sitios inespecificos. Posteriormente se adiciond suero
inmune Anti~Fl o Anti-gd entre 0.1 vy 1 %, dejando a temperatura
ambiente por dos horas. Se lavé 6 veces con PBS-Tween 0.1 %
durante 10 min. y se reveld deante 2 hrs. con una solucién  de
protefna A-oro. Se continuéd con 2 lavados en PBS dgrante 5 min.,
uno en PBS-Tween 0.1 7 por 10 min. y' finalmente dos con FBS

durante otros % min. cada uno.
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RESULTADCOCS

I.- CARACTERISTICAS CINETICAS DEL COMPLEJO Fil.

La H'-ATPasa soluble a membranal, se puede obiener con
diferentes grados de actividad hidrolitica dependiendo del mélodo
usado para su preparacidén. En 1975 Feinstein y  Moudrianakis,
describieron un método para purificar el complejo Fil soluble de
mitocondrias de corazdn de res. Esta enzima, se obtiene con  una
actividad hidrolfitica de unicamente 1-2 umol min " mg_1 debida a
la presencia de la proteina inhibidora (Pullman y Monroy 1963). La
actividad de éste complejo puede alcanzar el valaor miximo tesdrico
lactivactiédn) si se incuba en presencia de ATF a temperaturas de
30-50 °C (Feinstein y Moudrianakis 1984). La activaciédn del
complejo Fil soluble al igual que la de las psm-MgATP (Beliréan vy
col 1984), es independiente del amortiguador que se use (fig. 6A),
y dependiente de la témpératura y del pH. Trabajos previos de
nuestro laboratorio (Beltréan y col. 1984) mostraron gque el proceso
de activacién del complejo Fil particulado involucra la salida de
la pratéina inhibidora (PI) de su sitio de unién. En la fig.
704 se muestra que el aumento en la actividad hidrolitica, no
correlaciona directamente con 1la liberacién de la proteina
inhibidora ai sobrenadante. Como se puede observar la enzima logra
alcanzar hasta aproximadamente un 20 % de su actividad hidrolftica
maxima éinA pérdida ostensible del contenido de proteina
inhibidaora. Cuando la enzima rebasa el 20 % de actividad la PI se
empieza a liberar al sobrenadante, hasta llegar a 100 % de

actividad hidrolftica y 0 X de PI (fig, 7B), Estos resultados,

B2

e s

e e



120 ~

| 8,\ 100_ ............ pH 80 KDa 'F‘I.'_.P.i.
0| .-'
Sl w0 im |
< MES pH 6.8 w 1™
< . P 29 e )
D .E 60 7 :! 2% ._‘ s
T E i 20 — yay
S = ; 7 BICINA s
= g 40 I A HEPES e Lo
8) ,5 €
g 3 ; O TEA | _
20 L2 3

Fig. 6.— Activacidn del complejo ndtivo Fi1l en presencia de
diferentes Amortiguadores. La Fil ('0.24 mg/ml} se incubd a 50 °c
en sacarosa 2350 mM, Amortiguador 50 mM, ATP 10 mi, EDTA 1.5 aM, pH
8.0 (A,0,®) 6 pH 4.8 (@), A 1lps tiewpos indicados ;e . {:omaron
al{cuotas para medir actividad hidrolitica
especlrofotométricamente. Los Amortiguadores fueron: Mes (@),
Bicina (m), Hepes (A), y TEA (0). E1 gel de PA-5DS al‘ 13.9 %4
muestras 1} marcadores de P.M. (Dalton Mark VII - Bigmal)j 2) 25 ug
de Fel v 3) 5 ug de FI.
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Fig. 7.~ Liberacidn de la PI del complejo Fil soluble durante
la Activacidn., A La Fi1l (B.é& mg/ml) se incubd a 40 °C en sacarpsa
230 mM, Hepes-KOH 50 mM, ATF 10 wM, EDTA 1.5 oM, pH 7.0, A& los
tiempos indicados se tomaron allcuctas de 100 pl para eliminar la
RPI libre por filtracién en una columna de Fenefsky de  Soppharosa
4B, A los eluados de la columna se les determing actividad
hidroli{tica espectrofotométricamente y se les separd en un gel de
PA~GDS. Despuéds de tefiir y secar el gel, se hicieron barridos
densitamétricos de los diferentes carriles, y se calculd por érea,
el cantenido de FI. El primer carril del gel (4) corresponde al (o
de la enzima sin filtrar. B) Curva de activacién dol compleijo  Fil
a 50 °C y ptl 8.0. La eliminacidn de la PI libre se hizo igual  que

en (A).
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podrian sugerir la existencia de un sitio no inhibhitorio para la

PI, v que probablemente é¢ste sitio se encuentra en la superficie
de la enzima (Tuena de BGémez-Foyou y col., 1983). La existencia de
un sitio no inbibitorio para la FI se ha propuesto tanto en
particulas submitocondriales de MgATF (Van de Stadt y col. 1973

Dreytus y cal 1981;'R0u511n, 1987) como en la enzima soluble de £,

colt! (Lotscher y col, 1984h).

I1.-FORMACION DEL DIMERQ (3, PI" POR ENTRECRUZAHIENTO CON EEDQ

f) REACTIVIDAD DEL EEDR E£ON LA F: ¥ CON LA F4I.

El N-(etoxicarbonil)-2-etoxi 1,2-diidroguinolina (EEDD) es
una carbodiimida soluble en agua que inhibe la actividad
hidrolitica de la F1-ATPasa (Fougeois y col. 1978; Pougeois,
1983y . El EEDB ws un reactivo activador de grupos. carboxilo que
actua como reactivo entrecruzader de “sin grupo espaciador"
catalizando la formacidén de enlaces amida entre grupos carboxilo y
amino cercanos, farmanda  asi uniones covalentes inter a
intramolecul ares (Belleau y Malek, 196B).

Ambos complejos F1l y F1 (fig. B), se inhiben en su actividad
hidrolitica por el EEDH, siendo el complejo Fil ligeramente mds
resistente. El 50 % de inhibicién de la F1 se obtiene con 9.23 aM
de EEDR en 3 min de incubacion, mientras que para Dbteger<e}_misma
grado de inhibicidén en las mismas condiciones, la Fil requiere de
una concentracidén de EEbQ de 0.5 oM., Siguiendo el curso temporal
de la inhibicidn del complejo F1I por EED@ (fig, '9), se abservd
gue la actividad hidrelf{tica se inhibe 100 X en 45 min con 1 oM de

EEDR y en 20 min caon 2 mM. Durante el mismo tiempo de incubacién,
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Fig. B.~ Inhibicidn dé la actividad hidrolitica de F1 vy Fil
por diferentes conceniraciones de EEDQ. Los compleios Ft y  Fil
(1.6 mg/ml) se incubaron en Sac 250 mM, MOPS-HC1 10 mM, pH &4.B, en
presencia de diferentes concentraciones de EEDR (disuelto en
etanol) a 30 °C durante S5 min.. Al final de la incubacién, se
tomaron alicuotas para medir actividad hidrolitica de la F1 y la
Fil. El resto se filtré por una columna de Fenefsky de Sephadex
G-50 equilibrada con Sac 230 mM, Mes-Tris 10 mM, ADP 0.1 oM, pH
6.8 para eliminar el EED@ libre. El‘eluado en cada punto paséd a

condicianes de activacién en amortiguador de HEFES (ver fig.

btmétodos), a 50 °c y pH 8.0 durante 60 min. para expresar la

actividad al maximo. La actividad de la Ft y la del .complejo

Fil-activado fué de 40 y 75 Mol min * mg_1 respectivamente.
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el control sin EED@ permanecié sin cambio.
Con el objeto de prevenir Ja activacién del complejo  Fil
o

durante el tiempo que requerf{a la inhibicién con el EEDR a 30 c,

se adiciond MgATP 2 mM al medio de incubacién. Sabemos que su

hidrélisis, favorece la fijacién de la pratefna inhibidora al
gitio inhibitaorio (Bémez-Fernandez y Harris, 1978). En la fig. 10
se ilustra la inhibicidédn de la actividad en estas condiciones,
observandose que la velocidad de inhibicidn del complejo Fil por

el EEDR, no se maditicéd por la presencia el MgATF.
El patrén electroforético del complejo Fil expuesto a 2 mM

EEDR durante 20 min, se muestra en la fig. 11. El complejo

entrecruzado, comparado con el control sin  entrecruzar, presenta

disminucidn de las subunidades oy 3y 7y & vy £, desaparicién de la

Pl y aparicién de camplejos entrecruzados de pesos moleculares

mayores que a« y i. Entre los complejos entrecruzados que aparecen,
cabe hacer notar la presencia de la banda "X" con peso molecular
aproximado de 66 KDa. Esta banda es caracteristica del complejo
F:l y no aparece cuando 'la -Fi1 se expone al reactivo entrecruzador
{né mﬁstradc).

Babemos que el peso molecular de las subunidades de la Ft  es
de 54, 50, 33, 17.5, y 5.7 kDa para &, f, ¥y 6 y &,
respectivamente (Penefsky, 1979}, y que la PI muestra un peso

molecular de 14 a 15 kDa en geles de PFA-5D8 (FPullman y HManray,

1963; fig. 11). Calculando por suma de pesos moleculares qué
subunidades estan formando el complejo "X" al exponer la Fil al
(69

reactivo entrecruzador EEDRQ, encontramos que los dimeros ofFl
kDa), BPT (45 kDa), 6 (67.5 kDa) y pp (66 kDa), serfan los

posibles candidatos para formar la banda de 66 kDa, que es el peso
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Fig. 10.- Efecto de la presencia de Mg-ATP 2 mM en la tnkibictidn
del complejo Fil por EEDQ. El complejo Fil se incubd a 2 mg/iml .en
presencia de de EEDR 1 aM y Mg-ATP 2 mM en las mismas condiciones
de la fig. B. Los triangulos llenos ( ) representan al compleio

Fi1l incubado con EEDR en ausencia de Mg-ATP.
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Fig. 1l.-Patrén eleclroforético de los complejos  Fil
Fil-entrecruzado con EEDQ. Gel de FA-8DS al 13.9 %Z. La FiI se
_incubé como se indica en la fig. 9 a 30 °C/20 min. con 2 aM de
Mg-ATP en ausencia y presencia de EEDR 2 mM. Carril 1) marcadores
de P.M. (Dalton Mark-VII Sigma ~ ver métodos)y 2) 5 ug de PI, 3)
40 pg de FaI y 4) 40 pg de Fil-entrecruzado.
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molecular de "X". De estos, podemos eliminar el dimero yy, debido
a que el reactiva entrecruzador que estamos usando no tiene "brazo
espaciador". Sin embargo, quedaban por dilucidar los compenentas
de la banda de 66 kDa de las tres opriones restantes.

Con el fin de confirmar los componentes de la banda de 6&é
kDa, se hizo el experimento de la figura 12, que muestra el curso

temporal de la inhibicién de la hidrélisis del complejo Fil por 1

.MM de EEDR. En cada punto de la curva de actividad, se tomd una

alfcuota de la mezcla de incubacidén se filtrdé en columnas de
Penefsky para parar la reaccidn y eliminar el EEDE® libre. Cada una
de las alicuotas se separaron en un gel de PA-8DS el cual después
de tefiido y seco se le hizo un barrido dencsitométrico del que se
calculd el area de la Pl y de la banda "X". Como se puede observar
en la fig. 12, existe una correlacién temporal entre la inhibicidn
de la actividad Ahidrolitita, la disminucién de la PI y la
aparicidén de la banda "X". Esto sugiere que la proteina inhibidora
podria ser unn de los camponentes de la banda de &6 kDa. En este
experimento vemos que la velocidad de aparicién del complejo
entrecruzado "X" es mucho m&s lenta que la velocidad de
inactivacién. Este compartamiento es similar al obtenido cuando la
ECFy se expone a entrecruzamiento por EED@ (Satre y col., 1983),
donde se ha sugerido gque la iﬁactivacién de la ECF1 né se debe al
entrecruzamiento de la enzima, sino a la modificacidn de wuna de

las tres subunidades (3 por EEDB.
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Fig. 12.- Curso temporal de la desapartcién de la Pl \Y
apartcién de la banda "X” durante el entrecruzamiento con EEDQ. El
complejo Fil se incubd a 2 mg/ml con EEDR 1 mM en presencia de
Mg-ATP 2 mM, A los tiempos indicados se filtraron por columnas de
Penefsky alicuotas de 100 ul. Del eluido una parte se activd para
expresar la actividad al maximo (ver fig. B8) y 40 ug de muestra de
tres geles distintos, se separaron en un gel de " PA-SDS. El  gel
terido y seco se barri¢ densitomdtricamente a 960 nm para calcular
el 4rea de la banda "X" y de la banda de PI en cada punto. E1 100

-1

Z de actividad en la grafica corresponde a 75 Mol min * ing
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B> IDENTIFICACION DEL  DIMERO (.PI  FORMADGQ  POR

ENTRECRUZAMIENTO DEL COMPLEJO F1l CON EEDQ.

i.- POR ANTICUERFOS ANTI-PI Y ANTI-g.

