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RESUMEN 

El complejo III mitocondrial o complejo bc1 de eucariontes 
(ubiquinol-citocromo e 6xido-reductasa) es uno de los cinco 
complejos redox que constituyen la cadena respiratoria. su función 
es la de transportar los electrones desde el ubiquinol-10 hasta el 
citocromo e con la concominante translocaci6n de protones del lado 
negativo (matriz) al lado positivo (espacio intermembranal) de la 
membrana, generando un cambio de energía suficiente que es 
aprovechado por la ATP-sintetasa para generar ATP, por lo que se le 
ha denominado el sitio II de acoplamiento de la cadena 
respiratoria. 

Este complejo oligomérico se constituye de 11 subunidades en los 
mamiferos, pero solo tres de ellas son componentes óxido
reductores: un cit b, con dos grupos hemo tipo b unidos no 
covalentemente denominados b-562 y b-566 según sus máximos de 
absorción; un cit c 1 con un heme tipo c unido covalentemente y la 
proteína FeS (o de Rieske) con un centro 2Fe:2S. 

Los citocromos se han purificado independientemente por 
distintas metodolog1as para su estudio estructural y funcional, sin 
embargo, dichas ténicas son largas y conllevan la pérdida de alguna 
de las partes además de presentar dafio en los hemos, especialmente 
para el cit b. En el presente trabajo se usó el detergente no
iónico Tritón X-114 bajo dos enfoques rnetodólogicos distintos para 
la obtención de ambos citocromos tratando de conservar sus 
características espectroscópicas: primero se utilizó la separación 
de fases reportada por Payne y Trumpower (1987) y para una mayor 
depuración se trabajó con cromatografías de intercambio ani6nico e 
hidrofobicidad segün ténicas modificadas de Ljungdahl (1987) y 
Shimornura (1986) respectivamente. 

El cit b y el cit c 1 se obtuvieron en forma pura segO.n se 
demuestra por el patrón electroforético (gel de poliacrilamida
SDS), el barrido densitométrico del mismo e inmunorréplicas tipo 
Western. Se estimó un contenido hérnico de 53.27% para el cit by 
77.14% para el cit c 1 , aunque no reconstituyen actividad en 
presencia de la proteína Fes. 

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

z.- obt•nci6n y conservaoi6n de la enerqia en las cilulas. 

El metabolismo en todos los organismos, consiste en reacciones 

que liberan energía y reacciones que necesitan de ésta, por lo que 

la energía l.iberada durante la degradación de los nutrientes 

(catabolismo) puede ser utilizada en los requerimientos de trabajo 

cel.ul.ar, entre l.os que se incluye la biosíntesis (anabolismo). La 

eficiencia celular, se basa en gran medida en la capacidad de 

transferir dicha energ!a ya sea por un grupo fosforilo o por 

electrones. 

El adenosintrifosfato (ATP) es un compuesto que ocupa una 

posici6n intermedia en la escala termodinámica y que por tanto 

conecta reacciones entre compuestos de alto y 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 energía química en el mundo 

viviente (Avers, 1986). 

Todos los organismos aerobios, extraen eficientemente la energía 

mediante el proceso de respiración, el cual es responsable de la 

mayoría del A'l'P sintetizado en las células. A continuación se harli 

una descripci6n de las etapas implicadas desde la degradación de 

alimentos hasta l.a fosforilaci6n oxidativa segOn se esquematiza en 

la figura l. 
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Fig. 1: Proceso de obtención de energia en tres etapas que llevan 
a cabo los organismos aerobios (Avers, 1986). 
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1) Gluc6lisis. 

Puesto que los carbohidratos son la principal fuente de energ1a 

de los organismos heter6trofos, la gluc6lisis es una v1a metabólica 

muy bien estudiada que se define como: "la secuencia de reacciones 

que convierte a la glucosa en piruvato con la producci6n 

concominante de ATP" (Stryer, l.988). Este proceso se da tanto en 

organismos aerobios, (preludio para el ciclo de Krebs y la 

fosforilaci6n oxidativa) como en organismos anaerobios, ya que no 

precisa de oxigeno para que se lleve a cabo. 

