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RESUMEN

El complejo III mitocondrial o complejo bc, de eucariontes
(ubiquinol-citocromo ¢ 6xido-reductasa) es uno de los cinco
complejos redox que constituyen la cadena respiratoria. Su funcién
es la de transportar los electrones desde el ubiquinol-10 hasta el
citocrome ¢ con la concominante translocacién de protones del lado
negativo (matriz) al lado positivo (espacio intermembranal) de la
membrana, generando un cambio de energia suficiente que es
aprovechado por la ATP-sintetasa para generar ATP, por lo que se le
ha denominado el sitio II de acoplamiento de 1la cadena
respiratoria.

Este complejo oligomérico se constituye de 11 subunidades en los
mamiferos, pero solo tres de ellas son componentes 6xido-
reductores: un cit b, con dos grupos hemo tipo b unidos no
covalentemente denominados b-562 y b-566 segGn sus maximos de
absorcién; un cit ¢, con un hemo tipo ¢ unide covalentemente y la
proteina FeS (o de Rieske) con un centro 2Fe:2S.

Los citocromos se han purificado independientemente por
distintas metodologias para su estudio estructural y funcional, sin
embargo, dichas ténicas son largas y conllevan la pérdida de alguna
de las partes ademds de presentar dafio en los hemos, especialmente
para el cit b. En el presente trabajo se us6é el detergente no-
iénico Tritén X-114 bajo dos enfoques metodbdlogicos distintos para
la obtencién de ambos citocromos tratando de conservar sus
caracteristicas espectroscépicas: primero se utilizé la separacién
de fases reportada por Payne y Trumpower (1987) y para una mayor
depuracién se trabajé con cromatografias de intercambio anidnico e
hidrofobicidad segGn ténicas modificadas de Ljungdahl (1987) y
Shimomura (1986) respectivamente.

El cit b y el cit c, se obtuvieron en forma pura segln se
demuestra por el patrén electroforético (gel de poliacrilamida-
SDS), el barrido densitométrico del mismo e inmunorréplicas tipo
Western. Se estimé un contenido hémico de 53.27% para el cit b y
77.14% para el cit ¢, aunque no reconstituyen actividad en
presencia de la proteina Fes.

La metodologia implementada acorta pasos en la purificacién de
ambos citocromos obteniéndolos con alto grado de pureza y
rendimientos medianos en cuanto a contenido hémico y abre la
posibilidad del estudio funcional de los citocromos del complejo
III de bovino y de su relacién con el resto de las subunidades
estructurales.



INTRODUCCION

I.- Obtencidn y conservacién de la energia en las células.

El metabolismo en todos los organismos, consiste en reacciones
que liberan energfa y reacciones gue necesitan de é&sta, por lo que
la energia liberada durante la degradacién de los nutrientes
(catabolismo) puede ser utilizada en los requerimientos de trabajo
celular, entre los que se incluye la biosintesis (anabolismo). La
eficiencia celular, se basa en gran medida en la capacidad de
transferir dicha energia ya sea por un grupo fosforilo o por
electrones.

E; adenosintrifosfato (ATP) es un compuesto gque ocupa una
posicién intermedia en la escala termodinamica y que por tanto
conecta reacciones entre compuestos de alto Yy bajo nivel
energético. Ya que el ATP y el ADP (adenosindifosfato) participan
en casi todas las transferencias de grupo fosforilo, sirve en
general como moneda de intercambio de energia quimica en el mundo
viviente (Avers, 1986).

Todos los organismos aerobios, extraen eficientemente la energia
mediante el proceso de respiracién, el cual es responsable de la
mayoria del ATP sintetizado en las células. A continuacién se hara
una descripcién de las etapas implicadas desde la degradacién de
alimentos hasta la fosforilacién oxidativa segin se esquematiza en

la figura 1.
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Fig. 1: Proceso de obtencién de energia en tres etapas que llevan
a cabo los organismos aerobios (Avers, 1986).
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1) Glucblisis.

Puesto gue los carbohidratos son la principal fuente de energia
de los organismos heteré6trofos, la gluc6lisis es una via metabblica
muy bien estudiada que se define como: "la secuencia de reacciones
que convierte a 1la glucosa en piruvato con la produccién
conconinante de ATP" (Stryer, 1988). Este proceso se da tanto en
organismos aercbios, (preludio para el ciclo de Krebs y 1la
fosforilacién oxidativa) como en organismos anaerobios, ya gue no
precisa de oxigeno para que se lleve a cabo.

La ecuacién global es: glucosa + 2 Pi + 2 ADP + 2 NAD®* ~--> 2
piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2 H' + 2 H,0.

La gluc6lisis es catalizada por 11 enzimas y se distinguen dos
fases principalmente. En la primera, la glucosa asi como las demas
hexosas son fosforiladas mediante el consumo de ATP. Dicha
fosforilacién provee a cada intermediario de un grupo polar cargado
negativamente, lo que le impide pasar por la membrana celular;
actia también como grupo de reconocimiento en la formaci6n de
complejos enzima-sustrato y es una forma de conservacién de energia
puesto q\ie seré utilizado en la produccién de ATP. Finalmente la
glucosa es convertida en gli..ceraldehido 3-fosfato utilizando la
energia de dos moléculas de ATP. En la segunda fase, se llevan
acabo las etapas de 6xido-reduccién produciéndose cuatro moléculas
de ATP a partir de ADP y generando piruvato, con un rendimiento

neto de dos moléculas de ATP (Lehninger, 1985) (fig. 2).
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moléculas de ATP (Lehninger, 1985).




Durante -la glucblisis anaerobia, el piruvato es convertido en
lactato o puede formar acetaldehido y etanol sucesivamente, como lo
hacen las levaduras y otros microorganismos. Sin embargo, en
eucariontes aerobios la glucosa puede llegar a liberar una mayor
cantidad de energia, cuando el piruvato entra a la mitocondria (un
organelo celular) y forma acetil CoA mediante 1la reacciébn
catalizada por la piruvato deshidrogenasa: Piruvato + NAD' + CoA --
~-> acetil CoA + CO, + NADH, El Acetil CoA, pasa a la segunda etapa

de obtencién de energia, el ciclo de Krebs.
2) Ciclo de Krebs.

Este proceso, también llamado ciclo de los Acidos
tricarboxilicos, constituye una ruta com(n en la oxidacién de todas
las moléculas de combustible, siendo su inicio una molécula de
acetil CoA que al condensarse con aAcido oxalacético forma &cido
citrico, un compuesto tricarboxilico de seis carbonos, el cual a
través de una serie de reacciones genera dos moléculas de CO, y
cuatro pares de &tomos de hidrégeno (los cuales se incorporarédn a
la cadena respiratoria para generar ATP) reconstituyendo nuevamente
al oxalacetato de cuatro carbonos, cerrando el ciclo y asi volver
a comenzar con una hueva molécula de acetato (Lehninger, 1985)
(£ig. 3). Puesto que una molécula de glucosa produce dos acetatos,
se necesitan dos ciclos completos de Krebs para oxidarla, dando la
siguiente reaccifén general: 2 acetatos + 6 NAD' + 2 FAD + 2 GDP +
2 Pi ===> 6 NADH + 6 H' + 2 FADH, + 4 CO, + 2 GTP + 2 H,0 (Avex;s,

1986) .
. e
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3) Fosforilacién oxidativa y la cadena respiratoria.

3.1 La mitocondria: es un organelo celular de 0.7 a 1.0 micras de
largo y de formas variadas (Nicholls, 1982), en donde se lleva a
cabo la respiracién de todos los organismos eucariontes. Presenta
dos membranas: la externa, permeable a un gran nGmero de meléculas
pequefias como iones y la membrana interna, que presenta una serie
de invaginaciones llamadas crestas en donde se encuentran embebidas
las proteinas de la cadena respiratoria. Esta membrana es
impermeable a iones H' y OH" y se compone de 0.33 a 0.44 mg de
lipidos por mg de proteina distribuidos asimétricamente en 1la
bicapa. Predominantemente existe fosfatidilcolina (40% aprox) hacia
el lado periplasmico y fosfatidiletanolamina (35%) y cardiolipina
(15%) hacia la matriz (capaldi, 1982; Hatefi, 1985). Ademds, la
mitocondria presenta dos compartimientos: la matriz, que contiene
el ADN del organelo, ribosomas y una gran cantidad de enzimas, como
las que llevan a cabo el ciclo de Krebs (ver seccién anterior) y el
espacio intermembranal, que mantiene caracteristicas de pH y

compoéicién diferentes a la primera.

3.2 La cadena respiratoria: se compone de cinco complejos
oligoméricos embebidos en la membrana interna mitocondrial que de
acuerdo con su actividad enzimatica se denominan: NADH- ubiquinona
oxidorreductasa (complejo I), succinato-ubiquinona oxidorreductasa
(complejo II), ubiquinol-citocromo ¢ oxidorreductasa (complejo

III), citocromo c oxidasa {(complejo IV) y ATP sintetasa (complejo



V) (Hatefi, 1985), (fig. 4 y tabla I); ademéds del citocromo c y de
la ubiquindna encargados de la transferencia de electrones desde un
compuesto con potencial redox alto, el NADH/NAD' (Em = -320 mV)
proveniente del ciclo de Krebs de la matriz mitocondrial, hasta el
oxigeno molecular (Em = +800 mvV), (fig. 5). En el caso del
FADH,/FAD con un potencial redox cercano a cero (-20 mV), sus
electrones entran directamente a la cadena respiratoria mediante el
complejo II (fig. 6), la Gnica enzima del ciclo de Krebs que se
encuentra parcialmente embebida en 1la membrana mitocondrial
{Nicholls, 1982). Asi mismo, existen tres estados a lo largo de la
cadena respiratoria, representados por los complejos I, III y IV,
donde la energia es conservada por la translocacién de protones,
creando un gradiente electroquimico a través de la membrana gue es
aprovechado por la ATP sintetasa para producir ATP (Hatefi, 1985).

Se sabe que la estequiometria entre los complejos es de: 1
complejo I : 2 complejos II : 3 complejos III : 6 citocromos c : 6
complejos IV : 1 complejo V, y que por lo menos el complejo III y
el IV se encuentran en forma dimérica en la membrana (Capaldi,
1982; cCapaldi y col, 1988). Se ha demostrado que los complejos
respiratorios difunden libremente en forma lateral dentro de la
membrana y que el citocromo ¢ lo hace tridimensionalmente,
Provocando colisiones mGltiples al azar que afectan directamente la
velocidad del transporte de electrones (Hackenbrock, 1986), (ver

Tabla I).



Fig. 4: Reéresentaci6n de los cinco complejos de la cadena
respiratoria en la membrana interna mitocondrial (Gonzalez-Halphen,
1990).

Tabla I: Datos significativos sobre los componentes que participan
en la fosforilacién oxidativa (Gonzdlez-Halphen, 1990).

COMPONENTE FESO HOLECULAR CONCINTRACION SUBUNIDADES CRUPOS
DL mnonfln neolfug proc. nGtl. att, PROSTETICOS
(pa)
COMFLEJO | 700,000 0,06-0.83 5 7 N, fe-5
ComPLEIO 1L 200,000 0.9 s ] FAD,
heso bsgo 7
centros Fe-§
CONPLLIO f11 250,000 2.25-0,5) 0 hemo €1,
hewo bsg2.
hemo bsee ¥
cent -3
COMPLELIO 1¥ 208,000 0.6-3.00 10 3
ATP SINTASA 550,000 0.52-0,34 1 2
nuelestidon
”‘IQ
UBIQUINOXA . 860 6-8 - - -
CLTOCAOND ¢ 12,000 0.8-1.02 t - hemo ¢
COLFICIENTE DE_DIFUSION HOLECULAS POX FRICUENCIA DL COLISIONES
M LATERAL {cn?/ucs) MEMARAMA INTERNA (Coliat&n/a/cul)
4 x 10710 1,960 5.04 = 1013
4% 10710 PR LI 2.07 x 10
4otz 0710 5,743 2,02 x 10137
3.7 20710 17,089 -
3w 1079 119,763 1,19 = 10l4
1,92 1079 17,088 4,15 x 20k

"
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cloroplasto o la membraha plasmi&tica de bacterias aercbias, estd
acoplada a la sintesis de ATP por un potencial electrogquimico dado
por el bombeo de protcones a través de la membrana transportadora de
energia. Dicha reaccidn se mantiene desplazada hacia la sintesis de
ATP ya que &ste es continuamente removido para su consumo, asi como
el gradiente electroquimico es restituido por las enzimas
bombeadoras de H* conforme se transportan los electrones (Mitchell,

1979; Nicholls, 1982).
1I.- Gensralidades sobre el complejo III.

El complejo III mitocondrial (EC 1.10.2.2), también 1llamado
complejo bc,, cataliza la reacci6én de 6xido-reduccién entre el
ubiquinol~-10 y el citocromo c de la cadena respiratoria. El paso de
electrones estd acoplado ademés, al transporte de protones de la
matriz al espacio intermembranal, por lo que se le ha denominado el
sitio II de acoplamiento de la cadena respiratoria, ya que ahi se
genexa un cambioc de energia suficiente para la produccién de ATP.
La ecuacién general es:

QH, + 2 H'n + 2 cit c ox ~~=> Q + 4 H'p + 2 cit ¢ red.
donde p y n designan el lado positivo y negativo de la membrana, (o
espacio intermembranal y matriz respectivamente) (Trumpower,

1990a).

1) Grupos oxidorreductores: el complejo III (bc,) de todos los

organismos estudiados hasta el presente, contienen los tres mismos
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componentes redox, los cuales son: un citocromo b, que contiene dos
grupos hemos tipo b unidos no covalentemente pero estabilizados por
histidinas, denominados b-566 y b-562 segdn sus méximos de
absorcién; un citocromo ¢, con un hemo tipo c unido covalentemente
a las cisteinas del polipéptido y la proteina fierro-azufre con un
centro 2Fe:2S unido covalentemente por cisteinas e histidinas a la
proteina.

Los citocromos se pueden seguir espectroscépicamente, ya que
presentan un espectro reducido absoluto tipico formado por varios
picos denominados alfa, beta y gama (o Soret), tal como observd
Keilin desde 1925, (fig. 7a). En espectros diferenciales (reducido
menos oxidado), el citocromo b (reducido con ditionita), presenta
una sola sefial maxima a 562 nm, (aungue también se ha reportado el
espectro del hemo b-566 utilizando menadiona; Berry, 1991). El
citocromo ¢; puede ser reducido con &cido ascérbico dando un méximo
de absorci6on a 553 nm  (fig. 7b). El potencial medio de 6xido-
reduccién del hemo b-566 es Em = -30 a -60 mV, y del b-562 es Em =
+30 a +100 mV. Por otra parte, el citocromo ¢, presenta un Em =
+225 a +245 mV muy parecido al citocromo c soluble pero mé&s
negativo que la proteina fierro-azufre Em = +280 mV. Este Gltimo
centro es paramagnético cuando est& reducido por 1o que se le puede
seqguir por su espectro de resonancia paramagnética del electrén

(EPR) con un g de 1.90 (Trumpower, 1981).

14
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Fig. 7: a) Espectro absoluto del cit c donde se muestran los
maximos de absorcién al reducirse (Lehninger, 1985). b) Espectro
diferencial del complejo bc,, el cit b con un méximo de absorcién
a 562 nm y el cit ¢; a 553 nm. Ademis se esguematizan los grupos
prostéticos de ambos citocromos (Gonzdlez-Halphen, 1990).

Se han propuesto varios modelos de cémo actfian los tres centros
redox en la actividad del complejo, sin embargo, el que ha sido
ampliamente aceptado por su demostracién tanto in vive como in
vitro (incorporado en liposomas), (Papa y col, 1983; De Vries,
1988) es el llamado ciclo Q, postulado originalmente por Mitchell
en 1975 y modificado por varios autores (entre otros Trumpower,
1990a). SegGn este modelo, una molé&cula de ubiquinol (ubiquinona
reducida, con dos protones y dos electrones) es primeramente
oxidada en forma parcial en el lado positivo de la membrana al
transferir un electrén a la proteina fierro-azufre (FeS) que a su

vez reduce al cit ¢, Yy que finalmente pasar& su electrén al

citocromo c soluble en el espacio intermembranal, transportando
15



ademds, dos protones en el lado positivo provenientes del
ubiquinol. La semiquinona que fue formada, transfiere su otro
electrén al hemo b-566 que se recicla _al pasar al b-562, el cual
reduce a la quinona para formar nuevamente semiquinona ahora en el
lado negativo de la membrana. Una segunda molécula de ubiquinol es
oxidada de la misma forma ya descrita, (transportande otros dos
protones a .truvés de la mem'branu) , a difercncia de yue ¢l cltocromo
b-562 ahora reduce a la semiquinona anteriormente producida
regenerandc al ubiquinol y con el consumo de dos protones del lado
negativo (es decir, tomando dos protones de la

matriz),
completindose asi el ciclo.

En resumen, durante el ciclo Q se necesitan oxidar dos moléculas
de ubiquinol y una es regenerada, se depositan dos protones en el
lado positivo provenlentes del ubiquinol y se translocan otros dos
deade el lado negativo de la membrana y por Gltimo, se transfieren

doa electrones que redugen a dos citocromos ¢ (Trumpower, 1990a)
(£ig. 8}.

2u°
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Fig. 8: E1 c‘iclo Q propuesto por Mitchell: se indican los sitios en
los que acttian alguncs inhibidores (Trumpower, 1990a).
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Con objeto de comprobar experimentalmente el modelo propuesto,
se han probado una gran variedad de inhibidores que actGan sobre
diferentes puntos del ciclo; dos de los mas utilizados, es 1la
antimicina que inhibe la reduccién de la ubiquinona a nivel del cit
b-562 y el mixotiazol que inhibe la oxidacién de ubiquinol actuando
sobre la FeS y el hemo b-566 (von Jagow y Link, 1986). Asi mismo,
la distribucién de los grupos redox dentro de la membrana ha sido
confirmada mediante estudios de EPR. Los cdlculos indican, que el
hemo b-562 estd en la parte media de la bicapa, mientras que el
hemo b~566 y la proteina FeS esté&n hacia el lado positivo, lo que

los acerca al cit ¢, y cit c (Ohnishi y col, 1‘989).

2) Composicién polipeptidica y topologia del complejo: en 1la
seccién anterior se describié el funcionamiento del complejo bg,,
a continuacién se mencionard lo gque se conoce a cerca de su
estructura.