Para la identificacidén de las subunidades que forman el
complejo entrecruzado "X", se utilizaron anticuerpos contra la
proteina inhibidaora purificada, obtenidos como se describid en
métodos. Los complejos Fil y Fil entrecruzado, se separaron en  un
gel PA-5D8 vy se transfirieron a un papel de nitrocelulosa (NC)
mediante la técnica de Towbin y col. {(1979). El papel de NC se
incubé en presencia de anticuerpos anti-FI. La deteccién del
complejo PI-anticuerpo en el papel de WNC, se realizé haciendo
reaccionar proteina A marcada con oro con la porcidén Fc de los
anticuerpos unidos a la PIl. Esta unién se manifiesta como una
banda de color rosa. La fig. 13 muestra el anilisis densitométrico
de los complejos FiI (A}, y F1I entrecruzado (B) y un esquema (A vy
B) de la reactividad de ambos complejos a los anticuerpos anti-FI.
El esquema ilustra que la PI es una de las subunidades que forman
parte AE1 complejo "X", que se obtiene por entrecruzamiento de
F1l. Este resultado descarta la posibilidad de que otras de las
subunidades pequefias estuvieran participando en.la formacidén de la
banda "X", y quedaba por aclarar si la otra subunidad que forma el
complejo con la PI era la subunidad o Ao la (3. Para esto, 1]
repitié el -experimento anterior usando anticuerpos contra la
subunidad 3. La fig. 13B muestra que la banda de 66 IkDa ‘formada
por entrecruzamiento del complejo FiI con EEDR, es un dimero que

corresponde a la unidén de 3 con la PI (f3.FI). Estos resultados

-
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Fig. 13.- Inmunodeteccion de las subuntdades 3V Pl er la
banda de 66 KDa obtenidos por entrecruzamiento de la Fil. Los
complejos F1I y Fil-entrecruzado (obtenido como en la fig. 11) se
separaron en un gel de PA-SDS al i3.5 %. Posteriormante se
transfirieron a un papel de NC (como se describe en métodos) el
. cual se hizo reacionar con anticuerpos Anti-PI ¢ Anti-p3.  Después
de eliminar el Anticuerpo no unido especi{ficamente, al papel de NC
se incubs en presencia de proteina A marcada con oro que forma
bandas de precipitacién de color rosa en los sitios en que se

encuentra la subunidad 3 & la PI. (A) 35 ug de Fil; (B) 50 ug de

Fil-entrecruzado.
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indican que tanto la PI exégena (Klein vy col., 1980), como 1la
endégena, estin en contacto con upa de las subunidadaes 3. Esto nd
descarta la posibilidad de que lo; resultedos de experimentos con
F1 reconstituida con Pl exdgena, puadaﬁ ser diferentes a los

obtenidos con el complejo F4l nativo.

2.~ POR AUSENCIA DE MARCAJE CON (‘*C1-NEM.

Para descartar la pasibilidad de gque la subunidad a estuviera
formando parte de la banda "X (fig. 14}, el complejo Fil
entrecruzado se incubé con [*CI-NEM en presencia de 508 al 1 %
(Klein y col., 1980), con el objeto de marcar los residuos -BH de
las subuhidades que los contienen: &, y v ¢ (Benior, 1973). El
comﬁlejo Fal entrecruéadn y marcado con [14CJ~NEM, se separd en un
gel de PA-8DS y se Fragﬁenéé para extraer la marca de [14C]fNEM.

La fig. 14 confirma que la banda "X" né contiene la subunidad a.

I11.~- REACTIVIDAD DEL COMPLEJO Fil NATIVO AL DCCD.

Por trabajos anteriores, sabemos que la actividad hidrolitica
de la F1 soluble, se inhihe al unir un mol de DCCD (Pougemis vy
col., 1979) al glutamico 199 (Blu-p3199) de una de las tres
subunidades 3 del complejo (Esch y col. 1981). Dado que en la Fil
una de las subunidades [? se encuentra interactuwando can la FI,
decidimos explorar si el dimero f3.PI reaccionaba con el DCCD. El
complejo F1I se incubd en presencia de DCCD (fig. 13}, vy despudés
de eliminar el DCCD libre por filtracién en columna de | Penefsky,

se determind la actividad hidrolitica basal vy activada del
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Fig. 14.~ Gel de PA-SDS del cohplejo il entrecruzade y
marcado con [14CJNEH. El compleijo Fil se entrecruzéd con 2 mM  de
EED@ como en la fig. 11. El complejo [14D]NEM.FsI—entregrq;agq4.“se
separdé en un gel de PA-8D0S al 13.5 4 y se cortd en fracciones
pequefias para extraer la radioactividad (ver métodos). Después de
filtrarse el complejo Fil entrecruzado se incubd -con C*CINEM 2 o
siguiendo las condiciones de Klein y col, 1980, Las barras
muastran el perfil de radiocactividad v la linea continua es el

trazo densitométrico de un duplicada.

b6




B
~ 100 Ir 0 o)
T | @ |
o =
E -}
" g o
c <
E mo
~

S 50 o 05F
E S
2 0
o) ot
g S
R M- —? LI ¢
2 Qb R i ke 4 YA T 0 e L)

0 10 20 30 40 50 60 | 10 20 30 40 50 60

t (minutos) t (minutos)

Fig. 15.- Efecto del DCCD en la actividad ATPasa de Fil 'y
union de (**cI1DCCD a F1I. En (A) la FiI se incubs en MOPS-TRIS 50
mM, pH 7.0, ATP 4 M, EDTA 2 mM con (A,0) y sin (8, DCCD 200 uM
a 24 °C. En (0) y (A), se determiné actividad ATPasa a los tiempos
indicadas. En los trazos indicados cﬁmo ()Y y (0) se tamaron
alicuptas de la mezcla para filtrarlas a través de columnas de
Penefsky previamente equilibradas con un medio de activaciép . _(sac
250 mM, TEA 50 mM, ATP 10 mM, EDTA 1.5 mM, pH B.0); Se incubaron a
S50 °C durante 70 min. y se determiné actividad ATPasa. (B) Fil
(1.7 mg/ml) se incubé como en (A) con C'*CIDCCD " 240 M. A los
tiempos indicados se tomaron alicuotas y se filtraron dos veces en
columnas de Penefsky. Se determiné protefna y radicactividad en el
filtrado.
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complejo DCCD.F1I. La fig. 15A muestra que el DCCD disminuye la
acfividad hidrolitica del complejo Fi1l, asi{ como el grado de
actividad que se alcanza al exponer ' el complejo DCCD.FiI  a
condiciones de activacién. Al repetir el experimento con
(*C1-DCCD encontramos que cuando la actividad hidrolitica de la
enzima se inhibe en un 95 Ty ia cantidad de DCCD unido es de un
mol de ﬂ“CJ~DCCD por F1I (fig. 15 Ay B). Estp indica que la
presencia de la PI en el complejo Fi1 né altera su reactividad al
DECD durante el mismo tiempo de incubacién. En ausencia del  DCCD
la actividad del complejo F1l aumenta unicamente un 20 % (fig.
15A) camparado con el valor méximo que se obtiene al eliminar
totalmente la PI por activacién. Esto asegura que durante el
tiempo de activacién del complejo Fil con el DCCD, por la menos el
80 % de las enzimas poseen a la PI en su sitio inhibitorio (fig.
13A). |

Al analizar el complejo [**CI-DCCD.Fil en un gel PA-GDS  (fig
16A), el patrén electroforético es similar al del complejo FiI nd
modificado con DCCD (fig. 13A). La extraccién de la radioactividad
de las fracéiunes del gel (fig. 14A), mostré que la mayor parte de
esta se encuentra a nivel de la subuniaad {? y una pequefia porcién
a nivel de la subunidad y. El andlisis del complejo **c1-peeD. Fil
en un éei de PA-4cido (fig. 16R) que.separa las subunidades a y 3,
nos confirmé que la radiocactividad debida al t**c1-pccp  se
encuentra en la subunidad 3. Estos resultados demués%r;nﬂadé'éﬁ—ié
FiI, as{ como en la F1 (Pougeois y col., 1977), la modificacidn
con DCCD es a nivel de la .subunidad 3. Cqéndo el compleio
(*c1-DCCD.F1I se entrecruza con EED@ y se analiza en un gel de

PA-8DS (fig. 14C), se puede observar que cerca de un 50 % de 1la
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Fig. 16.~ dnalisis electroféretico de la Fil marceda con

t**c1pcen y entrecruzada. La F1I se incubd con t**CInceD durante 2
hre hasta alcanzar un valor de 2.1 mol de DCCD por Fil. Después de
eliminar el DCCD libre por filtracidn, la enzima se analizé por
(A) gel PA-SDS y (B) gel PA-Acido. (C) Muestra el anAlisis- de la
Fil entrecruzada, y el perfil de radioactividad del gel
fragmentado (barras). El inserto en (C) muestra el Pesgo Molecular

del complejo -Pl; como estandars se usé una mezcla de siete

~ proteinas diferentes de 66, 45, 346, 29, 24, 20 y 14 KDa (Dalton

Mark VII-L). Los esquemas superiores en (A) y (C) ilustran la
reactividad a Antisuero Anti-p (barra superior) y Anti-PlI (barra

inferior).
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radicactividad total se localiza en el origen del gel. Tamhién hay
una cantidad muy importante a nivel de la subunidad 3, que nd
presenté entrecruzamiento, pero né existe radiocactividad en la
zona del dimero 3.PI. Esto indica que en el complejo F1I soluble,
la subunidad B que interactda con la PI endégena' no acepta la
entrada del ['‘C1-DCCD (fig. 16C).

Aparentemente nuestros resultados difieren de lo encontrado
por Klein y col. (1980) con respecto al marcaje con [14C];DCCD de
la subunidad 7 que participa en el dimero 3.P1 formado por
entrecruzamiento. Sin embargo, un anadlisis detallado de sus datos
nos muestra que solo una fraccién muy pequefia de la radicactividad
total de las subunidades (3, aparece al nivel del dimero A3.PI. A
pesar de que este grupo trabaja con Ft reconstituida con  FI
exégena, y no elimina el excesnp de esta, el t**c1-pceo parece
tener, en nuestras condiciones experimentales y las de Klein vy
col. (1980), mayor preferencia por las subunidades (3 que no estéan
en contacto con la PI.

Por otro lado, nuestros resultados (fig. 160C) estan de
acuerdo con los obtenidos por el grupo de Capaldi (Tomassino vy
Capaldi, 1983; Lotscher y Capaldi, 1984; en la F1 soluble de E.
coli (ECFi), donde demuestran que la subunidad 3 que interactaa
con la ;; que desempefia las funciones.de PI (Sternweis y Smith,
1980; Dreyfus y Satre, 1984) no se marca con t**c1-peen.

Estos datos sugieren fuertemente que las H+—AT§ ‘;;;E;;;;
funcionan con subunidades 3 no equivalentes.

Sabemos que tanto el DCCD (Esch y col. 1981); como el EEDR
(Laikind y col. 1989}, interactdan con el grupo carboxilo del

Glu-B199. Ademas, el EEDQ cataliza la formacién de un enlace amida
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entre el carboxilo que activa y un amino vecino. El hecha de que
el producto que se obtiene al entrecruzar los complejos Ful
nativo, F1.PI reconstituido (Klein y col.,, 1980), ¢ ECF1
{Tomassino y Capaldi, 1983; L&tscher y Capaldi, 1984) sea 3.F1 ¢
., sugiere fuertemente gue la PI se encuentra en contacto con
el Glu-199. Esto implicaria que el resfduo 199 seria poco
accesible al DCCD en la subunidad f que interactda con la PI,
siendo esto independiente del orden en el que se afiadan ya sea el
DCCD o l1a PI al complejo Fi. Para explorar esta prediccién, la Fi
carénte de Pl se incubd en presencia de E“C]—DCCD, hasta +ijar
dos moles de [**C1-DCCD por mol de Fi. Al final se eliminé el DCCD
libre por filtracién en columna de FPenefsky, vy al complejo
[**C1-DCCD.F1 se le afiadié Mg-ATP y 0.1 ug de PI/ug Fi y se  incubd
a 30 °c. Después de eliminar la Pl libre por filtracidn, el
complejo (*“C1-DCCD.F1.PI se entrecruzé con EEDA.

La fig. 17A muegtra nuevamente que la mayor parte de la
radioactividad del co%plejn F1 modificada con C*C3-DECD y
recanstituide con PI ‘Exégena ([14CJDCCD.F1.PI), se  encuentra
localizada a nivel de ia subunidad 3, y una porcién muy pequefia a
nivel de y. La fig. 17B muestra el complejo [14C]DCCD;F1.PI
entrecruzado, y podemos observar que tampoco en este caso
phservamos tadiuactividad en la subunided ? que forma parte del
dimero 3.PI. Con estos datos podemos concluir que el DCCD y la PI

se excluyen mutuamente de la misma subunidad f.

IV.-REACTIVIDAD DEL COMPLEJO Fil NATIVO AL Nbof.

1.~ CARACTERISTICAS DE LA FIJACION DEL Nbf AL COMPLEJO NATIVO
FII EN COMPARACION CON EL COMPLEJO Fi.

71




1
3

2000

7
1on

1600

1]

Frace

“ [“c] oeeo.F, o1 1{'t]oceo ., pr.ee00.