La ecuación global es: glucosa + 2 Pi + 2 ADP + 2 NAo• ---> 2 

piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2 ¡¡+ + 2 H,o. 

La gluc6lisis es catalizada por 11 enzimas y se distinguen dos 

fases principalmente. En la primera, la glucosa asl como las demás 

hexosas son fosforiladas mediante el consumo de ATP. Dicha 

fosforilación provee a cada intermediario de un grupo polar cargado 

negativamente, lo que le impide pasar p~r la membrana celular; 

actüa también como grupo de reconocimiento en la formación de 

complejos enzima-sustrato y es una forma de conservación de energ1a 

puesto que será utilizado en la producción de ATP. Finalmente la 

qlucosa es convertida en gliceraldeh1do 3-fosfato utilizando la 

energ1a de dos moléculas de ATP. En la segunda fase, se llevan 

acabo las etapas de 6xido-reducci6n 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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Fig. 2: Dos fases de la gluc6lisis: la degradaci6n de hexosas hasta 
la producci6n de piruvato, conlleva la s1ntesis neta de dos 
moléculas de ATP (Lehninger, 1985). 
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Durante la glucólisis anaerobia, el piruvato es convertido en 

lactato o puede formar acetaldehido y etanol sucesivamente, como lo 

hacen l.as levaduras y otros microorganismos. Sin embargo, en 

eucariontes aerobios la glucosa puede llegar a liberar una mayor 

cantidad de energ1a, cuando el piruvato entra a la mitocondria (un 

organel.o celul.ar) y forma acetil CoA mediante la reacción 

catalizada por l.a piruvato deshidrogenasa: Piruvato + NAO• + CoA -

-> acetil. CoA + co2 + NADH. El Acetil CoA, pasa a la segunda etapa 

de obtención de energia, el ciclo de Krebs. 

2) Ciclo de Krebs. 

Este proceso, también llamado ciclo de los Acidos 

tricarboxilicos, constituye una ruta comO.n en la oxidación de todas 

las mo1éculas de combustible, siendo su inicio una molécula de 

acetil CoA que al condensarse con ácido oxalacético forma ácido 

c1trico, un compuesto tricarbox1lico de s~is carbonos, el cual a 

través de una serie de reacciones genera dos moléculas de co2 y 

cuatro pares de átomos de hidrógeno (los cuales se incorporar~n a 

la cadena respiratoria para generar ATP) reconstituyendo nuevamente 

al oxal.acetato de cuatro carbonos, cerrando el ciclo y asi volver 

a comenzar con una nueva molécula de acetato (Lehninger, 1985) 

(fig. 3). ~uesto que una molécula de glucosa produce dos acetatos, 

se necesitan dos ciclos completos de Krebs para oxidarla, dando la 

siguiente reacción general: 2 acetatos + 6 NAo• + 2 FAD + 2 GDP + 

2 Pi ---> 6 NADH + 6 11' + 2 FADH, + 4 co, + 2 GTP + 2 H,o (Avers, 

1986). 
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Fig. J: El ciclo de Krebs: la oxidación de piruvato, (el cual entra 
al ciclo en forma de acetil-CoA) hasta co, está asociada a la 
producción de NADH Y FADHz (Lehninger, 1985). 
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3) Fosforilaci6n oxidativa y la cadena respiratoria. 

3.1 La mitocondria: es un organelo celular de o.7 a 1.0 micras de 

largo y de formas variadas (Nicholls, 1982), en donde se lleva a 

cabo la respiración de todos los organismos eucariontes. Presenta 

dos membranas: la externa, permeable a un gran nümero de moléculas 

pequefias como iones y la membrana interna, que presenta una serie 

de invaginaciones llamadas crestas en donde se encuentran embebidas 

las protelnas de la cadena respiratoria. Esta membrana es 

impermeable a iones tt• y OH- y se compone de O. 3 3 a O. 4 4 mg de 

11pidos por mg de proteina distribuidos asimétricamente en la 

bicapa. Predominantemente existe fosfatidilcolina ( 4 0% aprox) hacia 

el lado periplásmico y fosfatidiletanolamina (35%) y cardiolipina 

(15%) hacia la matriz (Capaldi, 1982; Hatefi, 1985). Además, 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 (v~r sección anterior) y el 

espacio intcrmembranal, que mantiene caracteristicas de pH y 

composición diferentes a la primera. 