El complejo bc, ha sido purificado por distintos métodos segln la
fuente de donde quiera ser extraido. En nuestro caso, el complejo
III mitocondrial de mamifero, es aislado de corazén de bovino por
el método reportado por Rieske en 1967, principalmente por su
reproducibjlidad y altos rendimientos, (ver materiales y métodos).

Al disc;ciar el complejo utilizando detergentes y agentes
caotrépicos, (clorhidrato de guanidina o urea) ya sea por
cromatografia o por electroforesis en geles de poliacrilamida-
dodecil sulfato de sodio (SDS) al 16%, se obtiene el mismo patrén

de once polipéptidos (o subunidades) que lo constituyen tal como se
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muestra en la en la fig. 9 (Schégger y col, 1986; Shimomura y col,

1986; Gonzalez-Halphen y col, 1988).

Core ‘l‘—-l {so,000}
n— ¥ (as,000)

Citb I!!—o-‘ a2, 580

Citoytv — 27, 287

FeS v— g =1, 408

Vi—ggmm 13,388
VIT o 8, sov
VIII . e 89, 176
IX o miomip 7; 998

x --—' 2, 188
X1 — @ 6, 363

Fig. 9: Patrén electroforético de las 11 subunidades del complejo
III.  Del lado izquierdo se indican 1los tres polipéptidos con
funcién redox y las denominadas proteinas estructurales (Core). En
el lado derecho se muestran los peses moleculares resultado de su
secuenciacién, a excepcién de los marcados entre paréntesis que
corresponden a su migracién electroforética.

El arreglo topolégico de las once subunidades en la membrana
interna mitocondrial se ha estudiado desde distintos enfoques
metodolégicos:

a) Con. base en la proteblisis 1limitada del complejo en
mitoplastos (mitocondrias carentes de membrana externa) o
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particulas submitocondriales (vesiculas invertidas). Se utilizaron
distintas - proteasas como tripsina, termolisina, subtilisina,
pronasa E, quimiotripsina, etc., que digieren a las subunidades
seglin su accesibilidad dependiendo de la orientacién que tengan,
para ser analizados mediante el uso de anticuerpos especificos. De
esta forma se sabe que las subunidades II y VI se encuentran del
lado de la matriz mientras que las subunidades V y XI estén en el
lado intermembranal (Gonz&lez-Halphen, 1988).

b) Mediante el uso de marcajes especificos, ya sea con reactivos
fotoactivables (que se unen covalentemente a su ligando al ser
iluminados con 1luz ultravioleta) o con reactivos topoldgicos de
tipo hidrofébicos o hidrofilicos. Con los primeros, se conoce gue
la subunidad VII es la gue une a la quinona y que el cit c, es el
que se une al cit ¢. Con los segundos, se marcan ya sea las cadenas
hidrocarbonadas © 1los grupes polares de los fosfolipidos
demostrando que el cit b es la subunidad embebida en la membrana
atravesandola de lado a lado. El cit ¢, y la proteina FeS estan
hacia el e;pacio intermembranal y las otras subunidades estan en
mayor o menor grado expuestas hacia alguna regién hidrofilica
(Gutweniger, 1981; Gonz&lez-Halphen, 1988).

c) El empleo de agentes entrecruzadores ha permitido establecer
relaciones de vecindad entre las subunidades, ya que estos agentes
(como las succinimidas y carbodiimidas) reaccionan covalentemente
por ambos extremos con los aminoicidos de las subunidades aledafias.
Asi se demostr6, que los sigulentes pares se encontraban

relacionados: I+II, II+VI, IXII4+VI, IV+V, V+X, VI+VII y que el sitio
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de unién del cit c con el complejo IIT incluye a las subunidades
IV, VIII y X. Con base en todas las evidencias mencionadas, se ha
propuesto un modelo topolégico de la distribucién de las once
subunidades del complejo III en la membrana (Gonz&lez-Halphen,

1988; Gonzalez-~Halphen, 1990) (ver fig. 10).

MATRIZ
MITOCONORIAL

Fig. 10: Modelo del arreglo topolégico de las subunidades del
compleje IIX mitocondrial de corazén de bovino (Gonzdlez-Halphen,
1990) .
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3) Cristalografia: aunque se tienen muchas evidencias
experimentales sobre 1la topologia del complejo, todavia existe
cierta controversia. El andlisis de cristales bidimensionales del
complejo III aislado con Tritén X-100 a partir de mitocondrias de
Neurospora ssa, en monocapa y multicapa con una resolucién de
2.5 y 1.8 nm respectivamente, muestra que un 30% de la masa del
complejo est& embebido en la bicapa, 50% en una seccién periférica
(7 nm) y un 20% en una seccién periférica opuesta (3 nm) que
constituyen dos pequefios lébulos que representan al dimero.

Con base en los datos cristalograficos y 1las evidencias
biogquimicas se sabe que el mayor porcentaje de la masa del complejo
perteneciente a la matriz, corresponde a las subunidades I y II,
mientras que las subunidades IV y V constituyen los dos pequefios
l6bulos del compartimiento intermembranal y la subunidad III forma
la parte central del complejo por ser tan hidrofébica (Weiss y col,
1986) (fig. 11). ’

Recientemente diversos grupos (Kubota y col, 1991; Yue y col,
1991; Berry y col, 1992), lograron la produccién de cristales
tridimensionales del complejo III de corazén de bovino, pero

todavia no se ha reportado el modelo estructural.
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ESPACIO INTERMEMBRANAL

o
311 cit b cit b MEMBRANA INTERNA

ATRIZ MITOCONDRIAL

Fig. 11: Modelo estructural del complejo III dimérico de Neurospora
crassa en la membrana a partir del andlisis por difraccién de
electrones de cristales bidimensionales (Weiss y col, 1986; tomado
de Gonz&lez-Halphen, 1990).

4) Biologia molecular y filogenia: las once subunidades del
complejo III de corazédn de bovino han sido terminadas de secuenciar
recientemente (Link y col, 1986; Gencic y col, 1991) y se les ha
hecho un perfil de hidropatia segiin la escala de hidrofobicidad de
los amino&cidos. De esta forma, el promedio de los valores de un
segmento dado sirve para predecir los cruces transmembranales de
una proteina cuando se aplica un algoritmo como el reportado por
Kyte y Doolitle (1982). A partir de estos datos se propuso que el
cit b tiene de 8-9 cruces, el cit ¢, solo presenta uno y la Fes
dos, las subunidades VII, IX, X y XI también presentan regiones
hidrofébicas, pero las subunidades I, II, VI y VIII son casi en su
totalidad hidrofilicas (Gonzdlez-Halphen, 1990) (fig. 12).
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Fig, 12: Perfil de hidropatia de nueve de las once subunidades del
complejo III, (no se incluye a las subunidades estructurales I y
II). Las zonas sonbreadas indican los posibles cruces
transmembranales y las flechas, los sitios de unién de los grupos
prostéticos (Gonzalez-Halphen, 1990).

El citocromo b, de 390 residuos aproximadamente, es una de las
subunidades mas estudiadas, ya que es el Gnico polipéptidoc que se
puede secuenciar a partir del ADN mitocondrial y por su imponrtancia
en cuanto a las implicaciones filogenéticas que conlleva segin la
teoria endosimbiética. Ademd&s, se ha secuenciado a partir de
fuentes, como humano, bovino, ratén, gaccharomyces, Asperaillus,
diferentes bacterias y cloroplastos de espinaca (cit by) los cuales
son homélogos. SegGn los estudios de hidropatfa, se ha propuesto

que este citocromo cruza a la membrana en forma de alfa-hélices
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nueve veces, (Saraste, 1983; Link, 1986) a excepcién del de
cloroplasto, donde se proponen cinco cruces (Widger, 1984). Sin
embargo, pruebas recientes mediante la fusib6n de genes (entre
otras), dan evidencia directa de que el cit b solo posee ocho
cruces transmembranales y que el antes llamado segmento IV se ubica
en el es.pacio periplasmico en Rhodobacter sphaerojdes vy
posiblemente en otros organismos (Yun y col, 1991a). Por otra
parte, existe concenso en proponer a cuatro histidinas, 1los
residuos 82 y 96 del segmento II y los residuos 183 y 197 del
segmento V en levadura (existiendo una separacién de 13 aminodcidos
entre los residuos de cada par) como los ligandos de los dos grupos
hemo, ya que se encuentran conservadas en todas las secuencias.
Link y col. en 1986, propusieron un modelo en el que los dos hemos
se encuentran situados perpendicularmente a la membrana en medio de
las hélices antiparalelas II y V, y que asociadas con los segmentos
IITI y IV forman una estructura compacta, (aunque si tomaramos en
cuenta que .el segmento IV es en realidad hidrofilico, posiblemente
estarian asociadas con las hélices I y III como menciona Trumpower,
1990b) . Puesto que también se ha encontrado que la prolina 186 del
cruce V: estd conservada en todas  las  secuencias, o8 autores
proponen que ésta debe de conferir a la estructura cierta rotacién
con respecto al eje debido a un quiebre en la a-hélice.

La proteina FeS tiene 199 aminodcidos, 1la mayor parte
corresponde al dominio del carboxilo te;minal que es
preferentemente hidrofilico y en donde se encuentra el sitio de

unién del grupo redox. El precursor que. es sintetizado en el
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citoplasma tiene 32 residuos adicionales con lo que es acumulado en
la mitocondria para después ser procesado e importado a su sitio
final en el complejo be, (Hartl y col, 1986; Fu y col, 1980; Fu y
Beattie, 1991).

El cit ¢, esta constituido por 241 aminodcidos, 43.6% de
residues hidrofébicos y 41.1% polares dispuestos en gran parte en
a-hélices (46%). La proteina se encuentra en el lado externo de la
membrana anclada a ésta por una a-hélice hidrofébica cercana al
carboxilo terminal, mientras que las cisteinas que unen el grupo
hemo (resiéuos 37 y 40 en bovino) pertenecen al dominio del amino
terminal (Wakabayashi y col, 1982).

De los tres centros redox, el cit b es el m&s conservado tanto
en los complejos bc, (bacterias pGirpura y mitocondrias) como en los
conplejos b,f (cianobacterias y cloroplastos) y puesto que se
encuentra la misma estructura en gran variedad de organismos, esto
apoya la hip6tesis de que todas las lineas de procariontes tuvieron
ﬁn origen monofilético (Gabellini, 1988; Hauska, 1988). El cit <y
y el cit £ aparecen por convergencia .a partir de proteinas
ancestrales diferentes y la FeS solo presenta un origen comfin en la
parte del carboxilo terminal, aunque todas presentan la misma
estructura 'y desarrollan la misma funcién. Tomando en cuenta que la
velocidad de cambio de las proteinas est& en Intima relacién con la
funcién que desarrollan, se explica que existan regiones
conservadas en relacién al sitio Qp del cit b, sin embarge neo
sucede lo mismo con el sitio @n aun cuande ambos son fundamentales

en el transporte de electrones (Howell, 1989).
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En términos generales se puede decir gque existe una mayor
similitud entre los complejos de las bacterias fotosintéticas
anaerobias‘ y las mitocondrias, mientras que el de las
cianobacterias tiene mayor parecido con el de cloroplastos lo que
concuerda con la teoria endosimbi6ética (Margulis, 1981; Gabellini,
1988) .

Por otra parte, existe controversia acerca del resto de las
subunidades no cataliticas del complejo. Se conoce que los
procariontes presentan solamente las tres subunidades catalicas
como en Paracoccus denitrificans, o una subunidad maAs en
Rhodobacter sphaeroides, los cloroplastos de plantas presentan
cinco en total, los hongos Saccharomyces cerevisiae y Neurospora
grassa tienen nueve y los mamiferos once. En algunos casos se les
ha dado una posible funcién, como a la subunidad VII, relacionada
con la unién de la ubiquinona (Yu y Yu, 1981), las subunidades VIII
Y X, que favorecen la unién del cit ¢ con el cit c¢ (Kim y King,
1983), y las subunidades estructurales I y II que se ha visto su
importancia en el ensamblaje del complejo en la membrana (Schulte
y col, -1989). Posiblemente, el mayor nimero de subunidades esté&
relacionado con la compartamentalizacién de la cadena respiratoria
en la mitocondria, lo gue trajo consigo la necesidad de importar
las proteinas codificadas por el niicleo y de un sistema de
ensamblaje mas complejo que el encontrado en procariontes. 0
también hay quienes proponen que las secuencias mas largas de los
complejos bacterianos compensa el nGmero extra de subunidades del

complejo IXI en eucariontes (Gabellini, 1988; Trumpower, 1990b).
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Hasta la fecha siguen realiz&ndose experimentos con el fin de

esclarecer estas polémicas.

. 5) Otras aportaciones: otro campo de investigacién se refiere a la

biogénesis del complejo, ya que resulta interesante como es que las
10 subunidades provenientes del citoplasma se ensamblan en la
membrana interna mitocondrial coordinadas con el cit b que se
inserta directamente después de ser sintetizado por los ribosomas
mitocondriales. Mediante el estudio de mutantes de levaduras
carentes de una subunidad especifica, se ha tratado de establecer
el ordén de ensamblaje: la deficiencia de 1las subunidades
estructurales I y II trae una reduccién considerable de proteina en
el cit b, la FeS y otras dos subunidades, mientras que el cit ¢
permanece intacto (Kennaway, 1988); la falta de la proteina FeS
imposibilita el ensamblaje correcto de las subunidades de bajo peso
molecular (6, 7 y 8 de levadura) asi como un decremento en el cit
b, pero no tiene efecto sobre las subunidages Iy II (Japa, 1989).
Posiblemente, se incorporen primero las subunidades de alto peso
molecular y luego las mis pequefias, pero es necesaria la estructura
completa incluyendo al apocitocrome b para que se incorpore
finalmente el hemo b (Crivellone, 1988). El cit ¢, parece tener un
mecanismo de ensamblaje independiente de las demds subunidades, ya
que no se ve afectado en las diferentes mutantes (Kennaway, 1988;
Japa, 1989). Dicho mecanismo ha sido bien estudiado por el grupo de
Neupert (Teintze y col, 1982; Schleyer y Neupert, 1985).

El interés en el estudioc de la estructura y la biogénesis del
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complejo III, se ha incrementado por el descubrimiento de ciertas
enfermedades relacionadas con la deficiencia de los complejos
respiratorios en la mitocondria, y por la posible especificidad de
tejido que pudiera darse desde el desarrollo embrionario, ya gque
esto Gltimo solo ha sido comprobado para algunas subunidades de la

citocromo oxidasa (Capaldi y col, 1988; Kennaway, 1988).

III.~ Antecedentes directos.

El tratar de separar a las subunidades de complejos integrales
de membrana, generalmente lleva al uso de métodos largos y a la
utilizaciédn de agentes desnaturalizantes.

Bordier en 1981, desarrolld una técnica para la obtencién de
proteinas hidrofébicas que no pierden sus caracteristicas
espectroscépicas, mediante la separacién de fases con el detergente
no-iénico Tritén X-114.

Los detergentes pertenecientes a 1la familia del Tritén
{polioxietilen p-t-octil fenol), tienen la capacidad de desplazar
Y reemplazar la mayor parte del ambiente lipidico que rodea a las
proteinas, al formar pequefias micelas en solucién por arriba de su
concentracién micelar critica (CMC TX-114 = 0.35 M) a 0°C. Sin
embargo, al elevar la temperatura, el tamafio de la micelas se
incrementa hasta un punto donde se enturbia la solucién y se sale
de fase. A la temperatura a la cual sucede esto se le llama punto
de nube y depende directamente del nGmero de grupos hidrofilicos

oxietileno que posea el detergente. El Tritén X-100 por ejemplo,
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con un nGmero de 9-10 oxietilenos, tiene un punto de nube de 64°C,
mientras gque el TX-114 con n = 7-8 tiene un punto de nube de 20°C
lo que le da la enorme ventaja de salirse de fase a temperaturas

cercanas a la fisiolégica (Pryde, 1986) (fig. 13).

O(EH CHO) ~H

Fig. 13: Estructura del detergente Tritén X-114 en donde Xx
representa el ndmero de grupos oxietileno (TX-114 x = 7-8)
{Neugebauer, 1987).

La sepéracién de fases, se ha utilizado para la purificacién de
una gran variedad de proteinas, al recuperar una pastilla rica en
detergente (después de centrifugar a baja velocidad) , que contiene
a las protg.lnas hidrofébicas y un sobrenadante o fase acuosa en
qgnde se encuentran las proteinas hidrofilicas gue se unen muy poco
al detergente. ,

Payne y Trumpower en 1987, utilizaron este método para Sseparar
las subunidades del complejo bc, de las bacterias Paracoccus
denitrificans y Rhodobacter sphaerojides, que tienen tres y cuatro
subunidades respectivamente. Sus resultados muestran que el cit b
purc se 1localiza en la fase hidrofébica (rica en detergente),
mientras que el cit c,, la proteina FeS y la subunidad IV, (segtn
el caso.) permanecen en el sobrenadante de acuerdo con su cardcter
hidrofilico. Los citocromos aGn conservan sus propiédades
espectroscépicas nativas, ;o que indica que el método no solo es

simple y rapido, sinc que ademis permite purificar a las proteinas
. . 30 .



con las caracteristicas cercanas a las que poseian in vive (fig.

14} .
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Fig. 14: Separacién de fases del complejo be, de Paracoccus
(Payne y Trumpower, 1987).

a) Representacién de la separacién de fases después de centrifugar
a baja velocidad.

b) En el lado izquierdo se muestra el patrén electroforético del
complejo y del lado derecho los respectivos espectros de absorcién.
(A) Corresponde al complejo antes de la separaclén por lo que se
sobreponen los espectros de los citocromos, (B) es el sobrenadante
en donde se localizan el cit ¢, y 1a FeS y (C) es la pastilla rica
en detergente en donde se encue::x'tra el cit b,



El cit b y el cit ¢, mitocondriales (el primero hidrofébico y el
segundo prédominantemente hidrofilico), han sido purificados cada
uno por diferentes mé&todos (T'Sai, 1982; Shimomura y col, 1985;
Schégger y col, 1986), pero no se ha obtenido una preparaci6n en la
que ambos mantengan sus caracteristicas espectroscépicas, es por
esto gque en el presente trabajo se probd la separacién de fases del
complejo III mitocondrial de bovino con el detergente TX-114 segln
el método de Payhe y Trumpower (1987).