AL N W L W O WL . e

cpm /
S 8

1Y, N

Fig. 17.- Analisis eleciroforético de la F1 marcada con
[“C?DCCD vy reconstituida con Pl exbgena. La F1 (10.5 mg/ml) -1
incubé en las condiciones de la fig 15 en presencia de cc**3nceo
hasta alcanzar un valor de 2.02 Moles de CC**IDCCD por Fi1. Al
final de la incubacién el DCCO libre se elimindé +filtrando dos
veces por una columna de Penefsky equilibrada en sac 2080 aM,
MDPS—QCI 10 mM, pH &.7. Despuéé de determinar proteina Y
radiocactividad, a 1 ml de eluido (1,03 mg de prot/ml) se le afijadié
MgATP 2 mM v 100 ug de PI liofilizada. Se incubd a_$0__?§_ durante
3.9 hrs y al final se elimind la PI libre filtrando en una columna
de Penefsky de Sepharosa 6B. Al complejo tc**1pceD. Fi.PI (0,77 mg
prat/ml), se le afadié MgATP 2 mM y EEDQ 2 mM, y se incubé a 30 °c

durante 20 min. La reaccidn se pard con 8Db5 al " 1 4. La figura -

muestra el andlisis del complejo (c**IDCCD.F1.PT (A y de
[c**1DCCD. Fy. PI-entrecruzado (B) en un gel de PA-SDS.
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Experimentos de otros autores (Ferguson y Radda, 1974a)
dempstraron que la actividad hidrolitica de la Ft se inhibe por la
- fijacién de un Nbf al residun de Tir~ﬁ311 de una de las 3
subunidades "' del complejo, (Andrews y col. 1984)., Con el
propésito de marcar fluorescentemente el compleio qativn FiI, se
decidié probar si éste, que tiene una de las subunidades e
interactuandoc con la PI, era capaz de aceptar la entrada del Nbf.
La fig. 18 ilustra el resultado de incubar 1la F1 y la Fi1I en
presencia de diferentes concentraciones de Nbf, observandose que
la actividad hidrolitica de ambas enzimas disminuye. Esta
“i{nhibicién se revierte en un 95 % si se adiciona DTT a una
concentracién de 1 mM,; 1 cual desprende el Nbf unido a la -
Tir-p311 sin formar un complejo con ésta (Ferguson y Radda,
1975a). Al normalizar las curvas de inhibicién (ver inserto de
fig. 18), observamos que el complejo Fil sf{ permite la fijacién
del Nbf, pero esta actividad parece ser un poco mas resistente a
este reactivo. Esto es semejante a los resultados obtenidos al

inhibir el complejo FiI con EEDQ@ (ver fig. 8).

Las condiciones de fijacidén del Nbf en la Tirosina 311 (sac
250 mM, ATP 4 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4), son muy similares a las de
activacidn (sac 250 mM, ATFP 10 mM, EDTA 1.5 mM, pH B) del complejo
Fil, que es en las que se observa saliﬁa de la Pl de su sitio de
inhibicién. Tratando de egcuntrar un balance entre el praocesn de
activacién y el de inhibicién por Nbf, se considerd conveniente
estudiar el curso temporal de la actividad de la Fil en presencia
de diferentes concentraciones de Nbf. Como podemos observar en la
fig. 19, a concentraciones de Nbf menores o iguales a 50 uM, el
equilibrio parece estar desplazado hacia la salida de la éI de su
sitio de inhibicidn. 5in embargoAa concentraciones mayores de 80
uM, la entrada del Nbf parece ser mas répida que la salida de 1la
FPI. Debido a que la concentracién de 100 uM fué la utilizada para
la caracterizaciédn de la inhibicién de la F1  (Ferguson vy Radda,

1973a), vy con lps resultados de la fig. 19 en donde esta
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Fig. 1B.- Inhibicidn de la actividad hidrolitica de Ft y Fil
por diferentes concentracidnes de Nbf. A) La enzima (F1 & F1I)
preequilibrada en Sac 230 mM, TEAR-HC1 50 mM, ATF 4 mM, EDTA 2 mM,
pH 7.4, a una concentracién de 0.4 mg de protefna/ml, se incubé en
presencia de diferentes concentraciones de Nbf. La incubacién fué

a 25 °C durante 15 min en obscuridad. Al final de la incubacién se

tomaran alicuotas para medir actividad hidralitica
espectrofotométricanente en ausencia (@,A) y presencia (O, A) de
DTT 1 mM. El inserto muestra las curvas ' de inhibicién

normalizadas, tomando como 100 % la actividad de la enzima

incubada sin Nb/f.
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Fig. 19.- Curso temporal de la trhibicidn de la actividad
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enzima se incubd a 0.75 mg de proteina/ml en las mismas

condiciones que en la fig. 18. A los tiempas indicados se tomaron

alicuotas para medir espectrofotométricamente la actividad

hidrolitica.
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concentracidén ya es inhibitoria para el complejo Fil, decidimos
usarla durante 90 min en los estudios de la interaccidn del  Nbf
con el complejo Fid. La fig. 20A muestra el comportamiento de la
actividad hidrol{tica del complejolF1, en presencia de Nbf 100 M
y a diferentes tiempos dé incubacién, as{ como la raversibilidad
de su actividad por DTT. Este es un experimento hecho

comparativamente con Fil (fig. 20B) y en iguales caondiciones.

«Normalizando las curvas de inhibicién de la actividad obtenidas

con Fi y Fal (fig. 20C), y tomando como 100 % de actividad para

Fil cada uno de los puntos de la curva control  (fig. 20B),
abservamps una marcada difereﬁcia, tanto en el grado de
inhibicién, como en la reversibilidad de la actividad con DTT. En
la literatura hay datos que indican que la revefsibilidad total
por- DTT de la actividad hidrolitica del complejo Nbf-0-Fi,
requiere de una péeincubacibn mas larga. Esto se puede ohservar en
la mayor reversibilidad con 20 min de preincubacién., 81 al
complejo Nbf.Fil le adicionamos DTT durante la determinacién
espectrofotométrica de la, actividad (aprox. 1 min), aolo se
revierte la actividad en un 20 % (fig. 20C). Este valor aumenta a
un 40 7% cuando el complejo Nbf.F1I se incuba con DTT durante 20
min. Aunque se observa una diferencia en la forma de la curva de
inhibicién de Fil comparada con Fi, &5 importante hacer notar que
la actividaa especifica a la cual llegan ambas enzimas a los 90
min de incubacién, practicamente es la misma. 8i el tiempo de
incubacién se prolonga hasta 4 hrs, la actividad hidrolitica de
ambas se reduce a 0.1 pMol min mg—1 (no mostrado). Por otro
lado, sabemos por datos de la literatura (Ferguson' y Radda,

1973a), que la unidn de Nbf a la Tir-p311 de F1 (Nfb-0-F1), no es
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Fig. 20.- Curso temporal de la inhtbicidn de la a&tiuidad
hidrolttica de la F1 y Fil por Nof 100 uM, y reversibilidad de la
actividad por DIT. La F1 abtenida a partir de FiI como se indica
en métodos (A), y Fi1l (B), se incubaron en presencia de 100 M de
Nbf en las mismas condiciones de la figura 18. A los tiempos
indicados se tomaran alicuotaé para medir actividad hidrolitica en
ausencia (@), & en presencia (0) de DTT 3 mM affjadido durante el
trazo. En (B), la curva superior (4) representa la actividad de la
enzima Fil incubada en las mismas condiciones, pero sin Nof. (Q)
indica la actividad del complejo Nof.F1l incubado con DTT durante
20 min. La actividad control de la Fi1 no cambidé durante 1la

incubacién. () muestra la iphibicidn de F1 (A) y Fi7 (B) por Nbf
normalizadas. Para el complejo Nbf.F1l se toméd como 100 % de

actividad la curva contraol de (B).
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estable y que la actividad hidrolitica no se inhibe 100 %. Esto se
debe a que existe un equilibrio constante entre la entrada y la
- salida del Nbf de la enzima (Tinh y Wang, 19B0). Ademads, trabaijos

previos han demostrado, que si el complejo Nof-0-F1 se incuba a

temperatura ambiente, a pH 2 y en presencia de nucledtidos durante

18-20 hrs (Ferguson y Radda, 1975b), ¢ a 38 °C en ausencia de

nuclesdtidos (Ceccarelli y col. 198%) parte del Nbf unido a la
Ylw, ~Tir-3311 se libera y parte se transfiere intramolecularmente a la
Lis-3162, siendo esta unidn irreversible.

Como la reversibilidad por DTT en la FiI no era total, a
diferencia de la Fi, existia la posibilidad de que la wuwnidn
Nof-3Tir en el compleje Fil fuera menos accesible al DTT comparado
con la F1. Por lo que decidimos titular con diferentes
concentraciones QE DTT los campleios Nbf.F1 Y Nbf.F1l
adicionandolo durante la determinacién espectrofotométrica de la
actividad hidrolitica. Como podemos observar en la fig. 21, 1la
reversibilidad de la inhibicién de 1la actividad por Nbf es
seme jante para ambas enzimas. Er el inserto de la +Fig 21 se
- muestra que concentraciones de DTT mayores de 3 mM, empiezan a

inhibir la actividad hidrolitica.

Como aparentemente las condiciones axperimentales estaban
determinando las diferencias én la reactividad de los complejos al
DTT, se siguid el curso temporal de la recuperacidén. de la
actividad de estos complejios. Para ésto 1=) escogié una
concentracién de 0.1 mM de DTT que adicionada en @] trazo durante
la determinacién de la actividad, nos da una recuperacidén menor
del B0 % (fig. 21). En estas caondiciones experimentales (fig. 22),

hidrolitica, es ligeramente menor en el complejo Nbf.Fil comparado
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Fig. 21.- Reversibilidad de la aclividad hidrolitica de los
complejos nbf.F1 y nbf. F1l, por diferentes concenlraciones de DIT
sin preincubar. A los complejos Nbf.F1 (1.47 mg/ml) y Nbf.Fil
(1.59 mg/ml) s les determind actividad hidrolitica
espectrofotométricamente en presencia de las concentraciones
indicadas de DTT. Las actividades de Nbf.F1 y Nbf.F1l fueron de

1.2 y 0.48 pMol min * mg ' medidas en ausencia de DTT. Para el

inserto se tomé como 100 %, la actividad mis alta determinada en
presencia de DTT. Esta fué¢ de 80.4 uMol min * mg—i con 1 aM de DTT

y de 12.4 uMol min * mg ‘con 3 oM de DTT para los complejos

BT T W oy
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Nof.F1 y Nbf.F1I respectivamente. EYTA T

79



con el complejo Nbf.Fi. Por ejemplo a 1.5 min de preincubacién
podemas ver que la velocidad de recuperacidn de la actividad con
DTT 0.1 mM se midid la actividad obteniendose una recuperacién
del &0 % para F1l y del 75 ¥ para Fi. Si a los mismos complejos
modificados con Nbf se les adiciona 6TT ahora a una concentracién
de 1 mM en el trazo durante la determinacién de la actividad, la
actividad recuperada es de BO % para Nfb.F4I y 100 % para el
complejo Nbf. Fi. Cabe mencionar gue se tomé como el 100 %' para
ambos casos la actividad obtenida a los 30 min de preincubacién
con DTT; 11.6 y 101 umoles min - mg > para Fil y  Fi

respectivamente. Estos resultados nos muestran, que aunque la

reversibilidad total de la actividad de lag dos enzimas

modificadas con Nbf puede obtenerse con concentraciones similares,

de DTT, la recuperacién del 100 % de actividad del complejo Fiul
requiere maé tiempo de preincubacién con DTT. For otro lado,
debemos considerar el hecho de que el 190 %2 de actividad del
complejo Nbf.Fil, sea efectivamente el que se obtiene al

preincubar éste con DTT 0.1 mM por 30 win ¢ 1 mM durante 15 min.

A) CURSO ESPECTROFOTOMETRICO DE FIJACION DEL Nof A F1 Y Fil,

Dado que la actividad hidrolitica del complejo F1l comparada
con la F1 es muy baja, y aprovechando que la wunién Nbf-0-Fi
presenta un maximo de absorcién a 3IBS nm (Ferguson vy Ra;dé,
19758a), se considerd conveniente utilizar este método (ademés del

de la actividad hidrolitica) para seguir la fijacién del Nbf al

camplejo Fi1l comparativamente con Fi. En la fig 23A se muestra un
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Fig. 22.~ Cinelica de la reversibilidad de la actividad
hidrolitica por DIT 0.1 mM a distintos tiempos de pretincubaction,
0.6 ug de Nbf.Fe 6 0.13 ug deNbf.F1l se preincubaron en 0.5 ml de
medio de ATPasa pH 8.0 sin sistema regenerador de ATF 2X (DL + PK
+ PEP + NADH + ATP) para iniciar la determinacién de la actividad
hidrolitica. Las actividades de loé complejos Nbf.F1 y Nbf.Fi1l
fueron de 3.3 y 0.96 uMol min mg;_fL respectivamente., E1 100 %4 de
actividad se tomé como la obtenida al preinéubar los complejos con
DTT 0.1 oM durante 30 min. Los simbolos (@) sobre los ejes Y de A
y By representan la actividad hidrolitica obtenida al afiadir DTT 1

mM durante la determinacién de actividad.

81

|
|
i
i
|
§



D. O.335

0.03 ¢ A 807 B + DTT

o
©
60 + L)
o
0.02 1 o |Fil 4 Nbf
L @
. /9
o 40+
100 ...‘} . @
' ‘/‘(/) ) qaeb @?
0.01 + G .
@ A g © o F - 20+ }@ %
20 A:. ‘ @ ‘::‘
zA 00 10 1?;"‘;: ?::In)loo 120 / .
0.00 } } { + = { 0———+— } g | |
0 20 40 60 80 100120 . 0 20 40 60 80100120140

tfiempo (min) tiempo (min)

F.ig. 23.- Incremento de la absorbancia a 385 nm y de la

fluorescencia, concomttante a la entrada del Nbf o la enzima. (A)
FL (4) y F1I (9 se incubaran a la misma concentracién de proteina
(1.1 mg/ml), en las condiciones de la fig. 20. A los tiempos
indicados se leyd la absarbancia a 385 nm. La grafica (B) muestra

el aumento en las unidades relativas de fluorescencia (URF,  Aoexc=

464 nmy Aemi= S20 nm) al incubar Fal (0.5 mg/ml) én presencia de .