3.2 La cadena respiratoria: se compone de cinco complejos 

oligoméricos embebidos en la membrana interna mitocondrial que de 

acuerdo ~on su actividad enzimática se denominan: NADH- ubiquinona 

oxidorreductasa (complejo I), succinato-ubiquinona oxidorreductasa 

(complejo II), ubiquinol-citocromo c oxidorreductasa (complejo 

III), citocromo c oxidasa (complejo IV) y ATP sintetasa (complejo 
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V) (Hatefi, 1985), (fig. 4 y tabla I)¡ además del citocromo e y de 

la ubiquinona 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 

OK1geno mo1ecular (Em = +800 mV), (fig. 5). En el caso del 

FADH2/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 Onica enzima del ciclo de Krebs que se 

encuentra parcialmente embebida en la membrana mitocondrial 

(Nicholls, 1982). As1 mismo, existen tres estados a lo largo de la 

cadena respiratoria, representados por los complejos I, III y IV, 

donde la energ1a es conservada por la translocaci6n de protones, 

creando un "gradiente electroqu1mico a través de la membrana que 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 e : 6 

complejos XV : 1 complejo V, y que por lo menos el complejo XXX y 

el :rv se encuentran en forma dimérica en la membrana (Capaldi, 

1982; Capaldi y col, 1988). Se ha demostrado que los complejos 

respiratorios difunden libremente en forma lateral dentro de la 

membrana y que el citocromo c lo hace tridimensionalmente, 

provocando colisiones mO.ltiples al azar que afectan directamente la 

velocidad del transporte de electrones (Hackenbrock, 1986), (ver 

Tabla I). 



Fiq. 4: Representaci6n de los cinco complejos de la cadena 
respiratoria on la membrana interna mitocondrial (González-Halphen, 
1990). 

Tabla I: Datos significativos sobre los componentes que participan 
en la fosforilaci6n oxidativa (Gonz6lez-Halphen, 1990). 
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Fig. 5: Potenciales medios de 6xido-reducci6n de los componentes 
involucrados en el transporte de electrones (Nicholls, 1982). 
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Fig. 6: Esquema del paso de electrones a través de los centros 
óxido-reductores de los complejos respiratorios (Capaldi, 1988). 

11 



cloroplasto o la membrana plasmática de bacterias aerobias, está 

acop1ada a 1a síntesis de ATP por un potencia1 electroquímico dado 

por el bombeo de protones a través de la membrana transportadora de 

energía. Dicha reacción se mantiene desplazada hacia la síntesis de 

ATP ya que ~ste es continuamente removido para su consumo, as1 como 

el gradieñte electroqu1mico es restituido por las enzimas 

bombeadoras de H4' conforme se transportan los electrones (Mitchell, 

1979 ¡ Nicholls, 1982). 

II.- Generali4a4es sobra el complejo III. 

El complejo III mitocondrial (EC 1.10.2.2), también llamado 

complejo bc1 , cataliza la reacción de Oxido-reducción entre el 

ubiquinol-10 y el citocromo c de la cadena respiratoria. El paso de 

electrones está acoplado además, 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 ah! se 

genera un cambio de energ1a suficiente para la producción de ATP. 

La ecuación general es: 

QH2 + 2 a•n + 2 ci t e ox ---> Q + 4 H•p + 2 ci t e red. 

donde p y n designan el lado positivo y negativo de la membrana, (o 

espacio intermembranal y matriz respectivamente) (Trumpower, 

l990a). 

1) Grupos oxidorreductores: el complejo III (bc1) 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 segün sus máximos de 

absorción; un citocromo c 1 con un hemo tipo e unido covalentemente 

a las ciste1nas del polipéptido y la proteína fierro-azufre con un 

centro 2Fe:2S unido covalentemente por ciste1nas e histidinas a la 

prote1na. 