Por otra parte, el complejo III ha sido separado en diferentes
subcomplejos mediante una cromatografia de hidrofobicidad en una
columna de fenil-Sefarosa utilizando clorhidrato de guanidina como
agente caotrépico (disociante), y detergentes come colate y
desoxicolato de sodio. Esto ha permitido la purificacién de casi
todas las subunidades del complejo para su mejor estudio
(Shimomura, 1986). Sin embargo, con este método el cit b se obtiene
totalmente desnaturaliz?do por el detergente dodecil sulfato de
sodio (SDS) (fig. 15a y b). Puesto que los citocromos son los que
permanecen unidos a la columna durante .la disociacién, en el
laboratorio probamos el efecto del TX-114, con el fin de obtener un
subcomplejo que pudiera reconstutir actividad en forma parecida al
complejo bc, de procariontes, y que después resultaria mas sencillo
de disociar a gran escala, recuperando a los citocromos en forma

pura.
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Fig. 15: Purificacién de 1las subunidades del .complejo IXIII de
corazédn de bovino mediante una cromatograffia de hidrofobicidad
segin el método reportado por Shimomura y col. (1886).

a) Perfil de elucién de las subunidades, en donde los nimeros
romanos indican el amortiguador gque se utilizé en presencia de: I.~
desoxicolato de sodio 1%, II y IIXI.- clorhidrato de guanidina 1.5
Yy 3 M respectivamente, IV.- colato 1%, V.~ C.E, 1%, y VI.~ SDS 2%
y las letras representan las fracciones enriquecidas en (A) FeS,
(B) subunidad VI, (C) subunidades I y II, (D) cit ¢, y (E) cit b,
b) Patrén electroforético de las fracciones elufidas en un gel de
poliacrilamida~sDS: (A) corresponde al complejo IIX (15 ug de
proteina), (B) Fes (2.5 pug), (C) subunidad VI (2.5 ug), (D)
subunidades I y II (6 ug), (E) cit ¢, (2.5 pg) y (F) cit b (4 ug).
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OBJETIVOS

1.~ Estudiar el fenémeno de separacién de fases con el detergente
no-iénico Tritén X-114 en el complejo III mitocondrial de corazén
de bovino, con el fin de separar a las subunidades hidrofébicas de

las hidrofilicas.

2.~ Purificar a los citocromos b y c, con el mismo detergente,

utilizando cromatografias de hidrofobicidad e intercambio aniénico.

3.~ Caracterizar electroforética y espectroscépicamente a  los

citocromos purificados.

4.- Realizar el ensayo de reconstitucién de la actividad de un
subcomplejo constituido dnicamente por los citocromos b y o, del
complej‘o III mitocondrial con la proteina FeS, en un simil del

complejo bc, de procariontes.
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MATERIALES Y METODOS
1) Purificacién del complejo III mitocondrial.

1.1 Obtencién de mitocondrias (L&w y Vallin, 1963).

Se comenz6 con corazones frescos de res que se limpiaron de
tejido conectivo y graso. El mGsculo se pasé por un molino de carne
y se separd en fracciones de 400 g a las que se les agreg6 1200 ml
del amortiguador Tris-HCl 5 mM, sacarosa 250 mM y EDTA-K 2 mM (pH
7.4) para ser licuadas en pulsos de 6 seg por 5 de descanso durante
un total de 30 seg, cuidando de mantener el pH del homogenizado a
7.5 con Tris saturado.

La mezcla resultante se centrifugd durante 10 min a 3,000 rpm en
el rotor GS-3 (1,530 g) en una centrifuga Sorvall RC2-B. La
pastilla obtenida se descartd y el sobrenadante se filtrd a través
de una capa de gasa doble para volver a ser centrifugado 10 min a
10,000 rpm con el rotor GSA (16,300 g). Las mitocondrias obtenidas
en la pastilla fueron resuspendidas con un amortiguador gque

. contenia Gnicamente Tris-HCl 5 mM y sacarosa 250 mM (pH 7.4) Yy se
lavaron centrifugando 10 min a 10,000 rpm en el mismo rotor. La
pastilla final se resuspendid en un volumen peéﬁeﬁo del segundo
amortiguador, se homogenizé con un véstago de tefldn y se guardé a
-70°C.

Durante todo el procedimiento se trabajé a 4°C.
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1.2 Preparécién de la fraccién S-1 (método modificado de Rieske,
1967) .

Una vez que se midié el volumen de las mitocondrias, se obtuvo
su4 concentracién de proteina con el método de biuret (ver mas
adelante). Se diluyeron con el amortiguador Tris-HCl 50 mM,
sacarosa 670 mM e histidina 1 mM (pH 8.0) (Amortiguador TSH) para
que quedasen a una concentracién final de proteina de 23 mg/ml. A
continuacién se solubilizaron con desoxicolato de potasio (DOCK) al
10% (pH 9.0) gota a gota en agitacién constante y en bafio de hielo,
a una concentracién de 0.3 mg/mg de proteina y se precipité con KCl
s6lido a 74.6 g/l. Se centrifugé por 16 min a 45,000 rpm con el
rotor 60 Ti (145,000 g) en la ultracentrifuga (Beckman L8 55M) . La
pastilla gque se obtiene es de color verde y corresponde
mayoritariamente al complejo IV (cit oxidasa) por lo gque se
resuspendié en TSH y se guardé a =~70°C para su posterior
utilizacién. El1 sobrenagante rojo se filtré a través de fibra de
vidrio y se midi6é su volumen, se le agreg.é 0.25 volfimenes de agua
bidestilada fria y se centrifugd de la misma manera. El precipitado
se descart6 y el sobrenadante se dializé en una membrana con poro
< PM 12,000-14,000 durante 3 horas contra 8 volGmenes de Tris-HCl
10 mM (pH 8.0). Finalmente, se centrifugbé 45 min con el rotor 60 Ti
a 45,000 rpm y el botén denominado fraccién S-1 enriquecido en

complejo IIT se resuspendid en TSH y se guardd a -70°C.
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1.3 Preparacién del complejo III crudo.

Se midié el volumen de la fraccién S$-1 y a continuacién se
obtuve su concentracién de proteina con el métode de biuret. Se
diluyé con el amortiguador TSH a una concentracién final de 10
mg/ml y se'solubilizﬁ con DOCK (103%) a 0.5 mg/mg de proteina gota
a gota. Posteriormente, se afiadi6é acetato de amonio al 50% de
saturacién 16.5 ml/100 ml, se dejé reposar por 15 min (siempre a
4°C) y se centrifugdé 16 min con el rotor 60 Ti a 45,000 rpm
(145,000 g) en la ultracentrifuga. Este procedimiento se repitié6
dos veces agregando acetato de amonio al 50%, 6 ml/100 ml y 3.2
ml/100 ml respectivamente después de cada centrifugacién. La
pastilla llamada R,B se puede guardar para la purificacién del
complejo I.

El sobrenadante se le midié el volumen y se le afiadid acetato de
amonio s6lido (450 g/l), se dejé reposar 10 min y se centrifugéd 25
min en el .60 Ti a 45,000 rpm. El botén obtenido corresponde al
complejo IIXI crudo que se resuspendié suavemente en TSH y se

congeld a -70°C.

1.4 Preparacién de complejo III puro.

Se midié el volumen del complejo III crudo y posteriormente se
obtuvo la concentracién de proteina con el método de biuret, Se
diluyé a 10 mg/ml con el amortiguador TSH, se le afiadi6 colato de
potasio al 20% (pH 7.8) (0.25 mg/mg de proteina) y sulfato de
amonio saturado a una concentracién final de 0.35% de saturacidn

(54 ml/ 100 ml) gota a gota en agitacién continua. Se dejé reposar
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10 min y se centrifugé con el rotor 60 Ti a 45 000 xrpm (145,000 g)
durante 10 min en la ultracentrifuga. El precipitado se descartd y
al sobrenadante se le agreg6 sulfato de amonio a 0.40% de
saturacién (8.35 ml/ 100 ml), se dejé reposar y se centrifugé de la
misma forma ya mencionada. El segundo sobrenadante se filtré a
través de fibra de vidrio para eliminar el material aceitoso
flotante, después se le agregdé la mitad de la cantidad utilizada
previamente de colato de potasio (20%) y sulfato de amonio 0.42% de
saturacién ‘(3.45 ml/100 ml), se dejod reposar 10 min y se centrifugb
bajo las mismas condiciones. Por Gltimo, se afiadi6 sulfato de
amonio a 0.48% de saturacisén (11.5 ml/100 ml) y se repiti6é la
operacién. El Gltimo botén corresponde al complejo IXI puro, se
resuspendié en TSH, se le midi6 la concentracién de proteina por el
método de Lowry (ver mas adelante) y se guardé a -70°C hasta su
uso.

Es de hacerse notar que las soluciones de desoxicolato y colato
de potasio utilizadas en la metodologia, se hicieron a partir de

los &cidos desoxicélico y c6lico recristalizadoes y KOH.

2) Bnpuacién de fases con el detergente Tritén X-114 (Bordier,

1981; Payne y Trumpower, 1987).

2.1 Precondensacién del detergente Tritén X-114.
Para poder llevar a cabo la separacién de fases, es necesario
remover los grupos hidrofilicos del detergente comercial (sSigma),

por lo que se someti6 al pretratamiento descrito por Bordier
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(1981) . Se pesaron 20 g del TX-114 a los que se les agregé 16 mg de
hidroxitolueno butilado (antioxidante), se disolvidé en 980 ml de
Tris~HC1 10 mM, Nacl 150 mM (pH 7.4) a 0°., La solucién
transparente se dejé incubando a 30°C durante toda la noche, al

& P

llegar a su punto de nube se enturbié y desp se cond 5,

quedando una fase rica en detergente y una fase acuosa gque se
descart6. El1 procedimiento se repitié dos veces mas y la Gltima
fase que se obtuvo enriquecida en detergente, se pasdé a través del
filtro Millipore (Millipore Corporation XX1004704) para eliminar
impurezas. Se hicieron varias diluciones y se determiné su
concentracién por su espectro de absorcién a 275 nm, utilizando el

coeficientc—; de extincién E1% = 23.2 (Payne y Trumpower, 1987).

2.2 Procedimiento para la separacién de fases.

La proteina (2 mg/ml) en presencia de TX-114 1.5% precondensado,
se someti6é a didlisis durante 24 horas a 4°C contra Tris-HCl1l 25 mM
(PH 8.0) con el objeto de eliminar el colato y sales provenientes
de 1la purificaci6én del complejo, (ya gque comprobamos con
anterioridad que su presencia inhibia la separacién de fases desde
muy bajas concentraciones) y se le determiné proteina por el método
de Lowry. En un tubo cénico Eppendorf para microfuga se ajusté la
muestra a una concentracién final de 1.5 mg/ml en presencia de NacCl
150 mM, aforando a 0.5 ml con un amortiguador que contenia Tris-HC1l
50 mM (pH 7..5) y TX—-114 1.5%. La mezcla se llevS a cabo a 0°C y se
dejbé agitando lentamente en frio en un agitador de plataforma

rotatoria (Clay Adams Nutator 1105) durante una hora.
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Posteriormente, las muestras afin transldcidas se envolvieron con
hule espuma y se dejaron agitando a temperatura ambiente hasta que
la solucién se enturbiara, lo que indicaba que se habfa alcanzado
el punto de nube. Después de 30 min los tubos fueron incubados a
30°C en un bafio de agua con agitacién (Cole-Palmer 1095-00) durante
5 min. A continuacién las muestras se colocaron suavemente sobre 1
ml de una solucién que contenia Tris-HC1 50 mM (pH 7.5), sacarosa
al 6% y TX-114 0.06% (solucién "colchén") y se centrifugaron de 15~
20 min a temperatura ambiente en una centrifuga clinica de colunmpio
(Solbat) a 4,000 rpm. Al final del procedimiento, el Tritén se
habia salido de fase encontréndose en una pastilla densa. Se separ6
la pastilla del sobrenadante, se les midié a ambos la concentracién
de proteina y se corri6é una electroforesis (ver adelante) para ver
la distribucién de proteinas. De ser necesario, la pastilla podia
ser sometida nuevamente a separaciones de fases sucesivas para una
mayor purificacién. .

El método descrito, es el sistema 6pt%mo obtenido con base en
una serie de pruebas hechas a partir de los rangos establecidos por
el método de Payne y Trumpower (1987), gque incluye: concentracién
de proteina de 1-1.5 mg/ml, cantidad de detergente 0.5-1.5% de TX-
114, fuerza i6nica determinada por la concentracién de NaCl 50-150
mM, ademds de modificaciones propias como fueron, el dializar 1la
proteina, variar el tiempo de incubacién y la velocidad de
centrifugacién de la muestra. También se probé el uso de agentes
caotrépicos (clorhidrato de guanidina y wurea) a diferentes
concentraciones, con el fin de obtener una mayor disociacién del

complejo IIX.
40



3) Purificacién de los citocromos b y c,.

3.1 Primera columna de DEAE-Biogel A (Ljungdahl, 1987; Silva-
Cardenas, 1991).

El complejo III purificado por el método de Rieske (descrito
previamente), aGn presenta cierta contaminacién por subunidades de
alto peso molecular pertenecientes al complejo II mitocondrial
(succinato deshidrogenasa). Debido a los objetivos establecidos en
este trabajo sobre la purificacién de los citocromos b y c,, se
necesitaba partir de una muestra de complejo III lo mis pura
posible, por lo que en el laboratorio se ha implementado una
técnica de aislamiento de estos dos complejos tratdndolos con el
detergente no-iénico lauril maltésido (dodecil B maltésido) y una
cromatografia de intercambio aniénico. Para esto, el complejo III
purificado por el método de Rieske (1967) (120-130 mg) se diluyd a
10 mg/ml {concentracién final) con el amortiguador Tris-HCl1 50 mM
(pH 8.0), sulfato de magnesio 1 mM (amort. 1) y se le agregd lauril
maltdésido 0.3 mg/mg de proteina gota a gota en agitacién y en frio.
Después de una hora de solubilizacién, se dializé contra el amort.
1 durante 4 horas, se diluyé 1:2 con Tris-HCl 50 mM (pH 8.0),
sulfato de magnesio 1 mM y lauril maltésido 0.1 mg/ml (amort. 2) y
se centrifugé 10 min en el rotor 50 Ti a 30,000 rpm (60,000 g). El
precipitado se descart6 y el complejo III gue se qued6 en el
sobrenadante se cargd a una columna de DEAE-Biogel A (BioRad) de
2.5 x 20 cm previamente equilibrada en frio con el amort. 2 y se

lavé con 5 volGmenes de columna del mismo. Los complejos fueron
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eluidos utilizando dos gradientes de cloruro de sodio en presencia
del amort 2, el primero de 0-150 mM y un segundo de 150-400 mM de
2 volimenes cada uno, dejando que en cada paso acabara de eluirse
la proteina con un volumen adicional de amortiguador conteniendo
NaCl 150 & 400 mM respectivamente. Las fracciones se colectaron en
volimenes de 3 ml y se leyeron en el espectrofotdmetro (Beckman
UV/VIS DUS0) a 280 nm. La fraccién correspondiente al complejo II
se concentré en una camara de ultrafiltraci6én Amicén de 10 ml con

una membrana Diaflo YM 30 y se congeld a =-70°C.

3.2 Columna de fenil-Sefarosa (método modificado de Shimomura y
col, 1986).

La cromatografia de hidrofobicidad se utilizé con el fin de
digsociar al complejo III para la obtencién de un subcomplejo
constituido por 1las subunidades III (cit b) y IV (cit ¢g).

Reactivos Amortigugdores
1 2 * 6% T*

Tris-HC1

25 mM (pH) 8

glicerol (%) 2

DTT (mM) 1

EDTA (mM) 1
0
[+]

Nacl (M)

DOCNa (%)
colato Na (%)
clorhidrato de
guanidina (M} --- —— —-— 1.5 3.0 _— ———
TX-114 (%) —_ -— [ —— _— _— 1.5
* amortiguadores adicionales al método original.

Al complejo III puro (que se eluyé de la primera columna de
DEAE-Biogei A), se le adicion6 glicerol al 20% y se cargd
directamente (sin concentrar) a una columna de fenil-Sefarosa CL 4B
(Pharmacia) de 2.5 x 20 cm equilibrada con 500 ml del amortiguador

1y se lavé con 2.5 1 del mi:s;no. Posteriormente las diferentes



subunidades del complejo se eluyeron sucesivamente con 200 ml de
cada’ uno de 1los amortiguadores 2, 3, 4, 5 y 7 (descritos
anteriormente). Se colectaron en fracciones de 3 ml y se leyeron en
el espectrofotémetro (Beckman UV/VIS DU50) a 280 mm, excepto las
fracciones eluidas con el amort 7, ya que el maximo de absorcién
del TX-114 .(275 nm) interfiere con la lectura de proteina, por lo
que s6lo se siguié la absorbancia de los hemos a 415 nm. El1
amortiguador 6 no eluye proteina, pero se utiliza para lavar el
colato y el élorhidrato guanidina antes de eluir con el TX-11i4. Las
muestras en presencia del agente caotrépico sé dializaron contra
Tris-HCl 25 mM (pH 7.5), colato 0.5% y todas las fracciones eluidas
con cada amortiguador (excepto las de los amortiquadores 6 y 7) se
concentraron por separado en una camara de ultrafiltracidn Amicon
de 20 6 10 ml con una membrana Diaflo YM 10, se les midié la
concentracién de proteina por el método de Lowry Y se analizaron

por electroforesis, (ver adelante).

3.3 Segunda columna de DEAE-Biogel A.

El pico enriquecido en los citocromos b y c, en presencia del
detergente TX-114 que se obtuvo del procedimiento. anterior, se
cromatografidé directamente (sin concentrar) en una columna de 1 %
10 cm equilibrada previamente con Tris-HCl 50 mM (pH 8.0), sulfato
de magnesio 1 mM y octil glucésido 0.1 mg/ml y se lavdé con dos
volfimenes del mismo. A continuacién se eluyé con Tris-HCl 50 mM (pH
8.0), sulfato de magnesio 1 mM, Tween20 2%, NaCl 400 mM y DTT 1 mM,

Las fracciones del lavado y de la elucién que corresponden a cada
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uno de los citocromos aislados, se colectaron en voldmenes de 2 ml
Yy se leyeron en el espectrofotémetro a 415 nm. Se obtuvieron sus
espectros de absorcién y se realizé 1la electroforesis

correspondiente de cada muestra.
4) Determinacién de proteina.