100 uM de Nbf en las mismas condiciones de (A). La flecha indica

la reversibilidad de la fluorescencia al agregar DTT 3 mM.
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curso temparal de la fijacién del Nbf a F1 y Fil obtenida por la
gparicibn de la absorbancia a 385  mm, observandose que es
idéntica en ambas enzimas.
5i el Nbf estuviera fijandose mas a la Lis-pl&2 en el
caomplejo F1l que en la Fi, deberfamos haber observado diferencias
en la magnitud de la absorcién a 385 nm durante la fijacién del
Nbf. Esto no descarta totalmente la posibilidad de que esté
«~fijandose mas. Nof a la Lis-p3162 en F1l ya que el maximo de
absorcidn de esta unidn es a 473 nm que estA alejado de 3835 nm.
Por otro lado, se sabe que la fijacién del HNbf en la
Lis-p162, forma un complejo  (Nbf-N-F1) fluorescente. Empleando
este nuevo método y en las mismas condiéiones descritas por
Ferguson'y Radda (1975b), donde mostraron que esta fluorescencia
se debe a la unién exclusiva del Nbf a la subunidad (3, seguimos la
fijacién del Nbf al complejo Fil. Como se puede observar en la
fig. 23B, al incubar el complejo Fil - en condiciones de
transferencia del Nbf a la lisina, la fluorescencia aumenté con el
tiempo, sin embargo ésta se reviitié casi en su totalidad al
adicionar DTT al complejo Nbf.Fil. Esto se repitié en el caso de
la F+ (no mostrada)., Este hecha indica claramente que la
fluorescencia ohservada no sa.debe ala fijacién del Nbf a 1la
Lis-f1462, ya que como se .mencioné arriba, esta uwnidén es
irreversible Eor DTT. Es importante sefialar que el Nbf es un
compuesto muy reactivo para grupos. -S54 (Ferguson y Radda, .1974;
Birket y col., 1970). y que la unién Nbf-SH ademss de tener un
madximp de absorcién a 420 nm, es fluorescente y reversible por
DTT. Dado que 3 de las subunidades (x, y v &) de la 'F1 poséen

grupos -SH (Senior, 1970), existe la posibilidad de que en
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curso temporal de la fijacién del Nbf a Fi y FiI obtenida por la
aparicidén de la absorbancia a 385 mm, Observandose que s
idéntica en ambas enzimas.

Bi el Nbf estuviera fijandose mas a la Lis-p3162 en el
complejo F1l que en la Ft, deberifamos haber observado diferencias
en la magnitud de la absorcién a 385 nm durante la fijacién del
Nbf. Esto no descarta totalmente la posibilidad de que esté
fijandose mas Nbf a la Lis-f3142 en F1l ya que el méximo de
absarcidén de esta unidén es a 473 nm que esta alejado de 383 nm.

Por otro ladoy se@ sabe que la +ijacidén del Nbf en 1la
Lis—R162, forma un. complejo (Nbf-N-F1) Fluorescente. Empleando

este nuevo método y en las mismas condiciones descritas por

Ferguson y Radda (1973b), donde mostraron que esta fluorescencia

s2 debe a la unién exclusiva del Nbf a la subunidad 3, sequimos la
fijacién del Nbf al complejo Fil. Como se puede observar en la
fig. 23B, al ipncubar el complejo F1] en condiciones de
transferencia del Nbf a la lisina, la fluorescencia aumentd con el
tiempo, sin embargo ésta se revirtié casi en su totalidad al
adicionar DTT al camplejo Nbf.Fil. Esto se repitié en el caso de
la F1 (po mostrado). Este hecho indica claramente que la
fluorescencia observada no se debe a la fijacién del Nbf a la
Lis-ﬁlbé, ya que como se men:iané arriba, esta unidén es
irreversible paor DTT. Es importante sefialar que el Nbf es un
compuesto muy reactivo para grupos -SH (Ferguson y- ﬁéddé;'_i974;
Birket y caol., 1970). y que la unién Nbf-SH ademis de tener un
méximo de absorcién a 420 nm, es fluorescente y:lreversible poar
DTT. Dado que 3 de las subunidades (o, y ¥ &) de la Fi1 poséen

grupos ~SH (Senior, 1970), existe la posibilidad de que en

.B3

et e




[

nuestras condiciones de incubacién el MNbhf se fije a un (6 algunos)

grupo (s) -GH.

2.~ CARACTERISTICAS ESPECTRALES DE Ft Y Fil

MODIFICADOS CON Nbf EN TIROSINA.

La fig. 24 muestra el espectro abtenido del compleio Nbf.Fil.
Como podemos observar al incubar el complejo Fil en presencia del
Nbf, el pico de absorcién més conspicuo es asimétrico con un
maximu de absorcién a 420 nm, caracteristico de la unién  Nbf-E8H,
ademis existen dos hombros a 385 nm y a 473 nm, correspondientes a
las uniones Nbf-0-Fi y Nbf-MN-F1 respectivamente, los espectros
son iguales a laos que ée‘obtuvieron al incubar la Fi1 purificada
por tres métodos diferentes (Tuena y Gémez-Puyou, 19773 Penefsky,
1977, y F1l activada, ebtenida a partir de F1I), en presencia de
Nbf y en condiciones idénticas (no mostrado). Esto sugiere que en
ambas enzimas (F1 vy Fil); el Nbf esti interactuando ademés de la
Tir-A311 y laLis-3162, con grupos de risteina. Estas resultados
podrian explicar la fijacidén adicivnal del Nbf en grupos -BH que
Ting y Wang (1980), ohservan al exponer la Fi al Nbf, asf comb la
marca que el grupo de Allison (Allison y col. 19B4a) encontré en

la subunidad o al determinar con [**CINDf el residuo de Tir en que

estaba el Nbf en la Ft v a la cual en su articulo la refieren como

"marcaje inespecifica".

El glutatién reducido, a semejaza del DTT, revierte la

inhibicién de la Fi por el Nbf a nivel de la Tir-3311, pero a
diferencia de este dltimo, forma una unidén covalente estable con

el Nbf, con un pico maximo de absorcidén a 420 nm caracteristicplde

84

TS F




0.05

" " basal 0.1 é

Fig. 24.— Cambios especirales durante la interaccion del Nbf
con la Fil. E1 complejo F1l se incubdé a una concentracién de 1.14
mg/m} en las condiciones de la fig‘IS en presencia de Nbf 100 M.
A los tiempos indicados en la grafica, se corrieron espectros de
absarbancia de 350 a 330 nm utilizando un espectrofotémetro Aminco
de doble haz. La lipea base se obtuvo con amortiguadar en la celda
de referencia y con amortiguador mas enzima en la celda de la

muestra. La reaccidn se inicié afadiendo 100 uM de Nbf en  ambas

celdas.
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la unidn Nbf-8H (Ferguson y Radda, 1975a). Al eliminar el pico de
absorcién a 420 nm  del espectro de absorbancia del complejo
Nbf.F1]l afiadiendo dos moles de glutatidn reducido a la celda de
referencia que contenia solo amortiguador y Nbf, se pudieron
evidenciar los picos carrespondientes a Nbf-Tir y Nhf-Lis (fig.
25)., Con estos resultados y utilizando log coeficientes de
extincion molar de 11600 M ' y 26000 M—1(Fergusom y col., 1975a y
b) para las unidnes de Nbt a Tir y Lis respectivamente,- pudimos
obtener una estequiometria total de 3.4 Nbf/Fil: 2 Nbf en -8SH; 1.2
Nbf en Tir y 0.2 Nbf en Lis. Es importante sefialar que estos
valores no estan muy alejados de los 1.15 moles de Nbf en Tir que
se obtienen al incubar la F1 en presencia de Nbf 100 uM durante 640
@in en la cual solo el 15 % de la radicactividad se encontré unida
a la Lis-f3162 (Andrews y col. 1984a).

La diferencia importante entre los datos del presente trabajo
y los reportados con anterioridad (Ferguson y Radda, 19735a;
Andrews y col., 1984a); est4d en la reactividad que cbservamos del
Nbf con dos grupos —SH. Como mencionamos en la seccién anterior,
ésta unién a grupos -8H podria explicar la esteqiometria mayor de
1 que Ting y Wang (1980) encuentran al.incubar la F1 por tiempos
mayores de 60 min o en presencia de concentraciones mayores de 100
uM de Nﬁf. Por otro lado, cabe menciﬁnar que cuando la ECF1 se
expone a Nbf, éste ademis de reaccionar con Tir-A311 lo hace con
actividad hidrolitica, grupos -8H. La reaccidén con —Sﬂ_sé—wéi{aina
can la preincubacién de la ECF1 en presencia de Iodoace£amida
(Ceccarelli y col. 1989). El complejo Fil se cgﬁpprté de manera
similar a los reportado, ya que cuando preincubamos a la enzima

FiI en presencia de Jodoacetamida, s@ une a grupos =-SH sin
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Fig. 25 .- Espectros del complejo.Nbf.F11 oblentdo al restar
la union glutation-Nbf. lLa enzima Fil (0.98 mg/ml) sa incubd en
. las condiciones de la fig I3 en presencia de Nbf durante 90 min.
Al final de la incubacidén, se obtuvo el espectro de absorcidén como
se explicéd en la fig. 23 y a la celda de referencia que contenfa
Nbf se le afiadid el glutatién reducido necesario para obtener la
linea base oariginal. El espectro que se muestra en la figura es el

resultado de la condicién.explicada anteriormente.
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modificar la actividad hidrolitica (no se muestral.la fijacidn

posteriar del Nb+ a los grupos ~SH, seguida por

espectrofotometria, disminuyd agstensiblemente (fig. 24).

Consideramos que esta ©s una prueba mis de que el Nbf, esta

reaccionando con grupos ~GH de la enzima en nuestras condiciones.

3.~ CARACTERISTICAS DE LA ACTIVACION DE LOS COMPLEJOS Nbf. F1

y Nof. Fil.

ST

El compiéjo nativo Fi1l soluble, tiene una actividad
hidrolitica muy baja debido a la presencia de la Froteina
Inhibidora. Cuando la Pl se remueve de su sitio de interaccién, la
enzima expresa la maxima actividad hidrol{tica.

La fig. 26 muestra el % de actividad hidrolf{tica y 1a
fluorescencia de los complejos Nbf.FiI (A) y Nbf.Fs (C), obtenidos
a diferentes tiempos de incubacién de las enzimas con Nbf. 81 cada
uno de estaos complejos se activa eliminanda la Pl se obtienen las
curvas (B) y (D). Los complejos F1 y Ftl modificados con Nbf se
campartan igual al activarlos. La reversibilidad de la actividad
hidrolitica por DTT es igual para ambos complejos antes [Ay [ vy
fig 18] y despudgs (B y ) de someterlos a condiciones de
activacidén. Aunque aparentemente la reversibilidad de la actividad
por DTT es menar para el compléja Nbf.Fil (B). Simultaneamente a
la disminucién de la reversibilidad, observamos un incremento en
la intensidad de fluorescencia atribuible a Nbf-Lis (B). Este
aumento en la fluorescencia es mds lento en el complejo Nbf.F1 (D)

y no parece estar relacionada con la irreversibilidad de 1la

actividad por DTT.