Los citocromos se pueden seguir espectrosc6picamente, ya que 

presentan un espectro reducido absoluto ~!pico formado por varios 

picos denoMinados alfa, beta y gama (o Soret), tal como observó 

Keilin desde 1925, (fig. 7a).,En espectros diferenciales (reducido 

menos oxidado), el citocromo b (reducido con ditionita), presenta 

una sola aeftal máxima a 562 nm, (aunque también se ha reportado el 

espectro del h-2mo b-566 utilizando menadiona; Berry, 1991) • El 

citocromo c 1 puede ser reducido con ácido ascórbico dando un máximo 

de absorción a 553 nm. (fig. 7b). El potencial medio de 6xido

reducci6n del hemo b-566 es Em = -JO a -60 mv, y del b-562 es Em 

+30 a +100 mv. Por otra parte, el citocromo c 1 presenta un Em = 

+225 a +245 mV muy parecido al citocromo e soluble pero más 

negativo que la proteina fierro-azufre Em = +280 mV. Este Qltimo 

centro es paramagnético cuando está. reducido por lo que se le puede 

seguir por su espectro de resonancia paramagnética del electrón 

(EPR) con un g de 1.90 (Trumpower, 1981). 
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Fiq. 7: a). Espectro absoluto del cit e donde se muestran los 
máximos de absorción al reducirse (Lehninger, 1985). b) Espectro 
diferencial del complejo be,. el cit b con un máximo de absorción 
a 562 nm y el cit c 1 a 553 nm. Además se esquematizan los grupos 
prostéticos de ambos citocromos (González-Halphen, 1990). 

Se han propuesto varios modelos de cómo actOan los tres centros 

redox en la actividad del complejo, sin embargo, el que ha sido 

ampliamente aceptado por su demostración tanto .in tl:i2 como in 

~ (incorporado en liposomas), (Papa y col, 1983; De Vries, 

1988) es el llamado ciclo Q, postulado originalmente por Hitchell 

en 1975 y modificado por varios autores (entre otros Trumpower, 

1990a). SegQn este modelo, una molécula de ubiquinol (ubiquinona 

reducidll, con dos protones y dos electrones) es primeramente 

oxidada en. forma parcial en el lado positivo de la membrana al 

transferir un electrón a la proteina fierro-azufre (FeS) que a su 

vez reduce al cit c 1 y que finalmente pasará su electrón al 

citocromo e soluble en el espacio intermembranal, transportando 
15 



adem~s, dos protones en el lado positivo provenientes del 

ubiquinol. Ln semiquinona que fue formada, transfiere su otro 

electrón al hamo 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 Uo la membrana. Una segunda molécula de ubiquinol es 

oxidada de la misma forma ya descrita, (transportando otros dos 

protones a trnvós de la menibrann), a di!ercncia ele yua el citocromo 

b-562 ahora reduce a la semiquinona anteriormente producida 

regenerando al ubiquinol y con el consumo ~e dos protones del lado 

negativo (es decir, tomando dos protones de la matriz), 

completándose as1 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 provenientes del ubiquinol y se translocan otros dos 

desde el lado negativo de la membrana y por 'ú.ltimo, se transfieren 

dos electro11on que redut;:cn a dos citocromos c (Trumpower, 1990a) 

(fig, O). 

la.do negatl vo f 
<matriz> 1_ 

lado ponitivo f 
<intermembranal >. l 

2H' 

º~ºi~···· t =ant\mlclna OHz 
1 1 - 1 
1 ~ .. 562 o 1 

1 1 .. 1 

1 
,. ~ 1 

·~ 1 
1 ~-566 t: 1 
o 1 o· " .....___ e) ..... OHz 

'---7 ~r-.,s-Jl-E1 
, i& . tJHoar 

2H• . 

Fig. e: El ciclo Q propuesto por Mitchell: se indican los sitios en 
los que acttinn algunos inhibidores (Trumpower, r990a). 
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Con objeto de comprobar experimentalmente el modelo propuesto, 

se han probado una gran variedad de inhibidores que actüan sobre 

diferentes puntos del ciclo; dos de los más utilizados, es la 

antimicina que inhibe la reducción de la ubiquinona a nivel del cit 

b-562 y el mixotiazol que inhibe la oxidación de ubiquinol actuando 

sobre la Fes y el heme b-566 (von Jagow y Link, 1986). Así mismo, 

la distribución de los grupos redox dentro de la membrana ha sido 

confirmada mediante estudios de EPR. Los cálculos indican, que el 

heme b-562 está. en la parte media de la bicapa, mientras que el 

heme b-566 y la proteína FeS están hacia el lado positivo, 1o que 

los acerca al cit c 1 y cit c (Ohnishi y col, 1989). 