4.1 Método de biuret (Gornall y col, 1949).

Este método consiste en una reaccién colorimétrica que
corresponde a la unién del cobre en solucién alcalina con las
uniones peptidicas y los residuos de tirosina.

Para preparar el reactivo de biuret, se necesitan 1.5 g de
sulfato ciprico y 6 g de tartrato de sodio y potasio (NaKC,0,: 4H,0)
que se disuelven en agua tibia y se les agrega 300 ml de NaOH al
10% aforando posteriormente a 1 1.

La curva patrén se hizo a partir de seroalbimina de bovino 10
mg/ml de 0 a 2 mg totales; cada tubo se aford a 0.8 ml con agua
bidestilada,  se les agreg6 0.2 ml de DOCK al 10% y 2 ml del
reactivo de biuret agitando en cada paso. Las muestras a determinar
se pusieron en cantidades de 10 y 20 pl por duplicado. Después de
30 min loé tubos se leyeron en el espectrofotémetro (Shimadzu
UV160U) a 540 nm y la concentracién se obtuvo interpolando los

datos en la curva patrén.

4.2 Método de Lowry modificado (Lowry, 1951; Markwell, 1978).

Este método es similar al de biuret pero es 10 veces méds
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sensible (Holme y Peck, 1983), ademis contiene SDS, lo que facilita
la determinacién de la concentracién de proteinas membranales:
Solucién A (11): carbonato de sodio 2%
hidréxido de sodio 0.4%
tartrato de sodio 0.16%
. SDS 1%
Solucién B: sulfato de cobre 4%
Solucién C: 100 vol A / 1 vol B
Solucién D: 1 vol del reactivo de Folin / 1 vol de agua
La curva patrén se hizo con seroalbimina 1 mg/ml de 0 a 0.1 mg
y se aforé a 1 ml con agua, se le agregaron 3 ml de la sol. Cy 0.3
ml de la sol. D agitando en cada paso. Después de 30 min se leyé en

el espectrofotémetro a 540 nm.

5) Remocién del detergente Tritén X-114 asociado a las proteinas

(Holloway, 1973).

5.1 Lavado de los Bio-Beads SM-2 (BioRad).

Los BioBeads son un copolimero (poliestirén-diwvinilbenceno)
poroso de cardcter neutro que adsorbe distintos detergentes, entre
ellos al grupo del Tritén. Para su uso se recomienda un
pretratamiento como se describe a continuacién: a 30 g de BioBeads
se les agregé 200 ml de metanol, se agitaron durante 15 min y se
colectaron filtrando el liquido a través de un fii‘tro Millipore, se
les pasé 500 ml adicionales ademds de un litro de agua. Sin dejar
que se secaran, se lavaron lentamente en una columna para
cromatografia con dos litros de agua y se mantuvieron en agua a

temperatura ambiente hasta su uso.
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5.2 Remocién del detergente.

El Tritén X~-114 no traspasa la membrana Diaflo ¥YM 10 (por su
elevado nGmero de agregacién que en el caso del Tritén X-100 es c.l'e
100-155" dando un peso molecular aproximado de 62,500 para la
micela), por lo que conforme se concentra la proteina también se
incrementa. la cantidad de detergente. Esto interfiere con 1la
realizacién de los espectros, asi como con la electroforesis, por
lo que es necesario remover el exceso de detergente antes de
llevarlos a cabo. El TX-114 no se puede dializar en un periodo
menor a dos semanas debido a su bajo valor de CMC (lo que indica
una ré&pida formacién de micelas), (Furth, 1980); ni tampoco
logramos que se intercambiara completamente por otro detergente en
una cromatografia. Los BjioBeads fueron efectivos al agregarse
directamente a la muestra en una concentracién de 0.6 g (peso
hdmedo) / 2 ml de proteina permaneciendo en agitacién lenta sobre
el agitador de tabla rotatoria durante 24 horas en frio. Dicho
método permite disminuir la concentrac.ibn del detergente lo
suficiente para que no interfiera en la caracterizacién de las

proteinas, aungue nunca alcanza a eliminarlo completamente.
6) cCaracterisacién electroforética (Schigger y col, 1986).
6.1 El tipo de electroforesis de sistema discontinuo que se

describe a continuacién permite la resolucién completa de las 11

subunidades del complejo III (Schégger y Von Jagow, 1987).
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gel separador (16%) gel de muestra (4%)
Bis—acrilamida

(0.938% / 30%) 16.0 ml 1.6 ml
Amortiguador

electroforético 10.0 ml 3.0 ml
Glicerol

(0.795% v/v) 4.0 ml —
Agua 7.4 ml
Persulfato de

amonio (10%) 100 ul 100 pl
TEMED 10 ul 10 ul

Amortiguadores utilizados

- electroforético: Tris 3 M, HCl 1 M, SDS 0.3%

- catédico (superior): Tris 0.1 M, Tricina 0.1 M, SDS 0.1%

- anddico (inferior): Tris-HCl 0.2 M (pH 8.9)

Solucién digestora: Tris-HC1 100 mM (pH 6.8), SDS 10%,
glicerol 30%, mercaptoetanol 4%,
azul de bromofenol 0.03%

Las muestras se digirieron durante media hora con solucié6n
digestora y se cargaron a un gel de poliacrilamida-SDS. Se corrié
en una cédmara de electroforesis (BRL V16 vertical) a 30 Volts
durante 1 hora y posteriormente a 80-100 V durante toda la noche.
Al término se £ijé con una solucién de metanol 50% y &cido acético
al 1.0%, se tifi6 con azul de Coomassie G-25 0.1% y &cido acético al
10% y se destifi6 con &cido acético al 10%.

Los geles de interés, se analizaron cuantitativamente mediante

barridos densitométricos con el aparato Ultrascan XL (LKB) acoplado

al programa de cémputo correspondiente.

6.2 Inmunorréplicas tipo Western (Towbin y col, 1979; Hawakes y
col, 1982).
Un método adicional en la caracterizacién de los citocromos fue

el uso de anticuerpos especificos contra la holoenzima, 1la
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subunidad III (cit b ) y la IV (cit ¢).
Anmortiguadores

- transferencia: Tris 25 mM (pH 7.5), glicina 192 mM, metanol
20%, SDS 0.1%

- TBS: Tris-HCl 20 mM (pH 7.5), NaCl 500 mM

- TTBS: Tris-HC1l 20 mM (pH 7.5), NaCl 500 mM, Tween 20
0.05%

- revelado: BCIP (fosfato de S-bromo-4-cloro-3-indolil)

30 mg / 4 ml dimetil formamida (DMF).
NBT (azul de nitrotetrazolio) 60 mg / 2.8 ml
DMF + 1.2 ml agua.

Primero se llevd a cabo la electroforesis con 5 pg de proteina
en cada carril. Al gel (sin ser sometido a tincién), se le colocéd
encima el papel de nitrocelulosa y se pusc entre papeles filtro y
esponijas (previamente remojados en el amortiguador de
transferencia) y la rejilla. Se us6 la camara de transferencia
(Hoefer TE22) durante 4 horas a 250 mA (corriente constante) y al
terminar, los segmentos de papel se lavaron dos veces por 5 min con
TBS (Tris, amortiguador salino)}. Se 1les agregdé gelatina al 3%
disuelta en el mismo amgrtiguador, por un minimo de 4 horas con el
fin de bloguear sitios inespecificos y se lavaron en TTBS (Tris,
Tween, amortiguador salino) dos veces (5 min). Se dejaron incubando
con el primer anticuerpo: anti-holoenzima, dilucién 1:20,000; anti-
cit b 132,000 o anti-cit ¢, 1:2,000 respectivamente, en presencia
de 1% de gelatina, toda la noche. Después se adicioné el segundo
anticuerpo (fosfatasa alcalina, que permite 1la reaccién
colorimétrica) 1:3,000 durante 4 horas, lavando antes y después con
TTBS. Para revelar, se agregé a cada tira una solucién de
bicarbonato de sodio 100 mM, cloruro de magnesio 1 mM (pH 9.8),

ademds de 200 sl de BCIP y NBT y se detuvo la reacciédn lavando con
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agua bidestilada.
(En todos los pasos, las tiras de papel de nitrocelulosa se
trataron con 20 ml de cada solucién en agitacién constante y a

temperatura ambiente).

7) Caracterizacién espectroscépica.

Las muestras se leyeron en el aparato Shimadzu UV (160U)
directamente o se diluyeron con el amortiguador fosfato de potasio
25 mM, EDTA de potasio 0.025 mM (pH 7.2) de ser necesario. Se

realizaron tres tipos de espectros:

7.1 Absoluto: en una celda de cuarzo de 0.5 ml se pusieron 250 ul
de muestra Y se leyd en el espectrofotémetro para obtener el
espectro oxldado, a continuacidén se le agregé ditionita en polvo
como reductor (Aldrich Chemical) y se siqui6é su absorbancia en un

rango de 350 a 700 nm.

7.2 Piridin-hemocromégeno: en una celda de 3 ml se mezclaron 1 ml
de hidréxido de sodio, 1 ml de piridina y 0.5 ml de agua y se
agregs 0.5 ml de muestra con la que se obtuvo el espectro oxidado.
Después, la solucién se redujo con un exceso de ditionita y se leyé
inmediatamente en el espectrofotémetro en el mismo rango anterior

(Horie y Morrison, 1963).
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7.3 Diferencial: en una celda de 0.5 ml se pusieron 300 pl de
muestra y se le agregd ferricianuro de potasio (Baker Analyzed) (1
M) a una concentracién final de 0.5 mM, se realizé la linea base
leyendo en el espectro de 500 a 600 nm, a continuacién se adicioné
ascorbato (Sigma) (1 M pH 7.0) 5 mM y se repitié la lectura, se
ajusté una segunda linea base con la misma muestra y se terminé de
reducir con ditionita en polvo para obtener el Gltimo espectro. El
contenido hémico del cit b y del cit c, se determiné con los
coeficientes de extinci6én 25 y 17.5 mM respectivamente (Degli

Esposti, 1986).

8) Ensayo de reconstitucién de 1la actividad ubiquinol~citocromo ¢
6xido-reductasa con el subcomplejo bc, y la proteina Fes

(Gonz&élez-Halphen y col, 1991).

Reactivos .

- Amortiguador: fosfato de potasio 25 mM (pH 7.2), EDTA de
potasio 0.025 mM.

- Fosfolipidos: asolectina 4 mg/ml, cardlolxpina 1 mg/ml
disueltos por sonicacién en fosfato de potasio 25
mM (pH 7,2), EDTA 0.025 mM, Tween 20 0.1% y azida
de sodio 1 mM.

- Tween 20: 20% v/v.

~-Ubigquinona: el DBH se preparé seqgin Trumpower y Edwards
(1979) en etanol 72 mM, se redujo con ditionita y
se extrajo con ciclohexano (0.6-0.8 ml) 3 veces,
se resuspendid en dimetil sulféxido y se obtuvo
su concentracién por su coeficiente de extincién
16 mM a 277 nm.

- Proteina FeS: se eluy6 de la columna de fenil-Sefarosa con
desoxicolato de sodio 1% por el método descrito
anteriormente. Su pureza se determiné por el
barrido densitométrico de la electroforesis y su
concentracidén precisa por la cuantificacién de
fierro con el espectro de absorcién atémica
(Perkin-Elmer 372) a 248 nm.
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= Sub be, y
cit c: la cantidad de proteina utilizada se dedujo de la
concentracién de cit b y cit ¢ que se obtuvo por
sus coeficientes de extincién ¢ = 25 y 19 mM
(Degli Esposti, 1986), al reducirse con ditionita
Y ascorbato respectivamente.

El subcomplejo bec, en presencia de 275 ug de fosfolipidos y la
proteina FeS se dializaron por separado toda la noche previa a la
reconstitucién contra el amortiguador de fosfatos para eliminar el
DTT presente en la preparacién'y se les midi6 proteina por el
método de Lowry. La muestra que contenia 300 pmolas de cit b se
incub6 con 900 pmolas de protefna FeS a 30°C durante 30 min. La
actividad de ubiquinol-citocromo c éxido~reductasa se siguié en un
espectrofotémetro de doble rayo (SLM-Aminco DW-2c) en el modo DUAL
{550-540 nm) en una celda de cuarzo de 3 ml con agitacidén en
presencia de: lipidos 25 ug/ml, catalasa 25 unidades/ml, superéxido
dismutasa 10 unidades/ml, Tween 20 & Tritén X-100 0.2%, cit c 30 uM
Yy DBH 15 uM para disparar la reaccién, aforando a 2 ml con

amortiguador de fosfatos.

51



RESBULTADOS

Para poder llevar a cabo el primer objetivo planteado en este
trabajo con respecto a la separacién de fases del complejo III
mitocondrial, fue necesario establecer una metodologia donde se
abtuvieran los resultados 6ptimos. Entre las modificaciones més
importantes, cabe mencionar el someter la proteina a dialisis
intensiva con lo que se elimind el colato, cuya presencia inhibe
que el Tritén X-114 se salga de fase (ver fig. 16). Dicha técnica
se estandariz6 al poder separar la mezcla de citocromo oxidasa, (de
caracter hidrof6bico) y el citocromo ¢ {(una proteina totalmente
hidrofilica) y recuperarlos en su respectiva fase después del
tratamiento, tal como se muestra en el gel de poliacrilamida-sDS de
la figura 17 a y b.

Asi mismo, la metodologia implementada fue de utilidad cuando se
quiseo comprobar el cargcter hidrofilico del fragmento V" -de 1la
proteina FeS al someter el complejo III a proteflisis limitada con
tripsina, como se observa en el articulo del apéndice anexo.

Al probarse con el complejo III, aGn después de realizarse dos
separaciones consecutivas, el cit b (subunidad III) permanece en la
fase rica en TX-114 y la proteina FeS (subunidad V) en la fase
hidrofilica segn lo esperado siguiendo el modelo topolégico
descrito en la introduccién, sin embargo, el cit ¢, (IV) y la
subunidad VI entre otras, se distribuyen equitativamente en ambas
partes por 1lo gue no hay una completa resolucién de los

polipéptidos en forma aislada (ver fig. 18).
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Fig. 16: Inhibici6én de la separacién de fases del Tritén X-114 por
concentraciones crecientes del detergente colato, en donde el 100%
de recuperacién de TX-114 en 1la pastilla corresponde a una

absorbancia de 2.417 a 275 nm en ausencia de colato.
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Fig. 17: a) Electroforesis
de la separacién de fases
de la cit oxidasa y el cit
c. 1) cit oxidasa purifica
da 11.7 pg de proteina, 2)
mezcla cit oxidasa 11.7 ug
+ cit ¢ 3.3 pg = 15 kg to-
tales antes de la separa-
cién, 3) Pastilla (fase hi
drofébica) 11.7 pg y 4) sQ
brenadante (fase hidrofilji
ca) 3.3 ug. b) Barrido dep
sitométrico en donde 1,2,3
Yy 4 corresponden a los mig
mos carriles que en a).

cit.c—|

- N2KDa
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Fig. 18: Patrén electroforético de 1la separacién de fases
consecutiva del complejo III con el TX-114, en donde (C)
corresponde al complejo III purificado (20 ug de proteina), (P) la
pastilla que se obtuvo después de dos separaciones sucesivas (20
#g), (SN 1) primer sobrenadante (20 pug) y (SN 2)  segundo
sobrenadante (20 ug) recuperados. Del lado lzquierdo se indica el
ntGmero de la subunidad.

Para obtener una mejor resolucién de la separacién de fases se
prob6 el uso de clorhidrato de guanidina. Sin embargo, se observd
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que la adicién de concentraciocnes crecientes de este agente
caotrépico no condujo a mejores resultados, e incluso, inhibié la

la separacién de fases del detergente (fig. 19 y 20).
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Fig. 19: Inhibici6én de la separacién de fases del Tritén X~114 por
concentraciones crecientes de clorhidrato de guanidina, en donde el
100t de recuperacisén del detergente en la pastilla corresponde a
1.92 de absorbancia a 275 nm ensgusencla del agente caotrépico.



Fig. 20: Patrén electroforético de la separacién de fases del
complejo III con TX-114 en presencia de clorhidrato de guanidina.
(C) Complejo III purificado (20 ug de protefina), (P) pastilla (fase
hidrofébica con 20 ug) y (SN) sobrenadante (fase hidrofilica con 10
#g). Los ndmeros 1 y 2 indican la concentracién del agente
caotrépice 0.0 y 0.5 M respectivamente.
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En presencia de urea (otro agente caotrépice), se obtuvieron
buenos resultados en la separacién de fases considerando que sélo
se llevé a cabo una vez. Como se observa en la fig. 21, el cit b
(subunidad III) permanece en las pastillas de detergente, mientras
gue las subunidades V y VI se enriquecen parcialmente en el

sobrenadante alrededor de una concentracién de 2.0 M de urea.

1 2a. 2h.3a._.3b 48 _qab_Sa__Sb _Ga. &b Za b _Ba B8b

i

] R i G e W R S i Wkl G WD eah W G aokoa

‘U 3.7
7.8
v 5.0
VI sweezics wmiaipgs, PENSSE— 13.4
vit - B
Vil
x
x 7.a

Fig. 21: Electroforesis de la separacién de fases del complejo III
con TX-114 a concentraciones crecientes de urea. (a) Pastilla con
20 ug y (b) sobrenadante con 20 ug de proteina. Los nfimeros
superiores indican: 1.- complejo IIT antes de la separacién de
fases (20 ug de proteina), y a continuacién las concentraciones de
urea que se utilizaron: 2.~ 0.0 Molar, 3.- 0.5 M, 4.- 1.0 M, 5.~
‘L.5M, 6.-2.0M, 7.- 2.5M Yy 8,~ 3.0 M. Ademas del lado izquierdo

- se indica el ndmero de subunidad y del lado derecho algunos de los
pesos moleculares de las proteinas segtn su migracién
electroforética (Schigger y col, 1986).



Por Gltimo, se probd la separacién de fases con el subcomplejo
constituido por los citocromos b y c; (ver mis adelante), bajo el
supuesto que, con una estructura mas sencilla, se lograria la
separacién de los mismos. Sin embargo, tampoco se recuperaron en

forma aislada, (datos no mostrados).