La comparacidén de los espectros de absorbancia (fig. 27) de
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Fig. 24.- Fluorescenctia de los complejos Nbf. F1 y Nbf. Fil  en
condiciones basales y despues de ser oclivados . Las enzimas se
incubaraon en sac 250 oM, TEA 30 mM, ATF 4 mM, EDTA 2 oM, pH 7.4 (4
mg prot/ml), en presencia de Nbf 100 uMy, a 25 °C y en la
obscuridad. A los tiempos indicados se tomaron alfcuotas de 100 ul
para filtrarse por columnas de Penefsky. A los eluados se les
determiné actividad hidrolitica en ausencia (@} .y presencia de 3
mM de DTT, y se diluyeron a 2 ml con el mismo amaortiguador para
medirr la fluorescencia (Aex= 4859; Aepmi=330) dada por la unidén del
Nbf a Lis (wpe) y ademas de registrarse los espectros a las
siguientes longitudes de onda: Ex 400-500; Emi 530 (ver fig. 28)
Para activar, los complejos Nbf.Enzima se incubaron a 30 °c
durante 70 min en el medio de activacién de la fig., B, 8Se midid
actividad hidrolftica en ausencia (0) y presencia (0) de DTT 3
mM y la fluorescencia (+~0:.-), y los espectros de exitacién con las
mismas condiciones de antes de Activar (fig. 2B). En las graficas
(A y (C) la actividad hidrolitica se normalizé tomando como 100 %
de actividad la obtenida en presencia de DTT 3 mM en cada punto.
En las figuras (B) y (D) el 100 % de_actividad es el obtenido en
el control sin Nbf; 35 y 41 uMol min ~ mg ’, para los complejos
Nbf,lF1l.Activada (B) y Nbf.Fi.Activado (D) respectivamente.
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los complejos Nbf.Fil.Activado (A) y Nbf.Fi1.Activada (B) con los
espectrdsobtenidos en condiciones basales, se observéd QUE la
activacion produce una disminucién muy importante, en la cantidad
de Nbf unido a los residuos de Tir (385 nm) y de —-8H (420 nm). Al
tratar con DTT los complejos modificados con Nbf y activados,
podemos determinar la concentracién de Nbf unido a la Lis-f3162
(473 nm). Comparando este trazo con el del complejo Nbf.Enzima
tratado con DTT antes de activar, podemos ver que gran parte del
Nbf se liberd por las condiciones de activacidn y'del que  quedd,
solamente una porcién muy peqguefia se transfirid a la Lis—f3162. El
escaso contenido de Nbf unido a la Lis (0.07 Nbf/F1 y 0.1 Nbf/Fil)
no explica la baja reversibilidad observada por la adicién de DIT
(fig. 24) que presenta el complejo Nbf.F4I (B) comparado con el
complejo Nbf.F1 (D). Ademids debemos sefialar que la enzima puede
tener unidos 0.2 moles de Nbf en la Lis-f3162 sin que esto altere
el gradﬁ de reversibilidad de la actividad por DTT (fig. 29).
Por otro lado si observamos los espectros de fluorescencia de
cada uno de los cumplejos'Nb*.Enzima obtenidos en la fig. 27, lo
que vemos es que, para ambas enzimas, la fijacidn del Nbf se
manifiesta como un incremento en la fluorescencia con dos maximos
en el éspectro de excitacién (fig. 2B Ay B) a 450 y 480 nm y un
maximo a 3530 en el espectro de emisién (no mostrado). Al activar
los complejos Nbf.F1 (C) y_Nbf.FsI (D); los espectros muestran una
_disminucién del maximo de excitacién a 450 v un  aumento en el
maximo a 485 nm. Al tratar estos complejos con DTT (fig. 28 A vy
€Yy que elimina el Nbf de Tir y de -8H, scolo persiste el pico de
fluorescencia debido a la unidn Nbf;Lis que es e] de 480 nm ya que

-

el de 450 nm es sensible a DTT. Por otro lado como
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Fig. 27.-~ Espectros de absorbancia de los complejos Nbf.F1 y
nbf. f1t basales y sométidos a condictones de activacion, Laos
complejos Nbf.F1 (1.45 mg prot/ml) y Nbf.FI (1.62 mg/ml) se
obtuvieron por incubacién de las enzimas con Nbf 100 pM durante 90
min. en las condiciones de la fig. 264,.y se les hicieron espectros
de absorbencia de 335 a 485 nm (—). Las muestras se diluyeron
1:1 con el mismo amortiguador (sac 250 mM, TEA 50 mM, ATF 4 mM,
EDTA 2 'mM, pH 7.4). Una parte se uncubé con DTT durante 20 min.
(——) y ala otra se le afiadié 6 mM de ATP y se le aumentd el pH
a 8.0 para activar a 50 °C durante &0 min. (---). Calculando el
contenido de Nbf unido a grupos -8H por absorcién a 420 nm fué™ de
2 Nbf/F1 y 2.4 Nbf.F11 usando el coeficiente de extincién para la
unién Nbf-SH de 13000 M * (Ferguson y col. 197Sa). El Nbf unida a
lisina de los complejos Nbf.Enzima.Activados es de 0.07 Nbf/F1 vy
0.1 Nbf/F1l calculado usanda el coeficiente de extincién molar

para la unién Nbf-N de 26000 m* (Ferguspn y col. 1957b).
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?ig. 2B.- Curso temporal de la enirada del Nof a Fr y FuI, y
aclivacion de los complejos Nbf.F1 y Nbf, Fil seguidas . por
espectros de fluorescencia. A los complejos modificados  en
diferentes grados con Nbf (ver fig. 26) se les Eorrieron espectros
de excitacién (400-500 nm; Emis = 530). Esto se repitié despuds de
someter los complejos a activacidén como se indica en la fig. a.
Los nameros sobre las curvas (—— ) indican el tiempo durante el

~cual la Fi1 6 la FuI estuvieron en presencia de Nbf 100 uM. Las
lineas punteadas corresponden a los complejos Nbf.Ft basal vy
activado preincubadas con DTT 3 mM durante 30 min. Los espectros
de fluorescencia se hicieron en 3 m{ de solucidn de los complejos

Nbf.Enzima, excepto en los tiempos de 90 win para los cuales los 2

ml se diluyeron a 3 ml con el mismo amortiguadar.
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sabemos que la Tir que se modifica con Nbf est4d en una de 1las
subunidades 3 y dado que la PI interactta también con una
subunidad (3, existi{a la ponsibilidad de que la modificacién de 1la
enzima con Nbf impidiera la salida de la FI producida por la
activacién. La Tabla I muestra que la modificaciéﬂ de la enzima
producida par Nbf no impide la salida de la PI.

La tabla I muestra ademias que el complejo Nbf,.F1I
practicamente puede activarse (73 %) hasta el mismo valor q@e el
complejo Nbf.Fil pretratado con DTT durante 20 min aqtes de la
activacién (100 %), También si réstamos la actividad porcentual
del complejo Nbf.FaI (21.3 %) de la actividad recuperada al
afadirle 1 mM de DTT (79.3 %), podemos ver que la diferencia
obtenida, de 58 %, se debe a la inhibicién de la enzima F4I por:
Nbf. Bi repetimos este calculo para la enzima Nbf.F1l activada
considerando  como 100 % su control . correspondiente
(Nbf.F1I1.DTT.Activada), encontramos que 19 inhibicién de la enzima
debida a Nbf es solo de un 20.3 7%, Esto estd de acuerdo con lo
observado con los espectros de absorbancia (£ig.27), ‘ y contirma
que las condiciones de activacién de la enzima modificada con Nbf,
favarece la salida de éste ultimo. Poriotro lado los resultados
del gel de PA-5DS (ver gel de Tabla I) correspondientes a los
' compléjds del experimento de la Tabla I nos muestran que la banda
de la PI del complejo Nbf.Fil activado, desapareci¢o totalmente con
la activacién (carril e). Estos hechos confirman 1o observado ' en
la Tabla I, e indican que la modificacién de la Fil con Nbf no
afecta la salida de la PI inducida por las condiciones de
activacién, a pesar de que‘ambés inhibidores el Nbf y la PI saon

capaces de interactuar con una subunidad f.
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TABLA I

ACTIVACION DEL COKPLEIG NbY.Fil

ENZIHA ACTIVIDAD ATPasa
- DIT % Actividad  + DTT % Actividad
Fa® 6.8 -
Fal ﬁc!:ivadac 50,0 -
Nbf.Fal,DDT/20 min. - 15,0 (100, 0)
: Cw
Nbf.F1l.DIT.Activada’ - 53,3 100, 0
Nof.Fal 3.2 (21.3) 1Y 7N
*
Nb{.Fal Activada® 29.0 547" 40.1 75.0
a b c d e
N { t )
- f t 1 ‘{mﬁ
KDH ‘ o . o|'
66 |’ gpnme - :
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Tabla I.- Salida de la Pl. del complejo Nbf.F1l en condiciones
de aclivacion, A las enzimas Nbf.Fi1l (1.&1 mg/ml) y Nbf.F1 tratada
con DTT durante 20 min., (1.74 mg/ml) se les afadid igual volumen
de amortiguador de activacién (ver métodos) y se incubaron a 50 °C
dirante 70 wmin. y_se midieron las actividades expresadas en la
tabla en Mol min ! mg Y. Al final de la attivacién Ia FI liberada
se elimind por precipitacién con sulfato de amonio cama se indica
ompléjo Nbf.FiI para este experimento se gbtuvo por incubacién de
la F1I con 100 uM de NbF durante 2 hrs en 1as condiciones de la
fig. 18. Una alicuota de las filtrados se utilizé para detectar
las bandas de la F1 en geles de PA-5DS al 13 4. Carril (a) mezcla
de marcadores de FM de &46-14.2 KDa (ver métodos; S0 pug de pratefna
de los complejos Fi (b)), Fil.Activada (c)y Nbf.F11.DTT. Activada
{d) y Nbf. Fil.Activada (c).
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4.~ TRANSFERENCIA DEL Nbf DE TIR-311 A LIS~p1&2 EN F1 Y Fsl.

-
- Ferguson y Radda en 1975b, encantraron que ©! Nbf unido a
Tir-p3it (Andrews y col., l1984a) puede transterirse
st intramolecularmente a la Lis-f162 (Andrews y col., 1984b). Esto
ocurre al incubar el complejo Nbf-0-Fy a pH 9.0, en presencia de
ATF y a temperatura ambiente durante 18-~20 hrs. La fig., 29 muestra
e .l canhio en los miximos de absorcidn de 383 y 420 (ver inserto de
fig. 29) a 475. Este Gltimo se debe a la unién del Nbf a Lis~f3162
- en gl complejo Nbf.Fil al incubarse en las condiciones anteriores
durante 15 hrs. §i ademis seguimés los cambios de los espectros de
- excitacién de fluorescencia ({fig. 30) durante la transferencia del
Nbt de Tir a Lis, vemos que estos son  muy similares en ambos
de

complejos Nbf.Fi1 (R) y Nbf.Fil (B). Nuevamente como en el casm

la activarién (fig., 28) observamos que a medida gque pasa el tiempo

« 1l maximp de excitacién a 430 disminuys y el de 480 aumenta. el

Gltimo espectro (--~) corresponde a las enzimas WNbf.F1 (A) y
Nbf.Fel (B) sometidas a condiciones de activacidn e incubadas a 23
°C el mismo tiempo gque los complejos incubadns a pH 9.0 durante 24

hrs (Nbf.F1) y 18 hrs (Nbf.FiI). Es claro que, los cambios

espectrales son idénticos. Esto se debe a que 1los medios de

incubacidén para activar (sac 250 mM, HEPES 50 mM, ATP 10 mM, EDTA

1.5 mM, pH B.0) y para praomaver la transferencia de Tir a Lis (sac

230 mM, TEA 50 mM, ATP 4 mM, EDTA 2 mM, pH 9.0 son semejantes vy

provocan ambos fendmenos simulténeamente.

En los insertas de los espectros de fluarescencia (fig.30),

se observa el comportamiento de la actividad hidrolftica durante

la transferencia intramolecular del Nbf. En el caso del complejo

R e e
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Nbf.Fy I—=pH 9.0 (25°C)
420

Fig. 29.- Espectro de absorbancia del complejo Nbf-N-FiI, El
compl ejo Nbf.F1I, se obtuvo por incubacidén de la Fil (1.14 mg/nl)
con Nbf 100 pM durante 90 min. en las condiciaones de la +$ig. 18.
Al final de la incubacién el Nbf libre se elimindé por filtracién
en una columa de Penefsky. El inserto muestra el espectro
(350—-350 nm) del complejo Nbf.Fi1l, El complejo se diluyé 1:1 con
el amortiguador de incubacion y una parte se preincubd con DIT 3
“mM durante 15 min (~--). La otra parte de la mnuestra, se llevé a
pH 9.0 con TRIS saturado (to). La muestra a pH 9.0 se incubd a
temperatura ambiente durante 15 brs en la cbscuridad. La cantidad
de Nbf unido a Lis en el complejo calculado considerando un
~1

coeficiente de extincién molar de 26000 M (Ferguson vy col.

1975L), es de 0.73 Nbf/Fal.
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Fig. 30.- Curso temporal de la transferencia del Nbf de la
Tir-311 a la Lis-f3162 en los complejos Nbf. F1 Y Nbf Fil, Los
complejos Nbf.Fy (0.14 mg/ml), y Nbf.Fil (0.13 mg/ml} obtenidos
comp en la fig. 29, se llevaron a pH 9.0 con TRIG saturado vy se
incubaron a 25 °C durante 24 y B8 hrs respectivamente. A los
tiempos indicados se registraron espectros de excitaéién de
A400-300 nm (Emis. = 930). La linega discontinua (=—-—1) representa
el espectra del complejo  Nbf.Enzima.Activado y dejado a
temperatura ambiente los mismos tiempos que la enzima a pH 9.0.
Los insertos muestran la actividad hidralitica en Mol m.in.-1 mg”l

de los complejos Nbf.Enzima incubados a pH 9.0, las mismos

tiempos.
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Nbf.F1 (inserta de tig. 30 A) ogbservamos que durante la incubacidn
a pH 9.0 probablemente existe una pequefia hidrélisis espontanea
del Nbf, descrita por otros autores (Ting y Wang, 19807 .
Concomitante a ésto se ohserva una dismipucidn de la
reversibilidad de la actividad hidrolitica por DTT (inserto de A),
hasta un nivel en que 1a actividad medida en ausencia y presencia
de DTT es la misma. Esto indica que todo el Nbf presente en la
enzima se encuentra unido a la Lis-p162. La curva de actividad del
compleio Nbf.F1l (ingerto de fig. 3G B) incubado e&n las mismas
condiciones, deja ver que la actividad hidrolitica del Nbf.Fil
medida en presencia de DTT aumenta con el tiempo de 11 a 346 wpMol
min_‘mg—’,en lugar de disminuir, punto en que al igual que en
Nbf.Ft+ , la actividad es igual en presencia o en ausencia de DTT.
Esto podrfa indicar que las condiciones de transferencia
intramolecular del Nbf favarecen al mismo tiempo la transferencia
a Lis y la salida de la PI de su sitio de inhibicidn, va que las
dos condiciones experidentales son similares.