2) Composición polipeptidica y topologia del complejo: en la 

sección anterior se describió el funcionamiento del complejo bcp 

a continuación se mencionará lo que se conoce a cerca de su 

estructura. 

El complejo bc1 ha sido purificado por distintos métodos segün la 

fuente de donde quiera ser extraído. En nuestro caso, el complejo 

IIX mitocondrial de mamífero, es aislado de corazón de bovino por 

el método reportado por Rieske en 1967, principalmente por su 

reproducibilidad y altos rendimientos, (ver materiales y métodos). 

Al disociar el complejo utilizando detergentes y agentes 

caotrópicos, (clorhidrato de guanidina o urea) ya sea por 

cromatografía o por electroforesis en geles de poliacrilamida

dodecil sulfato de sodio (SOS) al l6t, se obtiene el mismo patrón 

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

1986; González-Halphen y col, 1988). 

Core r-1: 1'1-

Cit b :nr--: 
Cito1 rv-; 

Fes v-.a 

VI-... vn_..., 
Vh:r-..v_,¡-,;.,, 

r~-a 
XI - iilílli-• ··: 

lso,oool 
(qe,ooc) 

42,sea 
27) 207 

21, 400 

13, 309 

a,sa? 

s, 176 

?, ese 
'7 0 1BB 
60363 

Fi9. 9: Patr6n electroforético de las 11 subunidades del complejo 
III. Del lado izquierdo se indican los tres polipéptidos con 
función redox y las denominadas proteínas estructurales (Core). En 
el lado derecho se muestran los pesos moleculares resultado de su 
secuenciaci6n, a excepción de los marcados entre paréntesis que 
corresponden a su migración electroforética. 

El arreglo topológico de las once subunidades en la membrana 

interna. mitocondrial se ha estudiado desde distintos enfoques 

metodol69icos: 

a) Con. base en la prote6lisis limitada del complejo en 

mitoplastos (mitocondrias carentes de membrana externa) o 
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partículas submitocondriales (vesículas invertidas). Se utilizaron 

distintas proteasas como tripsina, termolisina, subtilisina, 

pronasa E, quimiotripsina, etc., que di9ieren a las subunidades 

segün su accesibilidad dependiendo de la orientación que tengan, 

para ser analizados mediante el uso de anticuerpos especificas. 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 están en el 

lado intermembranal (González-Halphen, 1988). 

b) Mediante el uso de marcajes especificas, ya sea con reactivos 

fotoacti vables (que se unen covalenternente a su ligando al ser 

iluminados con luz ultravioleta) o con reactivos topológicos de 

tipo hidrof6bicos o hidrof.!licos. con los primeros, se conoce que 

la subunidad VII es la que une a la quinona y que el cit c 1 es el 

que se une al cit c. con los segundos, se marcan ya sea las cadenas 

hidrocarbonadas o los grupos polares de los fosfol1pidos 

demostrando que el cit b es la subunidad embebida en la membrana 

atravesándola de lado a lado. El cit c 1 y la prote1na FeS están 

hacia el espacio intermembranal y las otras subunidades están en 

mayor o menor grado expuestas hacia alguna región hidrofilica 

(Gutweniger, 1981; González-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 aminoácidos de las subunidades aledaftas. 

As1 se demostró, que los siguientes pares se encontraban 

relacionados: I+II, II+VI, III+VI, IV+V, V+X, VI+VII y que el sitio 
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de unión del cit e con el complejo III incluye a las subunidades 

IV, VIII y X. Con base en todas las evidencias mencionadas, se ha 

propuesto un modelo topológico de la distribución de las once 

subunidades del complejo III en la membrana (González-Halphen, 

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

Fig. 10: Modelo del arreglo topológico de las subunidades del 
complejo III mitocondrial de corazón de bovino (González-Halphen, 
1990). 
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3) Cristalograf1a: aunque se tienen muchas evidencias 

experimentales sobre la topolog1a del complejo, todav1a existe 

cierta controversia. El análisis de cristales bidimensionales del 

complejo I~I aislado con Tritón X-100 a partir de rnitocondrias de 

Neurospora ~, en monocapa y multicapa con una resolución de 

2.5 y 1.8 nm respectivamente, muestra que un 30% de la masa del 

complejo está embebido en la bicapa, 50% en una sección periférica 

(7 nm) y un 20% en una sección periférica opuesta (3 nm) que 

constituyen dos pequefios lóbulos que representan al dímero. 