Dado que la separacién de fases del complejo III intacto con el
detergente TX-114 no separa eficientemente a las subunidades
hidrofilicas de las hidrofébicas, como sucede en el caso . del
complejo be, de bacterias (Payne y Trumpower, 1987), se decidié
disociar a las diferentes subunidades del complejo utilizando una
cromatografia hidrofébica de fenil-Sefarosa. Los resultados
obtenidos se desglosardn segin los tres pasos que se siguieron en
la metodologia.

a) Primera columna de DEAE-Biogel A: El complejo III obtenido
por el método de Rieske en presencia de lauril maltésido cargado a
esta columna, se sometié a un gradiente discontinuo de cloruro de
sodio con el que se obtuvieron los complejos II y III a baja y alta
fuerza iénica respectivamente (fig. 22). La succinato
deshidrogenasa representa el 6-7% del total de proteina con el que
se comenzé y el complejo III se recupera casi en'su totalidad. En
el gel de poliacrilamida de la figura 24a, que se muestra mas
adelante, se puede comparar el complejo III en presencia (carril B)
y ausencia (carril 7) de las subunidades de alto peso molecular del

complejo II.
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Fig. 22: Perfil de elucién de la primera columna de DEAE-Biogel A
que se siguid por la lectura de proteina a 280 nm, utilizando un
gradiente discontinuo de cloruro de sodio (concentracién molar). La
doble marca sobre la linea del perfil indica que se interrumpié la
lectura de las subsecuentes fracciones y se comenzé con el segundo

gradiente.
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b) Columna de fenil-Sefarosa: El complejo III puro que se cargd
a esta columna, se lavé extensamente con 0.25% de desoxicolato de
sodio y alta fuerza iénica con el fin de quitar los fosfolipidos
asociados al complejo (Shimomura y col, 1986); dicho lavado es
necesario para poder disociar posteriormente a la proteina fierro-~
azufre. Al aumentar la concentracién del detergente a 1% y eliminar
el cloruro de socdio, se obtiene una fraccién enrigquecida en 1la
proteina FeS (60-70% de pureza) en presencia de las subunidades I
y II, como se observa en su respectivo barrido densitométrico (que
se muestra m&s adelante). Puesto que el desoxicolato precipita
facilmente en presencia del clorhidrato de guanidina, es necesario
intercambiarlo por colato de sodio a la misma concentracitn, con el
que se eluyen Gnicamente las subunidades I y II. Al adicionar el
agente caotrépico (clorhidrato de guanidina) en una concentracién
de 1.5 M se obtiene esencialmente a la subunidad VI y al aumentar
la concentracién a 3.0 M se obtienen los polipéptides VI y VIII
todavia en presencia de las subunidades I y II. Después de lavar la
columna, el subcomplejo constituido por las subunidades III (cit b)
y IV (cit ¢;) es eluido con 1.5% de Trit6n X-114.

El perfil de elucién se presenta en la figura 23 y el patrén
electroforético y el barrido densitométrico dé las diferentes
fracciones en las figuras 24 a, b y c. Como se observa, existen
diferencias con respecto a los resultados obtenidos por el mé&todo

original de Shimomura y col. (1986) que se discutiran mas adelante.
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Fig. 23: Perfil de elucién de la columna de fenil-Sefarosa CL 48,
que se siguié por la absorbancia a 280 nm excepto para el Gltimo
pico que se ley6 a 415 nm debido a la interferencia del detergente
TX-114 con la lectura de protefna. Los nfimeros en la parte superior
indican el amortiguador con el gue se eluy6 (ver métodos) y los
nGmeros romanos las subunidades enriquecidas del complejo III. Las
dobles marcas sobre la linea del perfil indican el principio y
término de la lectura de las fracciones que contienen a las
subunidades arriba sefialadas, las cuales se colectaron por separado
y se analizaron posteriormente.
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Fig. 24: a) Patrédn electroforético de las subunidades eluidas de la
columna de fenil-Sefarosa, en donde todos los pozos hay 10 ug de
protefna. De derecha a izquierda, el carril -“8.- presenta el
complejo III todavia en presencia de las subunidades de alto peso
molecular de la succinato deshidrogenasa (por arriba de 1las
subunidades I+II), 7.- el complejo III puro eluido de la columna de
DEAE-Biogel A, y en los carriles subsecuentes se presentan las
fracciones que se eluyeron con los amortiguadores en presencia de:
6 y 5.+ DOCNa 1%, 4.- colato Na 1%, 3.- clorhidrato de guanidina
1.5 M, 2.- clorhidrato de guanidina 3.0 My 1.— Trit6n X-114 1,5%
b) Barrido densitométrico de las subunidades presentes en cada
fraccién que se muestran en a).

c) Barrido densitométrico de la misma fraccién que se muestra en
los carriles 5 y 6 enriquecida en la proteina FeS peroc gque se
corrié nuevamente en otro gel por separado.

64



(415 nm)

c) Segunda columna de DEAE-Biogel A: al cargar el subcomplejo
bc, en esta columna, el citocromo b salié en el volumen de
exclusién, mientras que el cit c; solo eluyé en presencia de Tween
2% y cloruro de sodio 400 mM (fig. 25). La electroforesis y el
barrido densitométrico muestran la separacién de los citocromos en
las figuras 26 a y b. Ademas, la pureza de los citocromos tanto en
el subcomplejo como en su forma aislada, se corroboré® con las

inmunorréplicas tipo western que se muestran en la figura 27.

1,2

Cit c1

0,6 Cit.b
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Fig. 25: Perfil de elucidn de la segunda columna de DEAE-Biogel A,
cuya lectura se siguié por la absorcién de los grupos hemos a 415
nm. Las fracciones que corresponden al cit b constituyen el volumen
de exclusién, mientras que el pico del cit c, se eluybd con Tween
2%, NaCl 0.4 M. s
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Fig. 26: a) Patrén electro-
forético y b) barrido densji
tométrico de los citocromos
eluidos de la 2a columna de
DEAE-Biodel A en donde cada
carril contiene 10 pg de
proteina: 1.- complejo IXIX
puro, 2.- cit ¢,, 3.~ cit b
Y 4.~ subcomplejo be, en
presencia de TX-114. Del 13
do derecho se muestran los
pesos moleculares de los ci
tocromos, aguellos marcados
con una X son los datos ob-
tenidos por el barrido den-
sitométrico indicando que
la banda de 69.7 Kba co-
rresponde al dimero del ci-
tocromo b.
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Cit b
Cit cy

Fig. 27: Inmunorréplicas tipo Western de los citocrrmos b y c,. Las
letras en la parte superior indican el anticuerpo que se us6: (A)
anti-holoenzima 1:20,000, (B) anti-citocromo b 1:2,000 y (C) anti-
citocromo c, 1:2,000. En la parte inferior se sefialan los carriles
de la electroforesis los cuales contienen 5 ug de proteina cada uno
y corresponden a: 1.- complejo III puro, 2.- subcomplejo bc,, 3.~
cit b purificado y 4.- cit c, purificado. Es de hacerse notar que
el anticuerpo anti-holoenzima no reconoce al citocromo b.
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Caracterizacién espectroscépica: el subcomplejo be, y los
citocromos purificados presentan un espectro absoluto oxidado con
un solo pico ¥ (Soret) maximo entre 415.5 y 416.5 nm, mientras que
tienen tres regiones de absorcién tipicas al ser reducidos con
ditionita a, 8 y ¥ cuyos -valores miximos varian ligeramente entre
si como se muestra en las figuras 28a, 29a y 30a, especialmente
para el caso del cit [

El espectro de piridin-hemocromégeno, que determina la cantidad
total de hemo independientemente de su unién con la proteina, no
resolvié a los citocromos b y ¢, en el subcomplejo, ni mostré un
incremento en absorbancia con respecto al espectro absoluto, peroc
se observa un desplazamiento de los picos m&ximos de absorcién con
respecto a los obtenidos solamente con ditionita (fig. 28b).

Los espectros diferenciales, para el caso del cit b, tanto en la
proteina pura como en el subcomplejo bc,, no mostré una diferencia
significativa en su miximo de absorcién con respecto a 1lo
reportado, siendo de 560~561 nm al ser reducido con ditionita (fig.
28c y 29b). El espectro del cit ¢,, tampoco se ve modificado dentro
de los rangos reportaéos 552-553 nm, pero si presenta diferencia en
cuanto a su potencial redox puesto que el ascorbato resulta
insuficiente para reducirlo y ahora requiere de la presencia de
ditionita para reducirse completamente (fig 30b). Esto también se
ve reflejado en el espectro diferencial del subcomplejo (fig. 28¢c),
donde pareciera gque la cantidad de hemo b con respecto al c, es
considerablemente mayor al esperado, (para su comparacién ver fig.

7b) .
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Fig. 28: Espectros de absorcién del subcomplejo bg; obtenido de la
columna de fenil-Sefarosa. a) Absoluto: el espectro oxidado
presenta un solo pico Soret a 416.5 nm y el espectre reducido con
ditionita muestra las tres regiones caracteristicas a (560 nm), B
(529.5 nm) y ¥ (427.5 nm). En el recuadro se amplifican los picos
a y B. b) Piridin-hemocromégeno: el espectro oxidado presenta un
solo pico Soret a 415 nm y el espectro reducido con ditionita
muestra un corrimiento de los picos a (553 nm), B (529 nm) y ¥ (416
nm) con respecto al espectro reducido en (a). c¢) Diferencial
(ditionita menos ascorbato) en el gue se muestra sclamente la
regién a y B: el pico a 560.4 nm producto de la reduccién con
ditionita corresponde al cit b mas un porcentaje del cit c, gue se
observa en un ligero hombro. La fraccidn del cit ¢, reducible por
ascorbato corresponde al pico a 552.1 nm., Del lado derecho se
indica el incremento en la absosrgbancia de ambos citocromos.
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Fig. 29: Espectros de absorcién del cit b. a) Absoluto: en el
espectro oxidado s6lo hay un pico de absorcién méximo en la zona
Soret a 416.5 nm, mientras que en el espectro reducido con
ditionita se observa un pico a a 561 nm, uno B a 531.5 nm y el ¥ a
428.5 nm. Se inserta la amplificacién de la zona a y B. b)
Diferencial (reducido con  ditionita menos oxidado con
ferricianuro) : se muestra tinicamente la zona a y 8 con un m&iximo de
absorcién a 561 nm y cuyo incremento en la absorbancia es de 0.048.
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Fig. 30: Espectros de absorcién del cit ¢,. a) Absoluto: el
espectro oxidado presenta un pico miximo de absorcifn a 415.5 nm.y
al ser reducido con ditionita tiene un pico a a 553 nm, uno B8 a
$23.5 nm y uno ¥ a 418 nm, en el recuadro se amplifica la zona a y
B. b) Diferencial (reducido con ascorbato o ditionita menos el
oxidado con ferricianuro): se muestra Gnicamente la zona a y 8 del
espectro, en donde se observa que el ascorbato resulta insuficiente
para reducir al cit c; y es necesario utilizar ditionita que lo
reduce completamente sin cambiar el maximo de absorcién de 553 nm.
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Debido a gue el citocromo ¢, no se redujo con ascerbato
completamente, resulté muy dificil poder conocer la relacién cit b
/ cit ¢, en el subcomplejo bc, por lo que, con el objeto de tener
una mejor aproximacién de la cantidad de hemo por mg de proteina y
la relacién de hemos existente en el subcomplejo se siguié un
enfogue diferente, gue se describe a continuacién:

a) Primero nos encontramos con el problema de la determinacién
de proteina, ya que el método de Lowry generalmente utilizado
sobreestimaba la concentracién real de las muestras debido a la
elevada cantidad de detergente gue contenian (alGn después de ser
tratados con BioBeads). Para demostrarlo, se realizd una
electroforesis en 1la que se pusieron distintas cantidades de
proteina de complejo III puro, subcomplejo bc, (que se obtuveo de la
columna de fenil-Sefarosa), y los citocromos b y c; purificados
(fig. 31); luego se analizd por el barrido densitométrico y como se
muestra en la tabla II, el incremento del &rea de los citocromos no
corresponde a la cantidad de proteina que se cargé en cada carril
del gel segGn la determinacién hecha por Lowry, tomando en cuenta
que el cit b en el complejo III corresponde al 11,.6% del total de
subunidades, en el subcomplejo bc, al 49.9% y en forma pura al 100%
y que el cit c, participa con el 15.7% en el compiejo, 50.1% en el
subconmplejo y corresponde al 100% después de haber sido purificado.
Cabe seflalar que dicho anilisis puede hacerse gracias al hecho de
contar con un complejo III nativo altamente purificado, donde se
puede cuantificar espectroscépicamente el contenido de los

citocromos b y ¢,. Con esta preparacién, es posible compar'ar, las
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otras muestras obtenidas: el subcomplejo be,, el cit b puro y el

cit ¢, puro, con base en los barridos densitométricos de cada

patrén electroforético.

Fig. 31: Electroforesis de (A) complejo III puro, (B) subcomplejo
bc, eluido de la columna de fenil-Sefarosa, (C) citocromo b puro y
(Ds citocromo ¢, puro, en donde los carriles presentan cantidades
crecientes de proteina: 1l.- 5 ug totales, 2.- 10 pg, 3.~ 15 ug b
4.- 20 ug (cuya concentracién se determiné por el método de Lowry).
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Tabla II: Valores del barrido densitométrico de los citocromos de
la figura 31.

Concentracién de proteina (Lowry)
S [s] 15

O _pg
Paso de purificacién:
- la colum. DEAE~Biogel A
cit b (11.6%)" 0.13828 0.53116 0.73642 1.23664
cit ¢ (15.7%)° 0.23072 0.71456 1.00700 1.70336
- Columna fenil-Sefarosa
cit b (49.9%)" 0.61184 0.77644 1.50860
cit ¢ (51.1%)" 0.55060 0.97860 1.49596
- 2a coium. DEAE-Biogel A
cit b {100%)* 0.82292 1.25364 1.79064 )
cit ¢, (100%)* 1.09216 2.03960 2.92956 3.43588

* Porcentaje al que corresponde cada citocromo en el complejo III,
en el subcomplejo bc, y las proteinas puras respectivamente. (EL
valor de &rea = unidades arbitrarias abs/mm).

b) A continuacién se graficaron las Areas obtenidas por el
andlisis densitométrico contra la cantidad de proteina cargada en
el gel (seglin el método de Lowry) para verificar que se mantenia
una relacién lineal, lo que nos permitirfa hacer los c&lculos
subsecuentes. Efectivamente, en la fig. 32 se demuestra que los
citocromos tanto en f;rma pura como en en el complejo y el
subcomplejo (éstos Gltimos no se muestran] mantienen una relacién
lineal en el incremento de &rea con respecto a la cantidad de
protefna. Es de aclararse que el que no todas las graficas partan
del mismo punto posiblemente se deba a que el programa
computacional al integrar las A&reas de los diferentes picos no
establece la misma linea base para los citocromos puros que para

los que conforman al complejo III (fig. 26b).
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Pig. 32: Relacién del 4&rea (determinada por el barrido
densitométrico) de los citocromos en el complejo III puro y de los
citocromos purificados (P), con respecto a la cantidad de proteina
(determinada por el método de Lowry) cargada en el gel de la fig.
31, donde se muestra que se mantiene una relaci6n lineal.
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c) Se realiz6 una curva patrén para cada unc de los citocromos
b y ¢, del complejo III puro al graficar el &rea del barrido
densitométrico contra su concentracién real, es decir, tomando en
cuenta dos aspectos: 1) el espectro de absorcién del cit c; en el
complejo III intacto del cual no se cree gue haya perdido su grupo
hemo en la purificacién con lauril maltésido (puesto gue est§ unido
covalentemente, presenta espectros de absorcidn correspondientes al
citocromo nativo y es una preparacién enzim&ticamente activa, capaz
de catalizar actividad de ubiquinol-citocromo c 6xido-reductasa
sensible a antimicina) dando una concentracién de 36.65 nmolas/mg
de proteina y 2) los pesos moleculares de ambos citocromos
obtenidos por su secuenciacién (tomados de Gonz&lez-Halphen, 1990} .
Para construir esta gr&fica se considerd que cada polipéptido b y
¢, mantiene una relacién con el complejo nativo y entre ellos de
1:1 y los diferentes puntos se obtuvieron al multiplicar 1la
concentracién real de proteina por la cantidad de ul cargados en
los carriles 1,2,3 y 4 del gel de poliacri'lamida de la fig. 31. En
esta segunda grafica se exfrapolaron los valores de los barridos
densitométricos de los citocromos purificados y los del subcomplejo

be, para obtener su concentracién real de proteina (fig. 33).

76



D weo-~o

1
1 15 2 2,5
ug de proteina

= Citb —+— Cit ¢1

Fig. 33: Relacién del 4&rea (determinada. por el barrido
densitométrico) de los citocromos b y ¢, pertenecientes al complejo
III intacto con respecto a su cantidad &e proteina real determinada
por el espectro de absorcién del cit c, guardando una relacién
entre los polipéptidos III y IV de 1:1, (por ejemplo, 1 ug de
proteina corresponde a 0.037 nmolas de cit ¢, y a 0.023 nmolas de
cit b respectivamente).
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Con base en los datos espectroscépicos y la concentracién de
proteina real de los citocromos, determinamos que la reduccidn del
cit ¢, por ascorbato corresponde al 52% de su reduccién total con
ditionita (fig. 30b) y gue por lo tanto, la relaci6n de los hemos
b con respecto al hemo ¢, en el subcomplejo es de 1:1 por lo que
uno de los hemos del cit b se perdié durante el proceso de
purificacién.

Los resultados del proceso de purificacién de los citocromos se

resumen en la tabla ITI.

Tabla III: Rendimientos- finales en el proceso de purificacién

Paso de purificacién proteina total hemo recuperacién
mg nmolas/mg de hemo %

- C III Rieske 123

cit b 46.96 100.0

cit c1 36.65 100.0
~ la columna DEAE-Biogel A 115

cit b 35.79 76.22

cit c 36.65 100.0
- Columna fenil-Sefarosa 4.00 {apr)

cit b . 25.83 55.00

cit c 28.27 77.14
- 2a co!l.umna DEAE-Biogel A

cit b 2.47 (apr) © 25.02 53,27

cit c, 1.00 (apr) 28.27 77.14

apr = aproximadamente.