Dado que la comparacidén con las actividades hidroliticas de
los complejos F1 y Fil es diffcil par ser tan diferentes,
decidimos recurrir a otro parémetré como es el cambio an
absorbancia simultaneo a la transferencia y  comparar las
velogidaﬁes de ¢sta del Nbf de Tir a.Lis en los dos complejos. En
el experinento de la fig. 31 los complejos Nbf.F1 y Nbf.Fil s@
incubaron a la misma concentracién de proteina (0.7 md/hff"en
presencia de nucleétidos a pH 7.0 vy a diferentes tiempos se midid
el cambio en D.0O. a 475 nm caracteristico de la..unién Nbf-N-F1.
Como podemos observar, la velacidad de transferencia del Nbf de

Tir a Lis, es igual para ambas enzimas, y también la magnitud
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calculada con el coeficiente de extincién molar que es similar

(0.68 Nbf/Fs y 0.85 Nbf/Feld.

A).— EFECTO DE NUCLEOTIDOS EN LA VELOCIDAD DE ENTRADA DEL

Nof A TIR-3311 Y EN LA TRANSFERENCIA 4 LIS-3162 EN Fv Y Fil.

Ferguson y Radda en 1973a, demostraron que el Nbf inhibe a la
Fi1 a la misma velocidad en presencia y ausencia de npcleétidos,
pero que la presencia del nucledtido hacifa mas lenta la
transferencia intramolecular del Nbf de Tir a Lis. En ese trabajio
mencionan gue la transferencia del Nbf en ausencia de nucledtido
es técnicamente dificil de medir debido a que 1la enzima oin -
" nuclestidso se inactiva répidamente a pH 9.0.

Resultados recientes de 1la literatura (Ceccarelli vy col.
1989}, mostraron que en la Fl soluble de cloroplasto modificada
con Nbt (Nbf,.CFd, la transferencia del Nbf se lleva a cabo en 1
hr en sacarosa, TEA, EDTA, pH 9.0 a 38 °C. Dado que nuestra enzima
(F11) y la CF1 son nmuy similares en cuanto a actividad hidrolitica
(ambas tienen actividad latente), deciaimos estudiar la fijacidn
del Nbf y su transferencia intramolecular en el complejo Fil
comparéfivamente con F1 en el medio utilizado para la CFi.

En la fig. 32 A ratificamos que el Nbf entra en la Fi1 en
ausencia de nucledtido, vy gue en éstas condiciones la enzima " es
muy inestable. Esta inestabilidad se hace mas evidente al pasar el
compleio Nbf.Fs a 38 °c Y pH 9.0 (fig. 32 C),  condiciones que
inducen la transferencia intramolecular del Nbf. Si tratamos de la

miema manera al complejo FiI (fig. 32 B'y D), vemos que la curva
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Fig. 31.- Curso temporal de la tronsferencia de Tir-f331{ a
Lis—ﬁiﬁZ'en Nof. Fr Y Nbf.Fil seguido bor absorbancta o 475 nm.  A)
Los complejos Nbf.F1 (0.77 mg/ml) y Nbf.Fil (0.72 ag/ml) en sac
250 wM, ATP 4 mM, EDTA 2 mM, pH 9.0, se incubaron a 25 _ °c en la
 obscuridad. A los tiempos indicados se midié la Absorbancia a 475
nm. La cantidad de Nbf transferida a Lis-(3162 fué de 0.68 Nof/F1 vy
de 0.85 Nbf/Fil, considerando el coeficiente de egtincién de 24000
M. B) Curvas normalizadas tomando como 100 % de Absorbancia la
alcanzada por los complejos a las 17 hrs de incubacién que fuéd de

0.037 y 0.043 para Nbf.F1 y Nbf.FiI respectivamentoe.
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de inhibicién por Nbf es semejante a la encontrada en presencia de
ATP (fig. 20). Igual que en la Fi1 carente de PI, la presencia de
ATP no tiene ningdn efecto en la fijacién del Nbf. Es  importante
sefialar que en éstas condiciones eﬁ las que no existen nucledtidos
que favorezcan la salida de la PI (Feinstein y Moudrianakis, 1984)
y en las que el grado de activacién del contral es menor, la
reversibilidéd por DTT es completa (fig. 32C). Cuando el complejo
mNPfTF‘I 5@ pasa a pH 9.0y 3B °c (fig. 32D), se observa que
efectivamente la transferencia del Nbf de Tir a Lis se lleva a
cabo muy rapido (60 min) comparadn con las 18-20 hrs que toma ésta
en presencia de nucleétido. |
La fig 33 muestra la distribucion de fluorescenncia de los
complejos Nbf-N-Fi1 (A) y Nbf-N-Fil (B), separados en un gel de
PA-5DS. En el gel de PA-85DS las subunidades o y 7 corren en una
sola banda, pefo al separar el complejo Nbf-N-F1 (C) en un gel
dcido vemos que la fluorescencia se lacaliza exclusivamente en la
subunidad . Esto es semejante en el complejo Nbf-N-F1I  (no
mostrada) . Tambiéﬁ en y se presenta fluorescencia con  menor
intensidad que en 3, igual que lo que sucede cuando se marca con
Nbf la Fi1 soluble de cloroplasto (CF1). En este caso, se sabe que
la fluorescencia en la subunidad y se debe a la wunién  Nbf-GH,
debido a que la marca se elimina preincubande la CFs con
iodnacetamida antes del tratamiento con Nbf (Ceccarelli vy col.,
1789).
Estos resultados nos musstran que a pesar de que una porcidn
importante del WNbf unido a Tir se hidroliza durante la
transferencia a Lis (fig. 30), adn existe suficiente Nbf unido a

Lisina atil lo que hace posible la deteccion de derivados
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Eig. 32.~ Entrado ‘dei Nbf o Tir-331f y transferencia a
Lis-fi162 en F1 y Fil en ausencila de nucledtidos, Las enzimas Fi
(2.1 mg/ml) (A y F4I (2.1 gm/ml) (B), se incubaron en sac 250 mM,
TEA S0 mM, EDTA 0.9 M, pH 7.4 a 25 °C en -la obscuridad en
ausencia (0) y presencia (@) de Nbf 100 uM, A los tiempos
indicados se determind actividad hidrolitica en ausencia ( @ ) vy
presencia (A) de DTT 3 mM. Al final de la incubacién los

camplejos Nbf.F1 y Nbf.F1I se filtraron por columnas de Penefsky

~equilibradas con el mismo amartiguador pero a pH 9.0, para

eliminar el Nbf libre. Los controles (O) y los complejos Nbf.Fi
(C) y Nbf.F4I (D) se incubaron a 38 °C. A diferentes tiempos se
tomaron alicuntas para medir actividad hidrolitica en ausencia

(@) vy presencia (4) de DTT 3 mM.




fluorescentes.

5.~ L4 SUBUNIDAD 3 QUE INTERACTUA CON LA PI EN EL COMPLEJO
NATIVO FiI, PERMITE LA FIJACION DEL Nbf EN Lis.

lLos resultados anteriores, mostraron que el complejo Fil
nativo sf{ acepta la fijaciédn del hNbf, y permite la transferencia a
la Lisina. Esto se hizo evidente por el cambio en los maximos de
absorbancia de 385 y 420 a 475 nm (fig. 29) al incubar el compleio
Nbf.F1 a pH alcalino, asf{ como por el marcaje fluorescente del
complejo (fig. 33). Desconocfamos hasta este punto, &i la
subunidad ? que interactda con la FI pfesentaba onod el marcaje
fluorescente con Nbf. Debemns recordar que la subuﬁidad f que une
a la PI né fija el [**CIDCCD (fig. 16 y 17).

Seleccionandé la subunidad # con la cual interactda la PI por
entrecruzamiento deltcomplejo Nbf-N-F1I con EEDR, encontramos que

la presencia de la PI no impidié el marcaje +Fluorescente del

dimero (.PI (fig. 34- carril 5).

Trabajos anteriores (5tan~Lotter y Brag, 1786; Erag y' Hou,
1987), sugirieron que la fijacién del Nbf y del DCCD en la ECFi,
producen un cambio conformacional en el complejo. Dado que el
mecanismo de accién del EEDQ es similar al del DCCD (Laikind y

col. 1983), cabe la posibilidad de que en el compleio

FiI-entrecruzado (F4I.EED@), no se realice el marcaje {luorescente

del dimero 3.PI. Como se ilustra en la fig. 34, esto no fué asi,
va que independientemente de que el marcaje fluorescente del
complejo Fi1l sr haga antes ¢ después del entrecruzamiento,

-~

sequimos observando la fluorescencia en el dimero 3. Pl,
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Fig. 33.- Patron electroforetico de los complejos Nbf-N-F1 vy
Nbf-N-F11, En (/) y (B) son ggles de PA-5DS al 13.5 %, y (C) en un
gel de PA-Acido. En el carril (1) el gel se tifid con Coomassie vy
en el (2) eé la fluorescencia del gel sin tefiir +fotografiado
(pelicula XXX; 30 seqg. de erxposicidn) sobre un transilumiﬁador de
UV de onda larga. En (A) 40 ug del complejo Nbf-N-Fi1I obtenido en
las condiciones alcalinas de la +fig. 2%,donde la +ijacidn en
Tirosina del Nbf y transferencia a Lisina fueron en presencia de
-ﬁﬁclebtidos.-En (B) y (C) 35 pg de Nbf-N-Fs obtenido marcando con
Nbf en Tirosina, en presencia de nucledtido (fig. 29 Y
transfiriendo a la Lisina en ausencia de éste (condiciones de fig.
32).
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Fig. 34.- Patron electroforelico del complejo Nbf-N-Fil
entrecruzade y Fil,EEDQ-N-Nbf, Gel de PA-5D5 al 13.5 4 (A)  tefidao
con Coomassie y (B) foltografiados schre un transiluminador de UV
de onda larga antes de tefitr. (1) y (7) mezcla de marcadores de
peso molecular igual que la empleada en la fig. 14. (2) 35 ug de
Fil; (3) 35 pg de NWbhf-N-Fily (4) 40 ug de Fil-entrecruzado
(FLI.EEDD); (5) 350 ng de Nbf-N-F1I.EEDR; {6) 30 ug de
Fil, EEDR-N-NLF,
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Existia la posibilidad de que el entrecruzamiento del
conplejo Nbf.Fil, impidiera la transferencia del Nbf unido al
residuo de Tir a la Lis. La fig. 35 ilustra que el inducir la
transferencia del Nbf en un complejo FiI modificado con Nbf vy
entrecruzada (Nbf.F«I.EEDQ), no modifica el patfén de
flugrescencia de éste. Aun en condiciones en las cuales el
complejo fluorescente se indujo después del entrecruzamiento, el
dimerog (3.Pl1 es fluorescente. Estos resultados sugieren que el
sitio de interaccién, de la PI en la subunidad 3 que, se localiza
en la porcidn carbaoxilo terminal (residups 394-4593 ver fig. 3,
no interfiere con la fijacidén del Nbf a la Tir-B311, ni con  su
transferencia a la Lis-f142. Es importante aclarar que aunque los
residucs de aminodcido a los gue se une la FI (394»459) estan
alejados de lus que fijan el Nbf (Tir-g311 y Lis-3162), el
arregla subunidag? en 21 complejo no es lineal. De hecho, como
s&@ menciond anteriarﬁénte {seccion III), es probable gue la
parcién carboyilo terminal de la subunidad 2 (sitio de unidén de la
PI}), se encuentre mu; éercana al residuo Lis-f31462, vya que
posiblemente el Blu-f3179 es el que est4d formando una unidn
covalente con la PI al entrecruzar con EEDG.

Los resultados anteriores demuestran que el entrecruzamiento
con EEDQ delAcomplejn F1I no afecta la modificacién de dicho
complejo con Nbf, ni sU transferencia de Tir a Lis,
-independiehtemente del paso en que el compleioc gse someta al
entrecruzamiento (fig. 34 y 35). Esto podria sugerir que el EEDR
no modifica ostensiblemente la conformacidén de la enzima, sine que
al entrecruzarla fija su Fonformacién en una posicidén determinada.

No se puede descartar la posibilidad de que en los complejos
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Fig. 35.— Gel de PA-SDS del complejo Nbf, Fil-entrecruzado con
EEDQ e tncubadn @ pH alcalino pur fnducir la transferencia a
Lis, CComplejo Nbf.F1l.EEDQ-pK 8.00. El complejo Fil se modificé
con Nbf 100 uM por incubaciédn durante dos boras. Al final de esta,
el Nbf libre se eliminé filtranda en una columna de  Penefsky
equilibrada con sac. 250 mM, MOPS-HC1 10 mM, pH 4.7. Al elufdo se
le afiadidé Mg-ATP y EEDR 2 mM, v se reincubd a 30 °c durante 20 min
en la obscuridad. Al final dei entrecruzamiento el EED@ libre se
elimindé filtrando en una calumna de Penefsky equilibrada con sac.
250 oM, TEA 50 mM, ATP 4 mM, EDTA 2 mM, pH 9.0, y s=e reincubs a 25
°c durante 20 hr en la obscuridad. E1 complejo obtenido de esta
manera (Nbf.Fi1l.EEDR-pH 9.0) se analizé en un gel de FPA-SDS (A vy
B-2) , comparativamente con un control que no se sometid a
entrecruzamiento (Nbf-N-FiI; A y B-1). (A) gel tefido con
Coomassie y (B) fotografiado en las condiciones de 1la +fig. 33

sphre un transiluminador de UV antes de tefiir.
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Fil-entrecruzado y Nbf.FiI.EEDQ.-pH 9.0, la transferencia del Nbf
de Tir a Lis sea intermolecular, es decir, que el Nbf unido a la
Tir de una subunidad 3 (Nbf.Tir-1311) se transfiera a una Lis de

otra subunidad 3 diferente (Nbf.Lis-f2162).