El cenocimiento de los resultados antes mencionados como: 1la
concentracién de proteina del subcomplejo, la cantidad de hemos
presentes en los citocromos y la pureza de las proteinas por
electroforesis, permitieron 1llevar a cabo el dltimo objetivo
planteado en este trabajo correspondiente al ensayo de
reconstitucién de la actividad del subcomplejo be, con la proteina

FeS. Sin embargo, como esta proteina se encontraba en presencia de
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SALIR Df LA BIBLIOTECA

las subunidades estructurales I y II (fig. 24), se cuantifics 1la
cantidad de hierro presente en la muestra con el espectro de
absorcién atémica, extrapolando su absorbancia en una curva patrén
de hierro de 0 a 5 ;:pm, (fig. 34) y se consider6 que la FeS tiene
dos &tomos de hierro por, polipéptido para obtener la concentracién
real, la cual corresponde‘ al 61-65% de pureza, rango que se
encuentra comprendido en el ya antes obtenido por -el barrido
densitométrico que se mostré en la fig. 24c. El resultado final es
de 2.7-3.3 mg de proteina FeS pura con un contenido de hierro no-
hémico de 41.73 nmolas / mg de proteina 1o gque corresponde al 89%

de lo esperado teéricamente.

0.2

FECERT ST TY. 0
L4
T

0,05 .

(248 nm)

o 1 ) 1 .
0 1 2 3 4 5 6

ppm hierto

Fig. 34: Curva patrén de hierro a partir de su absorcién atdmica
utilizando soluciones con diferentes concentraciones de hierro.
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Los datos del ensayo de reconstitucién de la actividad de

ubiquinol-citocromo ¢ reductasa se resumen en la tabla IV.

Tabla IV: Ensayo de actividad

En presencia proteina actividad
de: pg totales umolas cit ¢ red/min
- ubiquinol —— 0.0
~ be, 44.85 0.0011
- FeS 21.59 0.0051
- bc‘ con FesSs 66.44 0.0051
- bec; con Fes ¥y
anl:imici.na 66.44 0.0051

Como se observa en la tabla, los datos corresponden a la
actividad inespecifica de las proteinas utilizadas en el ensayo, lo
que nos permite compararlos. No se detecta reduccidn quimica del
citocromo c por el ubiquinol (DBH) lo que sirve como control. La
actividad medida corresponde al paso de electrones de la proteina
FeS 6 el subcomplejo bc, al cit c sin la intervencién del ciclo Q,

las posibles razones se discutiran mis adelante.
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DISCUSION
S8eparacién de fasaes con el datergente Tritén X-114.

La purificacién de 1los centros redox de una proteina- es
fundamental para su estudio estructural y funcional. En el caso-del
complejo IIT mitocondrial, se han propuesto diferentes metodologias
para el aislamiento del cit b o del cit c; (von Jagow y col, 1978;
Shimomura y col, 1985) comprometiendo en cualquier caso la pérdida
de alguno de ellos, ademis de ser procedimientos largos que en su
mayorfa llevan a la pérdida de proteina y desnaturalizacidn de la
misma. En el presente trabajo, se traté de encontrar una
metodologia en donde se recuperaran ambos citocromos sin pérdida de
sus caracteristicas espectroscépicas, para lo cual se implementé
primeramente, un tipo de separacién de fases en el que se utilizé
el detergente no-iénico Tritén X-114, con el cual Payne y Trumpower
(1987) habian obtenido buenos resultados en la purificacién de los
citocromos del complejo bc, homélogo en procariontes. De esta parte
del trabajo, podemos decir que la técnica resulta de gran utilidad
cuando -en ;la muestra a disociar, se encuentran proteinas de
caracter marcadamente hidrofébico e hidrofllicob respectivamente,
como pueden ser todas las proteinas de membrana con respecto a las
proteinas solubles (Bordier, 1981); asi, la mezcla de cit oxidasa
y cit ¢, resulta facil de separar, o cuando la proteina a purificar
tiene una estructura mas sencilla como en el casc de los complejos

respiratorios de bacterias. También, es una herramienta que nos
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ayuda a demostrar el caracter hidrof6bico o hidrofilico de un
péptido o ‘de un fragmento de una proteina gue se obtuvo por
digestién con proteasas, como el segmento V'* de la proteina FeS
(ver apéndice). Sin embargo, 1la técnica presenta ciertas
limitaciones, ya que primero hay que encontrar un sistema ideal de
disociacién y puesto que el coeficiente de reparto de las proteinas
en estas condiciones se ve afectado por la concentracién del
polimero (detergente), la fuerza iénica, el tamafic de las proteinas
Y su concentracién y el tipo de ligando al que esté&n asociadas, no
siempre resulta ser un procedimiento rapido y sencillo.

En el presente trabajo se logré obtener una recuperacién
completa del citocromo b en la fase hidrofébica después de realizar
la separacién de fases del complejo III con el Tritén X-114, tal
como se muestra en las figuras 18, 20 y 21, sin embargo, la
imposibilidad de disociar completamente a los citocromos del
complejo con el método-v propuesto, nos da idea de la estrecha
relacién que guardan entre ellos y con el resto de las proteinas
estructurales, no s6lo por uniones de t:i.po Van der Waals, sino
también interaccciones electrostaticas (dipolo-dipolo, puentes
iénicos y de hidré6genc), uniones covalentes como puentes disulfuro
e interacciones hidrofébicas (Link, 1986).

Cabe mencionar, que existen otros tipos de separaciones de fases
que incluyen sistemas con diferentes polimeros como Dextran y 6xido
de polietileno (PEO), pero que en este trabajo no se probaron, ya
que es dificil hallar una proporcién ideal de separacién, (para su

revisién ver Baskir y col, 1989).
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Disociacién de las subunidades del complejo be,.

Puesto que la sepgracién de fases del complejo III no nos llevd
a resultados concluyentes, se probé un segundo tipo de enfoque
metodolégico, utilizando el mismo detergente Tritén X-114 en una
cromatografia de hidrofobicidad y siguiendo el mé&todo reportado por
Shimomura y col (1986) modificado por nosotros en el laboratorio.
Ccon esta técnica se logré la obtencién de un subcomplejo
constituido Gnicamente por los dos citocromos b y c,. Es de hacerse
notar que en el método original de Shimomura y col (1986) se
utiliza un detergente no iénico de la misma familia de los poli=-
oxietilenos, el C,,E; (dodecil octaetilén glicol monoéter) que
presenta un grupo hidrofilico con 8 grupos oxietilenos. Sin
embargo, la diferencia en la estructura de los detergentes es
critica en la separacién de los citocromos, puesto que con el C,E,
se eluye Gnicamente al citocromo ¢,, mientras que con el TX-114 se
obtiene un subcomplejo formado por ambos citocromos.

La metodologia que proponemos cuenta con otras variantes que
también favorecen 1la obtenci6n de diferentes resultados con 7
respecto a la cromatografia del método original: a) el complejo III
purificado por el método de Rieske (1967) sieml;re presenta como
contaminantes subunidades de alto peso molecular pertenecientes al
complejo IX, es por esto que nosotros hicimos una resolubilizacién
con lauril maltésido y lo cromatografiamos en una columna de DEAE-
Biogel A para eliminar dichos contaminantes; b) se incluyeron 2

lavados adicionales de la columna de fenil-Sefarosa intercalados
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antes y después del uso del clorhidrato de guanidina, 1lo que
modifica el perfil de elucién reportado (ver fig. 15a) y c) el
primer cambio de detergente de desoxicolato a colato (amort 3)
eluye parte de las subunidades I y II lo que tal vez permita gque al
usar el agente caotrSpico a 3.0 M se disocie la subunidad VIII (una
proteina gque ha sido dificil de purificar), que no se observa en el
patrén electroforético original (fig. 15b) y si se presenta
claramente en nuestra preparacisén (fig. 24).

El Tritén X-114 tuvo una tercera ventaja, ya que su carfcter no-
iénico permitié que se pudieran separar posteriormente a los
citocromos en una columna de intercambio iénico en donde el cit c,
se unié a la resina, mientras el cit b eluy6 en el volumen de
exclusién. Para eluir al cit ¢, fue necesario aumentar la fuerza
ibniéa.

Resulta interesante el que sea necesario agregar DTT
(ditiotreitol) en los aportiguadores con los que se eluyeron los
citocromos en ambas cromatografias para obtener mejores resultados
espectroscépicos, al parecer la forma reducida de las proteinas
previene en cierta medida 1la desnaturalizacién durante el

procedimiento.
Purificacién de loa citocromos tipo b y oy

" En la literatura se encuentran reportados diferentes métodos de
purificacién del cit b de bovino, de Neurospora crassa y de

levadura (Hatefi, 1985), sin embargo, en todos ellos se presenta
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algin tipo de alteracién en las propiedades de los productos
finales, ya sea en los potenciales redox, en la sensibilidad a
monéxido de carbono, en las propiedades espectroscépicas o en la
facilidad con que se disocian los grupos hemo. AGn cuando se conoce
gue el apocitocromo b presenta una alta afinidad por su grupo hemo
con una constante de disociacién de 1.0 nM, hay que recordar que se
encuentra unido no covalentemente (Granick, 1978), por lo que puede
disociarse facilmente al desnaturalizar parcialmente a la proteina.
Se ha demostrado gue el grupo hemo y la funcién de los citocromos
b en la mitocondria no solo depende de la interaccién proteina-
proteina, sino gue también son importantes 1las interacciones
proteina-lipidos que parecen estabilizar a la proteina (Salerno,
1986) . Sin embargo, para su extraccién es necesario el uso de
elevadas concentraciones de detergente que eliminan principalmente
el medio lipidico, asi como el requerimiento de incluir agentes
caotrépicos, para poder disociarlo de las otras subunidades.
Cabe sefialar que el mis alto rendimiento en contenido hémico que
se ha reportado fue para el caso de levadura con 36.7 nmol/mg de
proteina (78% de lo esperado), solubilizando al complejo III con
0.5% de colato y el reactivo 3,4,5,6-tetra-anhidro hidroftalico
{lisina modificada) y cromatografidndolo en “una columna de
hidroxiapatita (T'Sai y Palmer, 1982). Por otra parte, el fnico
caso en el que se ha obtenido un cit b que al titularlo presenta
alin un potencial redox bifasico (indicativo de la presencia de los
dos hemos), es el reportado por von Jagow y col (1978) a partir de

corazén de bovino, que incluye seis cromatografias, cuatro a través

85



de columnas de hidroxiapatita (fosfato de calcio) y dos a través de
Sephadex G-25 (filtracién en gel), utilizando Tritén X-100 Yy
clorhidrato de guanidina 1.5 M. Sus resultados muestran un
coﬁponente de alto potencial medio de -85 mV y uno de bajo de -5
mV, sin embargo, ambos se encuentran 100 mV por debajo de los
valores del cit b nativo, cuando se encuentra unido al resto del
complejo.

La preparacién de cit b que obtuvimos después de su purificacién
presenta un contenido hémico de 25 nmolas/mg de proteina, lo cual
representa una disminucién aproximada del 50% con respecto al
complejo nativo. Este resultado, se puede interpretar desde dos
puntos de vista: una posibilidad es que todos los citocromos b de
la preparacién pierdan uno de los hemos y mantengan el otro, lo que
nos puede estar indicando una estequiometria de un hemo b por un
hemo ¢, en el subcomplejo bec; después de la columna de fenil-
Sefarosa; la segunda posibilidad es que la mitad de los citocromos
b no presenten ninguno de los hemos y la otra mitad mantengan los
dos. Yo considero que es mids factible la primera propuesta, con
base en que si la muestra tuviera los apocitocromos sin sus hemos,
esto la haria muy inestable y se desnaturalizaria rapidamente. Sin
embargo, ' hemos observado que nuestra preparacién se mantiene
estable hasta varios meses después de su purificacién. Por otra
parte, se ha reportado que al hacer mutagénesis dirigida en el
complejo bc, de Rhodobacter sphaerojdes para intercambiar las
cuatro histidinas que sirven de ligandos de ambos hemos por algfin

otro aminodcido como aspartico o asparagina, se pierde facilmente
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el hemo b-562 (lado Qn de la membrana) mientras que el hemo b-566
(lado Qp) permanece unido (Yun y col, 1991b). En nuestra
preparacién resulta diffcil asumir que sucede lo mismo, ya que se
trata de complejos bc, con distinta complejidad estructural. Aunque
no se puede descartar esta Gltima posibilidad, me inclino a suponer
que el hemo que permanece es el b-562, porque se encuentra embebido
en la parte hidrofébica de 1la proteina y porque el miximo de
absorci6n se encuentra mas cercano a 562 nm. A futuro, se podra
demostrar si nuestra preparacién de citocromo b mantiene ambos
citocromos o si pierde alguno y cual de los dos, mediante su
titulacién potenciométrica. Cabe sefialar, que se intent6é restituir
los hemos del cit b dentro del subcomplejo bc; utilizando hemina
(.Degli Esposti, 1989) y aunque no se logrd, es otra via factible de
seguirse estudiando con el fin de recuperar una preparacién con
contenido hémico mas elevado (datos no mostrados).

La purificacién del cit ¢, conlleva menos problemas
metodolégicos puesto.que presenta un s6lo cruce transmembranal y el
resto es una proteina periplasmica con un grupe hemo unido
covalentemente, 1o que posiblemente halla sido una respuesta
evolutiva gque evitara que se perdiera facilmente en el entorno
liquido del espacio periplasmico, ya que la disl.zonibilidad de 1la
unién de la apoproteina a otro grupo hemo durante la biogénesis
implica mayor gasto de energfa que la unién del hemo tipo b al
apocitocromo b en un medio lipidico (Wood, 1991). El grupo .de
Shimomura (1985), aislé a la proteina del complejo III de corazén

de bovino utilizando tres columnas: c-Sefarosa (columna de Sefarosa
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preparada con CNBr-activado y citocromo ¢} y fenil-Sefarosa (ambas
de hidrofobicidad) y DEAE-Sefarosa (intercambio iénico) en
presencia de C,E; y el mismo agente caotrépico clorhidrato de
guanidina 1.5 Yy 3.0 M (Shimomura y col, 1986), obteniendo una
preparacién con 100% de pureza y contenido hémico de 39.1 nmolas/mg
de proteina, adem&s de no presentar alteraciones espectroscépicas
importantes y que es capaz de reconstituir el paso de electrones
desde el ubiquinol - proteifna Fes - cit ¢, - cit ¢ (sin incluir al
cit b) en una reaccién insensible a antimicina,

Por medio de la metodologia propuesta en este trabajo, se
utilizan dnicamente tres cromatografias, lo que significa un ahorro
de pasos conh respecto a las técnicas reportadas, se recuperan ambos
citocromos en forma pura, sin modificaciones notorias en sus
patrones espectroscépicos y con un contenido hémico para el cit b
del 53% y para el cit <, del 77% que es un rendimiento medio a lo
reportado por otros. Lo gue es mis importante, es que se obtiene un
subcomplejo constituido Gnicamente por estas dos subunidades redox
en una relacién estequiométrica de un hemo b por un hemo ¢;, lo que
permite poder realizar anidlisis de tipo funcional, ademis de ser

una preparacién sin precedentes en la literatura del campo.
Ensayo de reconstitucién de actividad con el subcomplejo bg,.

Los resultados de actividad del ensayo de reconstitucién,
muestran que la finica medicisén obtenida, corresponde al paso de

electrones de la proteina FeS al cit c mediante una reaccién
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insensible al inhibidor antimicina, probablemente mediada 'por
radicales libres, lo gue guiere decir que no hay una actividad real
de ubiquinol-cit ¢ oxidorreductasa en el subcomplejo bc,. Resulta
interesante gque la combinacién de las tres subunidades con grupos
prostéticos no sea capaz de reconstituir actividad catalitica.
Pensamos que esto p'uede deberse a dos causas principales: por una
parte, los citocromos obtenidos pueden' encontrarse parcialmente
desnaturalizados, con modificaciones importantes en sus potenciales
de 6xido-reduccién, lo cual es necesario de ser demostrade en un
trabajo posterior mediante la titulacién de los citocromos. De
hecho, como se observa con el cit c,, después de la purificacién no
es totalmente reducible por ascorbato Yy es necesario agregar un
agente reductor mas poderoso como es la ditionita. Por otra parte,
no hay que descartar la idea de que la reconstitucién de actividad
de un subcomplejo constituido finicamente por los tres grupos redox
que pertenecen a un conmplejo original de 11 subunidades no sea
factible de llevarse a cabo. Existen diferentes evidencias a favor
Y en contra de la necesidad de las proteinas estructurales para gue
el complejo pueda llevar a cabo su funcién, por ejemplc;, Linke y
Weiss (1986) demostraron gue las subunidades estructurales I y II
son indispensables en la reconstitucién de actividad del compleijo
en Neurospora y postularon que posiblemente el sitio de unién
provisional del duroquinol se encuentre entre éstas y el cit b o
que participan en la estabilizacién del sitio de unién de 1la
semiquinona. Por otra parte, Schoppink y col (1989), trabajando con

mutantes de levadura carentes de las mismas subunidades
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estructurales o de la subunidad VI (VIII en bovino), obtuvieron una
disminucién de la presencia de otras subunidades, pero ajustando la
fuerza i6nica del medio lograron obtener recambios parecidos a las
cepas silvestres. Por lo gque permanece la interrogante de si las
proteinas estructurales s6lo participan durante la biogénesis,
sirven en la estabilizacién de los centros redox o son
indispensables en la funcién del complejo. Se necesita conocer
mucho mas écerca de ellas, pero hasta la fecha no existe reporte
alguno en el gque se haya logrado reconstituir la actividad de un
complejo de eucarionte de forma similar a la de un procarionte. Los
fosfolipidos juegan un papel importante en la reconstitucién de la
actividad de proteinas membranales, aungue no creemos gque sea el
factor determinante en el caso del subcomplejo bc, puesto que la
mezcla utilizada se ha comprobado que funciona para el caso del
complejo III intacto (Gonzdlez-Halphen y col, 1991). Sin embargo,
{como ya se menciont an‘t:eriormente), al intercambiar el ambiente
lipidico de la proteina por detergente durante la purificacién,
ésta posiblemente se vea afectada (Salerno, 1986).

Por lo tanto, queda abierta .la posibilidad de que, a partir de .
los tres componentes redox aislados en forma nativa, es decir, el
citocromo b, el citocromo ¢, y la protexna fierro-azufre, sea
posible integrar un complejo activo in vitro, que funcionase a
manera de 1los conmplejos bacterianos, como el de Paracoccus
Qenitrificans (Payne y Trumpower, 1987; Trumpower, 1990b).

Esta segunda parte del trabajo abre una posibilidad a futuro

para el estudio de las relaciones que guardan las subunidades
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estructurales con las subunidades cataliticas desde el punto de
vista bioquimico y funcional, y establece un principio en la
purificacién de los centros redox, aln cuando hace falta depurar la
técnica probando otros tipos de cromatografia y de agentes

caotrépicos que permitan obtener mejores rendimientos.
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CONCLUSIONES

1.- La separacién de fases con dicho detergente, permite separar
proteinas de membrana de proteinas hidrofilicas sin aparente
pérdida de sus caracteristicas espectroscépicas, pero no resuelve
completamente la disociacién de una estrutura polipeptidica como es

la del complejo III mitocondrial de corazén de bovino.

2.- La metodologia propuesta permite la obtencién de un subcomplejo
constituido por los dos citocromos b y c, y la purificacién de los

mismos con pérdida parcial de sus hemos.

3.- Los componentes 6xido-reductores del complejo IIX mitocondrial

aislados bajo nuestras condiciones no reconstituyen actividad.

4.- El presente trabaje abre la posibilidad del estudio de 1las
relaciones existentes entre las subunidades estructurales y los
componentes redox y su funcién en el complejo III de corazén de

bovino.
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Limited proteolysis of solubilized beef heart mito-
chondrial complex Ill wnh trypsin yields a producl
proviously i as
phen, D., Lindorfer, M. A., and Cnpnldl. R. A. (1888)
Biochemistry 27,7021-7031). In this work, fragmeat
V* was generated by trypsin treatment of both the
intact complex Il and the purified Rieske iron-sulfur
protein. Thus, in its bound or isolated form, the snme
sites of subunit V are sensitive to protease action.
Fragment V~ was a soluble protein that retained its
iron-sulfur molety. It was purified by exclusion from
a hydrophobic phenyl-Sepharose CL-4B column fol-
lowed by gel filtration, In contrast to the pure, intact
subunit V, fragment V* did not reconstitute oxidore-

cation of the Rieske nmn-sulmr protem in !he nhsencn uf
chaotropic agents after of

from complex Il that had been bound to a hydrophobic
matrix. A subunit V.depleted complex I was aiso obtained
from the same chromatographic step ofter elution with a
buffer containing Tween 20, [n the latter preparation, phos-
pholipids were required to restore ubiquinol-cytochrome ¢
reductase activity from the purified subunit V and the iron-
sulfur protein-depleted complex il1.

The amino acid sequences of several mitochondrial iron-
sulfur proteins { Rieske-type) are known (Harnisch et aL, 1985;
Schiigger et al.. 1987: Becl et al, 1987; Nishikimi et al.,
1989) Models based on the hydropn:hy plots predm; qu

ic regions, une near the

ductase activity when bined with 11 de-
void of subunit V, H a 20. acid synthetic
peptide carrying the sequence between amine acids
Lys™ and Lys® of the Rieske iron-sulfur protein com-
peted with intact subunit V in reconstitution assays.
‘The results obtained suggcsl that lllc iron-sulfur pro-
tein binds to 111 by hydr prot

tein Interactions, and that o nontransmembrano 18-
umino acid amphipathic stretch accounts for the asso-
ciation of this subunit to the rest of the complex.

Complex Il, be, complex or ubiquincl:eytochrome-c oxido-
reductase (EC 1.10.2.2}, is an oligomeric protein that partici-
pates in the electron transfer pathway of the inner mitochon-
drial membrane respiratory chain (Rieske, 1978). The com-
plex has 11 differcnt subunits {(Schagger et al, 1986), three of
which contain redox prosthetic groups: subunit 111 (two b type
heme groups), subunit IV (one ¢, type heme group), and
subunit V (a Fe,S, iron-sulfur center). Recently a model has
been d for the I of the 11
polypeptides in the bovine heart complex 111 (Gonzalez-Hul~
phen et al., 1988).

‘The iron-sulfur protein (subunit V) dissociates from intact
complex 11 under a variety of conditiona. Rieske et al. {1964}
showed the existence of the Fe;S; cluster and isolated the
iron-sulfur protein in an inactive state. Later, Trumpower
and Edwards (1979) and Engel et aL {1983) obtained prepa-
rations of ly active i {fur protein by dis-
sociation of the complex with guanidine hydrochloride or urea.
More recently, Shimomura et al (1984) reporied the purifi-

region and another close to the conserved cysteines nnd
histidines, which presumably bind the iron-sulfur moiety
(Schiigger et al, 1987). The first hydrophobic region is suffi-
ciently long to span the membrane with either one or two o-
helices. Therefore, in these mudelx. the iron-sulfur protein is
shown as a ] protein (ac-
cording to von Heijne's nomenciature, 1988).

The Rieske iron-sulfur protein is digested by trypsin (Baum
et al, 1967; Ball et al.. 1977) at two sites, i.c. one after Arg™,
which generates fragment V' and another at Lys*, which
gives rise to fragment V*, a large hydrophilic portion that is
released to the supernatant of a sucrose gradient centrifuga-
tion in the piesence of sodium cholate and Triton X-100
{Gonzilez-Hulphen et nl 1988).

In order to the hanism of the § I
protein in the catalytic activity of ubiquinol-cytochrome-c
reductase, it is necessary ta explore how the various subunits
interact with each other. Thus, we purified the soluble tryp-
sinized fragment of subunit V (fragment V~} by hydrophobic
and gel- ﬂlunuun chmmnwgruphy and determined its capac-
ity to activity. The p. of
the reconstituted complex were compared to thou of the
intact iron-sulfur protein. It was found that trypsin liberates
a soluble 18,000-Da fragment of the subunit which retains its
iron-sulfur moiety but does not restore oxidoreductase activity
in reconstitution measurements. In addition, a synthetic pep-
tide carrving the sequence between residues Lys™ and Lys*
of the nonheme iron protein competed with intact subunit V
in reconstitution assays. The cesults suggest that the nonheme
iron protein interacts with complex 1] through an 18-amino

acid amph hic stretch,

* This work was pactially supported by grants from the Third
Waorld Academy of Sciences (Grunt TWAS-RG-BC 89-31) and from
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia. Mesico (Grant
P228CCOX891581) The costa of publication of this article were
defrayed in part by the payment of page :hnu;u This article must

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Materiat—Trypsin (type  X1IL L-1-tosylamido-2-phenylethyl
chiormethyl ketone-treated), catalase (from bovine liver, cryatalline
horse heart ¢ (type 111}, and superoride

therefore be hereby marked * ol with 18
U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fnu
$ To whom correspondence should be addressed.

di ifram bovine erythrocytes) were obtained from Sigma.
Phenyl 5 CL-48 was h from Pharmacia LKB Bio-
technology Inc. and Ultrogel AcA-44 was from LKB. Ubiquinone-1
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Interaction between Complex 11! and Subunit V

was an apprecizted gilt from Drs, W, Schuep and H. E. Keller {c¢/o
Hoffmann-La Rochel.

Beef heart mitochondtial complex 111 was obtained ns described by
Rieske (1967} and kept at =70°C until used. The prepurations
contained between 4.2 and 6.3 nmol of heme ci/me of protein. a bfey
stoichiometry between 1.8 and 2.2 and a nonheme iron content of
14.3 ng-atoms of iron/mg of protein (meusured in a preparation
containing 6.3 nmol of heme ¢,/mg of protein), giving a Fe Sy
cytochsome ¢, llm:hlumelry of 1.1, The turnover rate was 50-60 s7!
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separate {rgment V° from the rest of the complex. After timited
proteolysis, the trypsinized complex JH was toaded on a phenyl.
Sephnmla C1-4B column (~0.5 m! of resin per millikram of proteiny
hrated with 25 ma Tris-HCI (pH 8.0, 200 mM NaCl, 0.25%
lodlum deaxycholate, 1 mm DTT, 1 mMm sodium EDTA, and 20%
glycerol. Under these conditions the trypsinized fragment V" did not
bind to the hydrophobic matrix; it eluted in the exclusion volume of
the column. ARer extensive washing with 40 column volumes of the
same buffer, smoll amounts of the remaining intact (nontrypsinized

at 25 °C in a buffer 25m (pH 7.2},

0.025 mM powassium EDTA, 0.2% Twetn 20. 25 p/mi of asolectin,

0. 015 mM ubiquinol-1, and 0.030 mM horse heart cvmchmme <.
b.c !

1fur protein could be eluted in the presence of 25 mam Tris.
HCl (pH 8.0}, 15 sodium deoxycholate, 1 mM DTT. and 20% glycero).
If desited. the trypsinized be, subcomplex was released from the
column with 25 mM Tris-HC! (pH 7.4), 1 mM DTT, 3% Tween 20,

After concentration by ultrafiltration in an Amicon cell. using a

fragment V™ was further purified from high molec-
ular weight contaminants (mainly traces of a 70-kDa component) by
gel filtration on an Ultroge] AcA-44 column (1.5 X 46 cm) equilibrated
in the presence of 25 ma Tris-HCl (pH 8.0).

€ ¢, and con-
d h ly using the same  and 20% glycerol.
extinction l:oeﬂ"clenu of Degli Esposti et al. (1986). Spectra were
uhu.lm:d in 25 mM (pH 721 0025 PM10
EDTA in a Beck DU-‘AI
Achvuy and i Ubiquinol
chrome-¢ oxidoreductase umvnv was mensured as described h)
Rieske (1967) using a SLM-A Dw.2C

the dual-wavelength mode (550-340 nin}, Assays were carried out in
2 ml of 25 mM potassium phmphnu buffer (pH 7.2}, 0.025 mM
potassium EDTA. 0.2% Tween 20, 3 ug/ml superoxide dismutase
fequivalent to 10 unita/mi}, 25 units/ml catalase. snd 25 pg/mi
phospholipids. The phospholipids were added from s stock solution
containing 4 mg/ml purified asofectin and i mg/ml cardiolipin in 25
mM_potassium phosphate bulfer (pH 7.2). 0025 mM potassium
EDTA, 0.1% Tween 20, and | mym sodinm azide. Horse heart cyto-
chtome ¢ reduction (0,030 mM final concentration) was recorded after
the addition of 0.015 mM ubiquinol-1. Ubiyuinone-1 was reduced in
Bn ethanolic solution with sodium dithionite and recovered by cyclo-
hexane extraction according to Rieske 119671 aller evaporation of
the eyclohexane under a stzeam of mtrogen, the reduced quinone was
resuspended in dimethyl sulfoxide at a concentration of 3-10 ma and
kept at =70 °C until used.

Reconstitution assays with the purified Rieske iron-sulfur protein
and the subunit V-depeleted complex 1 were cagried out as desceibed
by Shimumura ef al (1984): 300 pmol of the depleted complex {based
on ils cytochrome o, content) were incabated with varying amounis
of the iron-sulfur protein and 275w of phosp pids (purified
soybean asolectin containing 0% (wrw) cardiolipin). The volume
mixture was brought to 150 b at 1} *(7 in 25 mM potassium phosphate
buffer (pH 7.2) containing 0.025 mM potassium EDTA, Thereatter,
the samples were incubated for 20 min at A0 °C prior to the activity
meusurements.

Imtnuun u/ the Intact Imn bullnr Proteen tSubnie V)—The
phenyl: CL-4B column was prepared, equili-
brated, and run as deseribed by Shimomur, K
complex I1{ were added to the enlumn (115 x 32 em) and washed with
25 column votumes of 25 mat Tris-HCL (pil 3.0) containing 1 mM
DTT.! | mm sodium EDTA, 0.25% sodium devxycholate, 200 mM
and 20% glycernl. A (raction ennched in the Rieske iy

Polvacrylamide Gel Electruphoresis—Polyacrvlamide gel efectro.
phoresis was pesformed as described by Schigger ef ol (1986), using
1.2-mm thick slab gels. Gels were fixed and stnined as described in
the same work.

Phase Separation with Triton N-114—Teiton X-114 wns purified
fro by ax described hy
Bordier (1981). In order to remove all traces of sodium cholate, which
strongly inhibits the phase separation of Triton, complex 11l (5 my
of protein/mi} way added with 1.5% Triten X-114 (finsl concentra.
tion) and dialyzed uvernight against 250 ml of Tris-HC1 50 ma (phl
7.5). Limited proteolysis of complex H{ (2 my of protein/mh wus
carried out in o buffer containing 50 mM Tris-HCL tpHl 7.31 with
trypsin (1:100 w/w), The reaction was stopped with the following
inhibitors (final concentrations): 10 ug/mi of 34 -dichlorisocoumarin,
10 mM PMSF, 100 ug/mi pA+PMSF, and 400 ug/ml TLCK.

Phase separation of the teypsinized complex 1l in the presence of
Triton X-114 was carried out as descriied by Payne and Trampower
{1987 m lhe presence of 150 my NaCl

ies against the § Ifur protein were mirde
with xtulmml v recavered from polvocrylamide geix ajter ita transter
to | according to Szewezvk and
Summers (1988). Gels were run as described sbove, with 30 ug of
purified complex {1 per fane. The yels were lutted into polyeinyli
dene hil for 12h at
in a buffer containing 25 mM Tris-HCY ipH 8.3) und 132 mM glycine,
The membranes were stained with 0.2% (w/vi amide hiack 10 G
(Sigmal and band V was excised from the membranes with i scalpel.
‘The protein was extracted (tom the polyvinylidene diflunnde mem-
branes by incubation with 500 w1 of 30 mM Tris-HCl (pil 80). 1%
‘Triton X100, and 2% SDS. The extracts were alyzed agninst 54
ml of 50% ethanol with three changes and finally against distilled
water to remave the remnmmx ethanol, The precipitated protein was

ded in 0.

prolein (subunit V) was eluted in the presence of 25 mst Tris-1iCl
(pH 8.0) containing 1 mat DTT. 1 sudim dvoxychulate, and 20%
glycerol, Finally, s fraction containing the subunit V-depleted be,
complex was eluted with a buffer containing 5 mm Tris-HCl (pH
7.5), 3% Tween 20, 1 mm DTT, and 20 giycerol. The nonheme iron

Protein was further purified by gel Gltration on a Sephncryl 5-200
mlumn (1.6 x 75 em) equilibrated with 0.1 M Tria-HCl {pH 7.5),
0.5% sodium cholate, 0.1 M NaCl, | mm DTT, and 20%% glveerol as
described by Shimomura et al. (1984),

Isolation of the Trypxinized Iron-Sulfur Protein—The trypsinized
fragment of subunit V {fragment V) was generated as described by
Gonzalez-Halphen et al. (1988) ofter limited proteolysis of complex
U8 {5 mg of protein/ml) wih trypsin ¢ or 1:100 ratio, wiw) for
45-60 min at room temperatute. Trypsin digestion was arrested with
1 mM pA-PMSF and 50 ug/ml of TLCK (fina! concentrations). The
fragment was -epmud from the ml of the complex by sucrose
gradient ibed by Zhang c¢ al. (1984),
e, detergents were omitted. Frnum!nl V© wog recovered from the

and on an Amicon PM-
10 membr-ne ‘The rest of the complu formed a tight pellet in the
bottom of the tubes, A faster and simpler procedute was developed to

' The abbreviations used are: DTT, dit
arsidingphenymeshanesulfonsl fusride; SDS, wdivm dodecyl sul.
fote; TLCK, No-p-tosyl-Lolysine chiommethyl ketnne; HELC, high-
performance Iluuld cheomatography.

hreitol: pA-PMSF, (4-

NaCl. Rablits were immunized
intrumuscularly with 50 ug nr protein mixed with one volume of
Freund's complete adjuvant, followed by three mare injectians of 50
ug of protein in Freund's incomplete adjuvant every three weeks. Sera
were collected und partially purified by smmonium slphate precipi-
tations. The presence of antibodies was detected by immunoblotting,

Western Blots—Immunobiotting was cartied out as described by
Towbin et al. (1979) with the modifications described by Gonzalez-
Holphen et al. (1988).

Peptide S The 20 acid peptide the
nonheme izon protein amino acid sequence from Lya™ to Lys™ was
synthesized by Muitiple Peptide Systems {San Diego, CA). The
peptide was found 10 be 64% pure, as judged hy analysis in n reversed-
phase HPLC chromatogram. The sample was run in n Vyrdac C-18
colurnn (4.6 % 250 mm} at a flow rate of 1 mi/mi The solvents used
for were 0.05% tri acid in wate? (solvent
A) and 0.05% trifluoroncetic acid in acetonitrile (solvent B). A gra-
dient was run from 5 to 65% solvent B in 30 min, and the peaks were
recorded at 215 nm (ns reported by the supplier).