6. - EL COMPLEJO F3il MODIFICADO CON DCCD PERMITE LA FIJACION

DEL Nbf EN Ttr Y LA TRANSFERENCIA A Lis.

‘Nuestros primeros resultados (fig. 16 vy 17), demostraron gque
el ['*CIDCCD marca una subunidad f diferente a la que interactda
con la PI. Por otro ladeo se ha sigerido que el marcaje de la ECFi
con DCCD modifica su conformacién (Stan-Lotter y Brag, 19B6; Brag
y Hou, 1987). Con estos antecedentes existia la posibilidad de que
la conformacién modificada del complejo DCCD.FiI no permitiera el
acceso del Nbf a 1a Tir y la transferencia de este a la Lis. El
carril 1 de la fig. 3é (A) y (B}, muestra que en el complejo Fi1l
modificado con DCCD existe marcaje flucorescente con Nbf, vy que la
subunidad 3 que interactﬁa' con la PI (carril 2A) se marcd
fluorescentemente con el Nbf, aunque esto né se distingue
claramente en la fotografia (carril 2B), Esto significa que en el
complejo Fil nativo existe una de las tres subunidades "31" que es
menos reactivé, comparada con las dos restantes las cuales san
modificables ¥acilmente con DCCD (B2 y fa). La entrada de DCED vy
PL son mutuamente excluyentes, no asi la del Nbf que es capaz de
marcar la subunidad " f# " que interactua con la PI. Los resultados
anteriores sugieren que en el complejo Fi1l nativo, semejante a lo

que se observa en la F1 carente de Pl, existe una asimetria
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Fig. 3b.- Distribucion de la fluorescencia en el complejo Fil
modt ficado con DCCD Y marcado con Nbf CDCCD. F1l~Nof>. El  complejo
F1l se incubd en presencia-de DCCD en las condiciones de la fig.
15, bhasta inhibir su actividad hidroli{tica en un 95 4. Al final de
la incubacién, el DCCD libre se elimind filtrando en una caolumna
de Fenetsky equilibrada con sac. 250 mM, TEA 30 mM, ATF 4 mM, EDTA
2 oM, pH 7.4%. El complejo DCCD.Fil se incubé a 25 °C durante dos
horas en presencia de Nbf 100'uM, y al fipal de ésta se filtro
nuevamente por una columna de Penefsky equilibrada con el mismo
amortiguador (%) a pH 9.0. El complejo DCCD.F1l.Nbf se dej® a 20
g y posteriormente se analizo en un gel de OGA-8DS
al 13.5 %4 (1). (A) Gel tefido con Coomassie, y (B) Fluorescencia
del dgel sin tefir colocado sobre un  transiluminador de UV. El
carril 2 tiene el complejo DCCD.Fil-N-Nbf entrecruzado con EEDR en
las condiciones de la figura 11. Nota: en el gel (a) la proteina
se ve difusa debido a que se tifié con Coomassie B dias después de

correr el gel.
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[N

functonal evidenciada por la reactividad diferencial a inhibidores
(Nbf, DCCD y PI), ademis de la asimetria esiructural a nivel de
las subunidades 3 del complejo. Dada por la existencia de una sola

copia de las subunidades pequefias (yy, § y &).
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(]
DI SCUSION
I~
- I.~- CARACTERISTICAS DEL COMPLEJO Fil SOLUBLE.
!
= En 1975 Feinstein y Moudrianakis, describieron un método para
purificar el complejo Fil soluble de mitocondrias de corazén de
B res, que se obtiene con una actividad hidrolitica de 1-2 uMol
AL “hin: mg—t. Posteriormente (1984), encontraron que este complejo
puede alcanzar su actividad hidrolitica ﬁaxima incubando a
- temperaturas altas en presencia de ATP (Activacidnd. En  nuesiro
laboratorio obtuvimos una preparacién similar partiendo de
- psm~-MgATP que tienen un alto contenido de PI (ver métodos) En este
. cnmplejo;'semejante a lo que se observa en las psn-MgATP (Beltrén
y Col. 1984) , la activacién depende de la temperatura y del pH
- (fig., 3). Igual que en las ﬁsm Mg-ATP, el procesa de activacidn

involucra la salida de la PI del sitio de inhibicién (fig. a).
Nuestras ohservaciones en las que la Enzima puede activarse hasta
un 20 % sin perdida ostensible de PI, apoyan la propuesta de que
existe un sitio no inhibitorio para ta PI (Van de Stadt y Col.
1973; Dreyfus y Col. 198l; Rousling, 1987; L&tscher y Col. 1984b),
y sugieren que este sitio se encuentra en la superficie de 1la
enzima. Estos resultados estan de acuerdo con lo encontrado por el
grupo de Capaldi (Létscher y Col. 1984b) en ECFy, en donde
muestran que la interconversién de la enzima de una forma con baja
actividad hidrolitica a una de alta, bajo la accidén del detergente
6xido de laurildimetilamina (LDAOQ), se debe a la liberacién de la
accién inhibitoria de € en en la subunidad 3, sin que se. remueva

ésta del complejo ECF1.
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Il.~ FORMACION DEL DIMERO (3.Pl POR ENTRECRUZAMIENTO DEL

COMPLEJO Fi1I CON EEDQ.

La actividad hidrolitica del complejo nativo Fil (figs. 7, B,

y 9}, igual gue en la Fi1 carente de Pl (Pougeais y Col. 1978) y la

ECF1 (Satre y Col. 1983), se inhibe por el reactivo entrecruzador

EEDB gue puede catalizar la farmacidén de un enlace amida entre un

. . . . +2
carboxilo vy un amino vecino., Se ha descrito que el Mg a

concentraciones de 2 mM protegqe a la F1 de la inactivacidén por

EEDR, siendo més evidente este efecto al aumentar la concentracién

de Mg+z hasta 10 mM. Esto ha llevado a sugerir que el sitio de

accidn del EEDR, igual gue el del DCCD (Fougeais y Col. 1979), se

' +
encuentran muy cerca del sitio de unién del Mg Z Jibre en 1la

. . . . +2 .
enzima, ya que el sitio activo no tiene Mg como tal (Senior

1281), En las condiciones de incubacidén del presente trabajo del

tomplejo F4I con EEDR, observamos (fig, 10) que la presencia del

substrato de la enzima (MgATP) a una concentracidén de 2 mM  a

diferencia del Mg+z libre, no tiene ningun efecto protector en la

velocidad de inactivacion. Para nuestros objetivos la presencia de

MghATP durante el tiempo de incubacidn de la F4I con el EEDE es

importante, debido a que 1la hidrélisis favorece que la Pl

permanezca en su sitio inhibitorio (Gémez-Fernandez y Radda, 1978;

Beltrén y Col. 1984). El andlisis electroforético del complejo Fil

inhibido con EED@ (fig. 11), muestra que en éste, como en la Fi1

reconstituida con PI evdgena (Klein y Col. 19800, el EEDQ da lugar

a bandas entrecruzadas de peso molecular mayor que las subunidades

oy (3. Entre los complejos entrecruzados, existe una banda ("K")

caon peso molecular apraximade de &6 KDa que aparece solo cuando la



Pl exdgena (Klein y Col. 19800, ¢ la enddégena (fig. 11) esté
presente en la Fi.

La separaciédn del complejo Fil  entrecruzado en un gel de
PA-8DS, muestra que existe una correlacién entre la desaparicion
de la handa correspondiente a la PI (fig. 12) y la aparicidn de la
banda con PM de 646 KDa.

El uso de anticuerpos Anti-PI y Anti-p (fig. 13) nos permitid
caomprobar que efectivamente la banda de 64 KDa que se obtiene por
entrecruzamiento del complejo native Fi1l con EEDR, corresponde a
un dimero y que ests formado por la Pl y una de las subunidades g3
del complejo. Estos resultados, y el hecho de que en el sistema
reconstituido con PI exégena, ésta también forma parte de 1la
banda de &6 KDa, sugieren que en la Fil nativa, una subunidad f3
estd en contacto con la PI, independientemente de la historia del
complejo.

El dimerao "gR.PI" témbién se forma cuando la Fi soluble &
particulada se reconstituyen con la PI exdgena y se entrecruzan
con EDAC que es otra carbodiimida que actda romo reaclivo
entreéruzador "sin grupo espaciador" (Jackson y Harris, 1983). Por
otro lado, el entrecruzamiento de 1a ECF1 con EDAC (Létscher vy
Col. 1984a), produce el dimero "B.e" que es equivalente a “"#3.PL",
debido a que la subunidad ¢ parece desempefiar las funciones de la
PI en la ECFt (Sternweis y Smith, 1980§ Dreyfus y Satre, 1984). El
uso de reactivos entrecruzadores "sin grupo espaciador" como el

| EEDD y el EDAC, seqguido de an4lisis electroforético, ha resultado
de utilidad en el estudic de los complejos Fil native y Fi
reconstituido con FI exégena, ya sea soluble (Klein y Col. 1980;

Jackson y Harris, 1984 y el presente trabajo), ¢ particulada
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(Jackson y Harris, 1984), debido a que de esta manera es posible

seleccionar la subunidad f# que interactda con la PI.

Al hacer la inmunodetecciédn de las subunidades (3, en  la

FiI-entrecruzada con el anticuerpa Anti-f3, se identificéd en 1la

banda de 646 KDa la subunidad "3 (fig. 13 y 18), sin embargo no se

observaron bandas de precipitacién a nivel de los complejos de PM

mayor que el dimero "gR.PI"; A pesar de que los experimentos con

t**cipceo (fig. 16y 17) demostraron que en dichos complejos

participa la subunidad 3. Esto podria deberse a que la

concentracidn de anticuerpo usado no fuera la adecuada para el

reconocimiento de esaos complejos.

El marcaje con [*CINEM del complejo FiI entrecruzada  (fig.

14), demostré que en el dimero de &4 KDa no participa ninguna

las 3 subunidades (o, ¥ y €) que poseén residuos de cisteina y que

se marcan con NEM (Senior, 1970). Esto confirma que dicha banda

- corresponde al dimero "g.FI".

El hecho de gque tanto en el

sistema nativa como en el

reconstitufdo la PI se encuentre interactuando con una subunidad

{3, no descarta la posibilidad de que las interacciones de ambos

complejos puesdan ser diferentes. Experimentos comparativos entre

el complejo nativo Fil y Fu.Pl reconstituido han demostrada que

ambos Edmplejus no se comportan igual (Warshaw y Col 1963; Galante

y Col. 1981; Valdés y Dreyfus, 1987).

II1.~ REACTIVIDAD DEL COMPLEJO Fil NATIVO AL DCCD,

La reactividad del complejo Fil frente al DCCD, es similar al
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descrito para la F1 (Pougeois y Col. 1979). La unién de un mol de
de [*“CIDCED por Fil (fig. 15 B), inhibe en un 95 % (fig. 15 A) 1la
actividad hidrolitica (expresada al méaximo) del complejo. El
anilisis electroforético de)l complejo Fil modificado con [14C]DCCD,
mostréd gue tanto en éste como en la Fi carente de PI, la  fijacidn
del DCCD es en la subunidad 3 (fig. 14 Ay BY. La seleccién por
entrecruzamiento con EEDQ@, de la subunidad "3" que interactda con
la PI (fig. 16 C), demostré que ésta subunidad "M" no reacciona
con .el (**CIDCCD. Analizando detenidamente, 1los resultados del
grupo de Vignais (Klein y Col. 1980) en que marcan con [*CIDCCD al '
sistema reconstituido sin eliminar el exceso de FI, se observd que
so0lo una porcidn muy pequefia de la radiocactividad total de las
subupidades 3 se encuentra a nivel del dimero "B.PI". De acuerdo
con ésto, es posible suponer que la sintesis y la hidrélisis del
ATP que cataliza el complejo Fsl particulado (Beltran y Col, 1984&),
se realiza en una enzima que no tiene las tres subunidades [
funcionalmente equivalentes. Esta conclusién est4d de acuerdo con
los resultados obtenidos en ECF1 por el grupo de Capaldi (Tomassino
y Capaidi, 1789; Ldtscher y Capaldi, 1984), quienes demostraron gue
gl complejo "f.e" en el gue la subunidad £, equivalente +{uncional
de la PI (Sternweis y Bmith, 19803 Dreyfus yl Batre, 1984), no
reacciona con DCCD. Esto sugiere que probablemente todas las H'-ATP
sintetasas funcionan con subunidades ﬁ'né equivalentes.

Trabajos anteriores (Laikind y Col., 19835) demostraron que el
EEDR actda en la Fi1 activando el residuo de Glu-f3199. Dado que este
reactivo produce el entrecruzamiento de la F1 con la Pl, es muy

probable que la PI se encuentre interactuando con ese residuo de

Blutémico. Esto explica pbr que el Glu-p199 de wuna subunidad g
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puade fijar, & la prote{na inhibidora, & el DDCD,

inhibidores a la vez.

Los resultados de analisis electroforéticos de la F1

modificada con 2 moles de [14C]DCCD, indican que se puede

recanstituir con PI  exégena (Fig. 178). Al seleccionar por

entrecruzamiento la subunidad 3t que interactda con la PI (fig.