Other Methods—Protein concentrations were determined accord-
ing to Lowry et al. {1951) with the modifications of Markwell et al
(1978}, Nonheme iron was determined with 4,7-diphenyi-1.10-phen-
athroline by the method of Brumby and Massey (1967) using ferre-
doxin as nonheme iron standard. Ferredoxin was purified from the
cyanohacterium Spiruling maxtma follawing the prmcedure rescribed
by Hall et al (1972), and it was an appreciated @it of Des. A. Rayase
Vera and C. Goamer-Lujero from Centra de Investigacion v Extudios
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(Meviwae Thee punsad serrvdhaxin Was spectrophotomes rcaily quan -
Tituted as it et wetlicient of 27 mat’ a 420 am as
seported by Fthebeon ami Keemann (19790, Cludie 1 deoxy -
chulic aeui were er =yl rom an ethanhe soluton aiter act-
vnh»d charcaai treatment Asolectin was paritied ad deseribed by
Kuga nel Haener (19710 at was a kind et feom Dr. G Garza-
"nlmnl( NAM Mevirn

Seontaars Ntrwrare o tons—Calewlations were carned sut
with the pragram ~EQANAL version Lk8 by Antny R Crofts
(copytight. 195 1 anerats ot linais 1 Uthana-Champaien i, Struc.
ure prwlu'l--lu were made tollawing the algonthe of Chou and
Fasmin U730 moditied jor sembrane proteins with the conmidern.
tions of H ao il Aroos 19861, Sequence simafanties were ubtained
using the procedure ot etoaen and Wunsch 11970, with the
purameters . Ui ot al £ 1986). The terms simitarity
and homplos ane sed as suzested by Reeck of al 11587

LLTS

Isolutiun of 1 Becnnstinticely Active tron-Sulfur Protein—
Following the pricedure of Shimomura ot al. 1198:4), we ob-
tained a preparation of the Rieske iron-sulfur protein with
similur syebd and jriray. [t contained 36 ng-atoms of Fe/nig
of protein t~ee Fig 1A e Croand Fig. 1A, fane ). Uhiquinol-
cytuchrome -« reductise GCivity was reconstituted with this
preparation whea combined with a subumt Vedepleted con-

A o

suputar 2

LTI,

30 9% 60

Fig. 1.0 e comrse on proteslyie digestian of beei heart com
plex HEanet oot he unitiend onssaltar protemn by tevpsin, €,

i Fre HCL pH S 0) e i

2 ngimib o e s baberr were in
Wi oat e resenatune. Protease digestion was siopped at the
indicated e son mnatest. with pA-PAMSF and TLOK as described
under “Experaenrat Propdures.” Gels were Joaded with 30 .2 of
compler Ubor @i ot -t paatied ironesulfur protein per tane. T
pusitiviis of the atiaer con sulber protein (V) aed the tevpsin frage
ments VUV et e adieated. B SDS-pobvaceslamide el
electrophoresis 4t 1 fame Guirse ol £ peiization o snother prepas
PO 1 the st skt jieten reht) Shich was tansierred into

&
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plex [[1. However, the isolated ieon-sulfur protein catalyzed
tin the absence of the rest ut A)mph'x ut mmpnnenm thc
reduction uf ¢ h ol 1 in a o

dependent manner. This reaction was insensitive to unumycln
und myxothiazol, but was completely abolished when the iron-
sulfur protein was denatured by heating 1n boiling water for
4 min. This activity was also observed if the incubation step
at 30 °C with phmphuhp:m way omitted. The reaction was
inhibited 25% by 10 units/ml of superoxide dismutase plus 25
units/ml af catalase in the aysay medium; furcher additions
of these two enzymes, did not increase the extent of inhibition,
In contrast. oxidoreductase activity 2%

mensured with 0.2%
Tween 20, was inhibited up to 95% when the detergent was
added in the presence of superoxide dismutase and catalase,
Therefore all the reconstitution uctivity measurements were
carried out with 0.2% Tween 20 plus superoxide dismutase
and catalase. With the latter additions, the activity of the
isoluted nonheme iroa protein was almost adentical to the
chemical reduction rate of evtochicome © hy ubiquinel-1 when
sayed in the same conditions,

Isolation of the Iren-Suifur Proten-tnpsingzed Fragment—
When detergent-solubilized complex {1l was incubated with
trypsin. subunits 1LV, VIL and X1 were partally degraded.
It is notewarthy that subunit V owas digested to a stable
fraggment with an apparent molecudite nass o 18,000 Da that
was named fragment V7 Thix can be focovered by sucrose
rradient centrifugation in the presence of Triton N-H0 and
sodium chidite (Gonsales- Halphen e af . 19580, Here it was
found that a fraction ensiched in V™ u ebtained when the
suerose gradient centnifugation step was tun an the abrence
of detergents (Fuz 210,

Detergent-mediated phise <epitation has been vsed to dif-
ferentiate betwe membrane-bound and soluble peoteins
tRaedier, 1981), To further i il fragment V7 wos
indeed soluble, trypsinized nmpiex 1 was subjected to phase
tion in the presence « nton X-114, us desenbed hy

A
12

F A SDN-polyaceslamide el electtuphotesis of the isolared
fragment V', obtaimed in the speraatant of the <ucrose gradient
centrifugation and concenteated on an Amcon UMt uleraliler tane
2, 20w 0t proteint and the tnpsized complex HI tfane 2. 30 ug of
proteint. B, 305 -polvacrs tamnde gel electrophaeesis of control com-
plex 11 tane £, 20 wg ot proteini, trvpsited complex 11 tlane 2. X
ag of proteind, and the supeenatant shtaned aiter phase separation
of the comples ot presenve of Triton X- 104 dane 1,0

e oranes nl ated witdy an
iron-anityr Lt g

L A peotein)
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Payne and Trumpower {1987). Fragment V* remained in the
aqueous phase, whereas the rest of the complex partitioned
as a pellet in the detergent phase (Fig. 28), Therefore it was
thought that fragment V* behaved as a soluble protein, which
would not be retained in a hydrophobic gel matrix. In fact
when lrypsnmzed complex [1I was chromatographed through
L-4B, V” eluted in the exclusion
volume ol‘ the column. This fragment V*.enriched I'rnclmn
was to that ol i by sucrose gradi
gation.

Fragment V* was further purified to a single homogenous
polypeptide by gel-filtration chromatography on Ultrogel
AcA-44. In this step, complete wpnmuun of l'mgmem V" from
high molecular weight h , L.e.asingle

ide band with an mass of 18,000
Da in polyncrylnmude gel electrophoresis was obtained. Its
content of nonheme iron was 88 ng-atoms per milligram of
protein,

Limited Proteolysis of Isolated Iron-Sulfur Protein Alse
Gives Rise to Fragment V" —An alternntive approach to gen-
erate fragment V" is to subject the purified iron-sulfur protein
to limited proteolysis with trypsin. The generated fragments
were analyzed by polyaervlamide gel electrophoresis, and it
was found that the cleavage products curreipond to those
obtained when intact complex (11 was trypsinized (Fig. tA
and B). Three major digestion {ragments were distinguished,
which were named V*, V', and V". Fragment V'’ has the
amino-terminal sequence KGFSY L while fragment V” started
NVVSQF (Gonzilez-Halphen ef al,, 1988). From its apparent
molecular weight an polyacrylamide gel electrophoresis, frag-
ment V* (a transient peptide which is rapidly degraded)
should start with a SSKESS This indi that
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Fio. ome-c oxidore.
ductase activity of a subunit V-depleted complox 11 by the
intact nonheme iron protein (NIIP) (O} and the purified
trypsinized fragment V° (@), The assay was earried aut as de-
scribed under “Experimental Procedures.” The inst shows the some
reconstitution experiments cnrried out in the presence of dimethyl
formomide (5 ul in the incubation medium. C) nnd the svothetic
peptide (1.25 nmol) comprising resides from Lys™* to Lya*! of the
iron-suifur pratein (@),

depl

hoth the isclated and the complex-bound iron-sulfur protein
have similar accessibility to trypsin. Furthermore, all the
trypsin-generated fragments reacted with an antibody raised
against the intact iron-sulfur protein { 18).
Reconstitution of Oxidoreductase Activity in a Subunit V-
depleted Complex I —Suhusit V. restored uhlqumnl -cxto-

d complex I and a synthetic peptide 1rrym|; the
iron-sulfur protein sequence between residues 1, Tand Lyw,
in the presence of the intact Rieske iron-sulfur protemn Ihc
oxidoreductase activity obtained in these conditions w
of the control at a rotio of 3 moles of nonheme iron pnm:m
per mole of subunit V-depleted complex 1 1Fig. 3, inset). It
should be nuud that the catalytic activity of the cantrol-

activity of i

pleted complex 111 However. to obrain i r cH

lex is only of the order of 8 nmol of

tion activity, incubation at 30 *C in the presence of lipids l‘or
30 min wns necexsary (Shlmumum et al, 1984). We have
with the intact iron-
sulfur protein, and found that reconstituted oxidoreductase
activity in the presence of ubiquinol-1 was 14.7 nmol of

b ¢ reduced ( i o sm).
This value was 30% of the original mmpltx nt m.uvuy ltis

d complex [1T d by

e red ( les of e, 57, This
uns due to the presence of dimethylformumide in the incu-
bation media, which was the vehicle in which the peptide was
added.

DISCUSSION

Fragment V* was generated by limited proteslysis. in u site
of the iron-sulfur protein which is susceptible to a variety of

pmmcd out that suhum( V.d b

Seph hy had a lower b/e, stoichi-
omelry (1 1-1.4} than the ungmnl complex HI (1.8
Probably a partial dissociation of the complex took place in
the hydrophobic chmmnmgmnh» qmp In fact, cytochrome b
could be d from the p 1.-4B column
by elution with 2% SDS at room lempernlum (Shimomura et
al, 1984). Thus, if the activity is calculated on the bosis of
the heme b content of the preparation, the nonheme iron
protein reconstitutes 50% of the original complex I activity,
i.e. the activity of the original preparation was 25 nmol of
cytochrome ¢ ted (nanomoles of heme b7\, 8°'} whereas that

-2.2).

fvtic enzymes including papain (Lorusso et of, 1989)
nnd several serine proteases (Gonzilez-Halphen et al., 1988).
It is noteworthy that protealysis degrades this subunit to an
18-kDa fragment, which is not further cleaved by trypsin,
This may be due to a highly compact tertinry structure that
contains the iron-sulfur center, as has been recently predicted
by Gatti et al. (1989) and by Beckmann et ol. (1983} for the
yeast nonheme iron protein.

Subunit V nnd Fragment V' Lalnlv'e an Inhitutor-insensi-
tive Ubtquinol-cytochr Activity—In the course
of this work we faund that preparations ohmn sulfnr pmmn
and its wyp inized fragment an

of the reconstituted complex was 13 nmol of 1 cred
(nanomoles of heme ™', s™') (at a ratio of 3 mul of iron-sulfur
protein per mol of subunit V-depleted complex 1.

Up to a ratio of 8.7 mol/mol. the purified trypsinized
feagment V= did not restore oxidoreductase sctivity in the
subunit V-depleted complex (Fig. 3).

The reconstitution assay wus carried out with a subunit V-

tive ! activity, This reaction is probubly me-
diated by superoxide radicals {Shimomura et al.. 1985), even
though superoxide dismutase and catalase induced only a
partial inhibition of the reaction. Interestingly, the presence
of the nonionic detergent Tween 20 in the assay media drust-
ically abnlished this inhibitor-insensitive activity, This could
be due either to the aggregation state of the protein or to the
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property ol' thu.- polynxyezhylene detergents to act as powerful

Interaction between Complex 11 and Subunit V

protein to the rest of the complex. Consistent with this
suggestion is the observation that this fragment competitively
the ion of the activity by subunit V and

radical {n this re-
spect, (1987} ined the
d of the ubi radical of ubiquinol-2

by Tween 20. The isolated iron-sulfur protein may catalyze n
partia! reaction in vitro, generating a ubisemiquinone free
radical, which is not reduced by cytochrome b, Within the

of the w. Q-cycle {Mitchell, 1976;
T 1981), two ubi (Q, and Q) have
been predicted and were identified by its EPR signals {Ohni-
shi and Trumpower, 1980; de Vries et al, 1981). The unstable
sermqumnne mdlcnl Q. is pmposed to be formed by the

of v ¢ h iron protein (Trum-
power, 1981) Therefore. we conclude that the inhibitor.insen-
sitive activity of the iso-
lated lmn sull’ur prou.-m und its lrypsmlzed fragment could
be d by ions and radicals
that are generated by the iron-sulfur center and which sub-
sequently reduce soluble eytochrome c. The relevance of this
catalytic activity of the isolated iron-sulfur protein has heen
discussed by Degli Esposti et al. (1990).

v.he rest of the complex, Accurdmx to this argument, it would
appear that the trypsin-induced inactivation of complex {1
{Baum et al., 1967; Ball et al.,, 1977) was due to the relense of
the iron-sulfur protein from the rest of the complex, and not
to a complete digestion of this subunit. A similar situation
has been observed with Neurospora crassa complex [11, whose
chymotrypsin-generated fragment is unable to reconstitute
oxidoreductase uctwuy (L| etal, 1981 Harnisch et al, 1986},
The region ly ! ge in the beef
heart Rieske iron-sulfur pmtem exhibits similarity with the
amino acid sequences of the yeast and N. crossa counterparts.
Fig. 44 shows the amino acid sequences of the first 90 residues
af the iron-sulfur proteins. Although the similarity is less than
in the prosthetic group- binding moiety of the protein, these
amino-terminal regions of the mnochondnnl iron- Aull‘ur pm-
teins are 1 the
structures derived from these sequences seem to be cunservcd
{Fig. 48). Therefore, these proteins seem to share the same
and 1 features in the regions subject to

Subunit V Interacts with Complex i1 through an 18-Resid!
Amphipathic Stretch—We think that the failure of fragment
V" to reconstitute oxidoreductase activity is due to lhe lack
of the hydrophobic stretch of 18 residues flanked by Lys™ and
Lys*? of the ons.mnl iron-sulfur protein, That is. this part of

proteolytic degradation, and which result in the release of the

lnrge hydrophylic sections which still bind their iron-sulfur

moieties.

We have recently discussed (Gonzéalez-Halphen, 1990) that
Tubeling of plex [I does not give any appreciable

the molecule is central in the anchoring of the iron-sulfi

Ks:Tly RlTie N DRV Ui ENUD ADK n Sc
OSSSISTFESPARGEZKAARVPADFGAYMERIPPST 2 Ne

A
Elnrmnvro?lsmlvnnwe Vl:gls Hxsls'( SSE m BH

Mk aesvL M1 v ol leiTaficon fv's of el
nls uvrmva.mmu:stu:u':xs !\rls
HMUFSIY FMVGTMGIA T T A GAPMX S TTCEHLR o

n.MsAsvamAxvsvnluurssx-ndu oow

(SsTerovLamarL Elt K]S BT FE G WM & Fi] aee o
L‘Ma@wv..m.wsw“,ur, 6 K vvvin| mom

wom t© o

cry

Fi¢. 4. Amino acid sequence and secondary structure simi-
1arities botween mitochondrial Rieske iron-sulfur proteins, A,
the amino-terminal part ithe first 90 residues) of bovine heart (BH)
(Schégger et ol,, 1987), 8. cerevisiae {S.c.) (Beckmann ¢t al, 1989),
and V. crassa ) (Hurnisch o ol., 1985) mature Rieske iron-sulfur
proteins are compared, The residues which are subject 10 proteolytic
cleavage arc shown in bold charocters. B, secondary structure predic-
tions based on the amino acid sequences. The trypsin (TRY) and
chymotryprin (C11Y) cleavage sites are shown in the three structures:
heef heart (Gonzilez-Halphen vt al.. 19881, yenst t Trumpower. 1990),
and M. crawsa tHarisch of al, 1985). White cxlinders. u-helices;
arrows, J sheets; dack cslinders, if turns.

reactiun of subunit V with the following hydrophobic and
amphipathic agents: {a) two different azido derivatives of
phesphatidvicholine, bearing the cross-linking photoreactive
group at two different levels of the fatty acid chain (Gutwen-
iger et al, 1981% (b) the mv.'mbmnc mwrcnluu.-d probe 3.
trifluoromethyl-3-(m- ("1 Jiod
Hulphen et al., 1988), a h\dmplmhnc reagent wuh broad

5 and (¢) arylazido d of phos.
phuu(lylothnnolnmme. which act in the lipid head.groups
of the b ater {Gonzalez-Halphen et af.,

1988). On the other hand, it has been shown that the iron-
sulfur protein (aces only the intermembrane space of the
mitochondrin by: (@) chemical labeling with hydrophyllic ex-
trinsic probes (Gellerfors and Nelson, 1977; Bell et af., 1979;
D'Souzet and Wilson, 1982); (b) protease sensitivity (Li et al.,
1981; Gonzalez-Halphen et al., 1988); and (c) functional stud-
ies, i.e. interaction with cyrochrome ¢ (Rich, 19R4). Further-
more, Hart! ¢t al (1986) have reported that both the amino-
and carbhoxyi-terminal portions of the iron-sulfur protein are
exposed townrds the mitochondrial intermembrane space in

Fin. af subunit V ar
in cnmplex 11, Aremcs A, B, and € indicate the trypsin tluvnge
es, which give rise to frugments V°, V°, and V*, respectively.
dark zone in she sequence indicates residues Lys to Lys™. One uf
the heme groups of cytochrome b is also depicted. For clarity, the
dispostion of adjacent subunits was umitted.
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N. crassa, and that this subunit is rendily remaved by rela-
tively mild procedures, i.e. washing with sodium carbonate in
the absence of detergents. Finally, it is also worthwhile to
mention that during its hiogenesis in the yeast complex, the
iron-sulfur protein is the last subunit with 1 redox group that
is integrated into complex lH (Crivellone ct aL, 1956) In
addition, the p: of cy bisa for its
insertion in the nascent complex (Japa and Bnnlne. 19891,
T'herefore the overall data indicate that the Rieske iron-sulfur
protein is not in direct contact with the phospholipids of the
bileyer, but racher that is is associated to a subunit (most
hknly Cytochmme b} that is ambedded in the lipid milieu of
he This ibility is i with the work
l‘Ohmshl et al. (1989}, who shownd that the iron sulfur
moiety of subunit V is in close proximity to one of the hemes
of cytochrome b, On the other hand, Degli Esposti et al. (1989)
ohserved changes in the circular dichroic spectra of cyto-
chrome b when complex 11T was delipidated and depleted of
the iron-sulfur protein. In addition, Shimomura et al. (1984)
have shown that phospholipids are required in order to recon-
stitute subunit V to complex 111. We therefore conclude that
the presence of phcsphohmds in the reconstitution assays is
necessary to in a stable ion of b,
therefore facilitating the formation of a functional electran
transport complex with the iron-sullur protein. Interestingly,
the inhibitor myxothiazol, upon hinding to cytochrome b,
displuces a ubiquinone binding site which must also be close
-he iron-sulfur protein (Von Jagow et af., 1984).
anfe!enl culcululmn melhods have been used to predict the
d helices {Eisenberg et al,
1984; chm et al., 1985; Rao and Argos, 1986). When these
are applied to subunit V, only one highly hydrophobic sectar
was found (residues Trp'* to Ala'**). This region has 2 of the
4 conserved cys!ulne resnduc»z which are thought to bind the
Ifur moiety in a hydrophobic pocket (Schi et al,
1957. Gatti et al., 1989 Beckmann et uL 1989). On the ather
hand, no helix is licted for the region
Yetween Lys™ and Lys® which, as shown Here, serves to
anchor subunit V to the rest of the complex. Therefore this
segment is not a classical transmembrane stretch but rather
an axposed umphlpnlhlc re;,lon whn:h binds to the complex
b i (Fig. 5). Re-
cently, L;ungduhl etal (1989) established a methodology for
the mutation analysis of the Rieske iron-sulfur protein in
yeast. The present results predict that substitution by site-
directed mutagenesis of lysine 42 from the yeast amino acid
sequence by a nonpositively charged residue should prevent
<he release by trypsin of the iron-sutfur protein from the be,
complex (even if other lysines and arginines are cleaved by
the protease).
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