17B), ohservamos gque tampoco en este casao hay radioactividad en el
dimera (3.PI1. Estos resultados confirman que la PI y el DCCD no

pueden interactuar con la misma subunidad f§3.

IV.~ REACTIVIDAD DEL COMPLEJO Fil NATIVO AL NOf.

A> CON TIROSINA 3311 Y CISTEINA,

El Nbf se utilizé como otro inhibidor especifico de la

actividad hidrolitica de la Fi-ATPasa -que reactiona con las

subunidades 3 del compiejo. Con este reactivo, igual que con el
DCCD, el EED® y la FI, la enzima presenta un tercio de roactividad
en las subunidades (3. Esto es, gque la qnién de 1 mol de cualquiera
de estos inhibidores por mol de enzima, es suficiente para inhibir
cooperativamente la actividad hidrolitica en un 95 4, a pesar de
que el complejo tiene tres copias dé la subunidad # con estructura
primaria idéntica. En el complejo nativo FiI, el Nbf es capsz de
inhibir la actividad hidroli{tica (fig. 18, 19A yﬁ éb); é%ta
inhibicién es dependiente de la concentracién de inhibidor (fig.
18) y del tiempo de incubacidén (fig. 17 y 20).

Por datos anteriores, sabemos que la inhibicién de la

actividad hidrolitica de la F1 por Nbf se debe a la modificacién
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especifica del residun de Tir-p331 (Ferguson y Radda, 1%973a;
Andrews y Col., 1984) de una de las subunidades f del complejo, vy
que esta inhibicién puede revertirse 100 % por DTT. En el complejo
F1I derivatizado con Nbf (Nbf.F4I) la reversibilidad también es
total. Esta conclusiédn derivé de datos espectrofotométricos (figs.
23, 24 y 23) y no se pudo establecer a partir de medidas de
actividad catalitica (figs. 20, 21 y 22), ya que la interpretacidn
de éstos dltimos resultd ser un poco ambigua.

Aunque el Nbf es muy reactivo con grupos —6H (Birkett y Col.
1970), Ferguson y Radda (1974) demostréron gue los residuos de Cis
de las subunidades o, y y & de la Fi (Senior, 1970}, no
reaccionaban con él. S5in embargo, en nuestras condiciones, tanto
la F1 ($ig.27 B), como la Fi1l (fig. 284 y 27 A) muestran un  maximo
de absarbancia a 420 nm, caracterfstico de la unién Nbf-5-Cis.
Para diferenciar esta unién a grupos -SH de la unién Nbf-N-Lis,
siendo ambas fluorescentes, se utilizé la reversibilidad por DTT
que @5 exclusiva de‘ la unién Nbf-S-Cis. Esto explica la
reversibilidad de la fluorescencia que se oabtuveo al tratar el
complejo Nbf.FiI con DTT (fig. 23 B). El glutatién actda de manera
similar al DTT, revirtiendo la inhibicién de 1la actividad
hidrolitica del complejo Nbf.enzima, pero a diferencia de este
ﬂltimu,-el glutatién forma una unioﬁ covalente con el Nbf mediante
su grupo -5H, dando como resultado un mAximo de absorcidén a 420
nm. Esta caracteristica del glutatién, nos permitié éaiﬁdiéf;- a
partir de los espectros, la estequiometria Mbf:Fil, a nivel de
tirosina y lisina. Esta es similar a la que presénta la F1 carente
de PI, vy es de | mol en Tir y 0.2 moles en Lis (fig. 29 . La

diterencia importante entre este trabajo y el reportado con
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anterioridad (Ferguson y Cal.,, 197%a), radica en la reactividad
del Nbf con dos grupos -5H, tanto en Ful (figs. 23, 24, 27 y 28},
como en la Fi (figs. 27 y 28), lo cual se manifiesta en los
espectros de absorbancia (fig. 27).y de fluorescencia (fig. 28) de
los complejos Nbf.enzima. Este comportamiento lo observamos en 3
preparaciones de Fi, obtenidas por métodos diferentes (Penefsky,
1977; Tuena y Gémez-Puyou, 1977 y F1 obtenida a partir de FiI -
Métodos de este trabajo). Sabemos que el nimero de residuos de
Cisteina accesibles a reactivos contra -8H varia dependiendo del
reactivo que se use para detectarlo, de las condiciones de
incubacién, y del métoda de obteﬁcién de la Fi1, Tambi¢n se conoce
que la actividad hidrolitica de ésta (Penefsky y HWarner, 1945) vy
de la FiI, no se altera por la modificacién de grupos -8H. For
otro lado e independientemente del reactivo anti-BH que se
utilice, y del méﬁodo empleado-en la obtencién de la Fi, la enzima
siempre tiene accesibley, por 1lo menos,. un grupo -5H. La
discrepancia con los trabajos del grupo de Radda (Ferguson y Col,
1975a3 Ferguson y Radda, 1974}, en el cual estudiaron la
reactividad de la Fy con el Nbf, que tiene una gran capacidad de
reaccionar con grupos -8H, y en la gque no encontraron esta unidn,
no es clara, sin embargo nuestros resultados son acordes a laos
obtenidos por el grupo de Allisun (Ceccarelli y Col., 198%9). Al
modificar la CF+ con Nbf, ellos, al igual que qosotros,
encontraron que en ese complejo, el Nbf ademés de reaccionar con
la Tir-A311, modifica residuns de Cis. Esta modificacidn de -8H la
gliminan preincubando la CFt con iodoacetamida, que los bloguea

s5in modificar la actividad enzimatica.
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B) CARACTERISTICAS DE LA ACTIVACION

DE LOS COMPLEJOS Nbf. F1 Y Nbof. Fil,

las cnndicioﬁes de activacién del complejo Fil, favorecen la
salida de la PI de su sitio de inhibicién, y permiten que la
enzima exprese su actividad hidroli{tica - maxima (fig. 4). Estas
condiciones no pueden usarse para conocer el grado de inhibicidn
real , del caomplejo Nbof.Fitl debido unicamente al Nbf. Esto se debe
a gue las condiciones de activacién de los complejos Fr oy FxI.
modi ficados con Nbf en diferentes grados, (fig. 25), provaca

hidrélisis parcial del Nbof unido a nivel de Tirosina (fig. 27

maximo a 385 nm).

8in embargo, aungque no es posible determinar exactamente el

grado de inhibicién de la catalisis, se encontré que la
modificacién del complejo FiI con Nbf no afecta la salida de la PI
por activacién (Tabhla I). Esto a pesar de que los dos inhibidores

(Nbf y FID, interactdan con una subunidad f3.

C> TRANSFERENCIA DEL Nbf DE Tir-(3311 A Lis-3162 EN F1 Y Fil

La incubacién a pH 9 durante 15-20 hrs del compleja  Fil
modificado con Nbf, induce la transferencia de este dltimo al
residuo de Lis-f3162 (figs. 29, 30 y 31). Esto es similar a lo. .que
se obtiene en la Ft carente de PI (Ferguson y Col. 1975b; figs. 30
y 31). Durante la incubacién de los complejos Nbf.F1 (fig. 30 A vy
Nbf.FeI (fig. 30 B), en éondiciones alcalinas; hay hidrélisis

espontanea de una porcién del Nbf unido a ambos complejos (Ting vy
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Wang, 1980). En nuestras condiciones a pH 9.0, si gxistis
transferencia de Nb% a la Lis-f1462; Esto se concluye a partir del
hecho de que se detectd aparicién del méximo de absorcién a 475 nm
(fig. 290 y aumento de fluorescencia con un maximo a 480 nm  del
pspectro de excitacién, al final de la incubacidn de los complejos
Nbf.F1 (fig. 30 A) y Nbf.FeI (fig. 30 B)-en condiciones alcalinas.

La cantidad de WNbf que se recuperd en la Lis-p162 por . las
condiciones alcalinas, es similar (fig. 31) en F« (0.7 moles) y en

FiI (0.B moles).

C-10 EFECTO DE NUCLEOTIDOS EN LA TRANSFERENCIA DEL Nof DE

Tir-p31{1 A Lis-(3162 EN F1 Y FuI.

Los estudios comparativos entre Fi (fig. 32 A) y FiI (fig. 32
B} mostraron que la inhibicién de ambos tomplejos por Nbf, es
independiente de la péesencia de nucledétido en el nmedio de
incubacidén (figs. 20, 32 A'y B). De acuerdo con las resultados
abtenidos por otros autores (Ferguson y Col. 1975b) para Fi,
confirmamos que la enzima necesita del nucledtido para mantenerse
pstable durante las condiciones de transferencia a la Lis-f3162
(fig. 32 A).

La velocidad de transferencia intramolecular del Nbf en los
complejos Nbf.F1 y Nbf.Fil, aumenta de manera imémrtagté--.en
ausencia de nucledtido, ya que el tiempo de incubacidédn de 18-20
hre (figs. 29, 30 y 31), disminuye a &0 min (fig. 32). Ademis y de
acuerdo con lo encontrado con anterioridad (Ferguson y Col.

1975b), se ohserva que la inestabilidad de la F1 en ausencia de
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nuclesdtido, se hace mas evidente a pH 2.0.

El anadlisis electroforético del complejo Nbf-N-FiI, en geles
de PA-GDS, muestra que la fluorescencia debida a la unidn Nbf-lLis,
s@ encuentra ligada a la subunidad p (fig. 33 A, que esta de
acuerdo con lo descrito para la Fy carente de PI (+ig. 33 B y Cj
Ferguson y Col.,, 1775b). Por otro lado y de acuerdoc con las
resultados obtenidos con el complejo Nbf—N—CFs (Ceccarelli y Col.
1987}, encontramos que el complejo Nbf-N-F11 (fig. 33 A), 9 el
Nbf-N-Ft (fig. 33 B), separados en un gel de PS-8DS, prgsentan un
poco de fluorescencia a nivel de la  subunidad %. Esta
fluorescencia, que es de menor intensidad (Birkett y Col. 1%70)
que la que se observa por la union Nbf-Lis, se debe a 1a
interaccién Nbf-5-Cis (Ceccarelli vy Col. 1989).

La seleccidn por entrecruzamiento, de la subunidad p1 que
interactda con la PI, nos permitid demostrar que ésta subunidad M1
tiene accesible la Lis-p162, ya que permite la modificacidn
fluorescente con Nbf (fig. 34) a pesar de la presencia de la FI.
Esto es independiente de que el entrecruzamiento de la erzima se
haga posterior a la modificacién con Nbf (fig. 34 carril 9), antes
de ésta (carril &), 6 después del marcéje con Nbf en Tir v Cis vy
antes de la transferencia a Lis (fig. 35). Esto sefala que el
entrecfdzamiento no modifica la accesibilidad de los residucs que
toman parte en la transferencia, sin embargo, no podemos descartar
la posibilidad, de que en el complejo nativa FiI la transferencia
del Nbf de Tirasina o de Cisteina a la Lisina, sea intermolecular
a diferencia de lo reportado para la Fi1 carente de PI (Ferguson vy
Col., 1973a).

lLos resultados del presente trabajo ditieren de lo encontrado
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por Brag y Hou (19864), al modificar con Nbf el compleio Fi soluble
de E. colil (ECF1). En ese sistema observaron que la subunidad {3t
que interactda con Ja "e" (equivalente funcional de la PI -
Sternweis y 8Bmith, 19890; Dreyfus y Batre, 1984), el sitio del Nbf
estd impedido por la presencia de la subunidad ¢ en esa "f3".
Debhemos tener presente que en la Fi-ATPasa mitocondrial, a

diferencia de la de bacteria y la de cloroplasto, el inhibidor

“Aatwral (PI), es una proteina adicional que aumenta la complejidad

del sistema.

Observamos ademAds que la modificacidén del complejo Fil  con
DCCD, no altera ni impide la entrada del Nbf a la Lis-pléZ,
seguida por el marcaje fluorescente de la subunidad 1 que
interactﬁa con la PI (fig.3&).

‘ El compleio nNbf-N-Fil-entrecruzadao, seaparado en geles
desnaturalizantes (fig. 34,.35, 36), muestra fluorescencia en el
dimeroc B.PI y a nivel de las subunidades {3 libres de PI, sefialando
que €l Nbf puede unirse a cualquiera de las subunidades (3 con o
sin PL. También podrian estar contribuyendo subunidades 1 que
interactdan con la PI, pero que no sufrieron entrecruzamiento.

Resumen: En el presente trabajo demostramos que la subunidad
1 que interactua con la FI (fig. 37), acepta el marcaje
fluprescente con Nbf, pero no la modificacién con DCCD (fig. 327).
Estos resultados, sugieren que el complejo nativo Fil ‘soluble
poseé una Astimelrfia estructural dada por las subunidades pequefias

(yy 6y €) vy por el inhibidor natural Fl. Esto se traduce en una

" Asimelria funcional de las subunidades "B". Esto se basa en: 1) El

DCCD nao modifica la subunidad "B" que interactua con la PI en el

complejo F1l; esto es independiente de que la enzima se ekpmnqa
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primera al DCCD & a la PI (fig. 16 y 175 2) La modificacidn del
complejo nativo Fil con DCCDy no impide el marcaje fluorescente de
la subunidad 1 con Nbf, vy 3) La quificacién fluorescente de 1la
subunidad 1 con Nbf eé igual e independiente de que la enzima oce
entrecruce con EED@ antes o después de derivatizar con Nbf (fig.

34 y 38). Esto sugiere que la Astmetric de las subunidades (3 es

permanente,
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