Con base en los datos cristalográficos y las evidencias 

bioquímicas 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 

lóbulos del compartimiento intermembranal y la subunidad III forma 

la parte ce.ntral del complejo por ser tan hidrof6bica (Weiss y col, 

1986) (fig. 11). 

Recientemente diversos grupos (Kubota y col, 1991; Yue y col, 

1991; Berry y col, 1992), lograron la producción de cristales 

tridimensionales del complejo III de corazón de bovino, pero 

todav1a no se ha reportado el modelo estructural. 
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Fig. 11: Modelo estructural del complejo III dimérico de Neurospora 
ia:Al!fill en la niembrana a partir del análisis por difracci6n de 
electrones de cristal.es bidimensionales (Weiss y col, 1986¡ tomado 
de Gonz6lez-Halphen, 1990). 

4) Biologia molecular y filogenia: las once subunidades del 

complejo III de corazón eje bovino han sido terminadas de secuenciar 

recientemente (Link y col, 1986¡ Gencic y. col, 1991) y se les ha 

hecho un perfil de hidropatia según la escala de hidrofobicidad de 

los aminoácidos. De esta forma, el promedio de los valores de un 

segmento dado sirve para predecir los cruces transmembranales de 

una prote!na 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 c 1 solo presenta uno y la Fes 

dos, las subunidades VII, IX, X y XI también presentan regiones 

hidrof6bicas, pero las subunidades I, II, VI y VIII son casi en su 

totalidad hidrofilicas (González-ffalphen, 1990) (fig. 12). 
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Fig. 12: Perfil de hidropat!a de nueve de las once subunidades del 
complejo III, (no se incluye a las subunidades estructurales I y 
II). Las zonas sonfbreadas indican los posibles cruces 
transmembranales y las flechas, los sitios de unión de los grupos 
prostéticos (González-Halphen, 1990). 

El citocromo b, de 390 residuos aproximadamente, es una de las 

subunidades mas estudiadas, ya que es el Onico polipéptido que se 

puede secuenciar a partir del ADN mitocondrial y por su importancia 

en cuanto a las implicaciones filogenéticas que conlleva segQn la 

teor!a endosimbi6tica. Además, se ha secuenciado a partir de 

fuentes. como humano, bovino, ratón, saccharomyces, Aspergillus, 

diferentes bacterias y cloroplastos de espinaca (cit b6) los cuales 

son homólogos. segQn los estudios de hidropat!a, 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 excepción del de 

cloroplasto, donde se proponen cinco cruces (Widger, 1984). Sin 

embargo, pruebas recientes mediante la fusión de genes (entre 

otras), dan evidencia directa de que el cit b solo posee ocho 

cruces transmernbranales y que el antes llamado segmento IV se ubica 

en el espacio periplásmico en Rhodobacter sphaeroides y 

posiblemente en otros organismos (Yun y col, 1991a). Por otra 

parte, existe concenso en proponer a cuatro histidinas, los 

residuos li y 2.2 del segmento II y los residuos li;J. y ].21. del 

segmento V en levadura (existiendo una separación de 13 aminoácidos 

entre los residuos de cada par) corno los ligandos de los dos grupos 

heme, 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 

III y IV forman una estructura compacta, (aunque si tomáramos en 

cuenta que 
0

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 .lJl!i del 

cruce V está conservada en todas las secuencias, los autores 

proponen que ésta debe de conferir a la estructura cierta rotaci6n 

con respecto al eje debido a un quiebre en 1a a-hélice. 

La proteina FeS tiene 199 aminoácidos, la mayor parte 

corresponde al dominio del carboxilo terminal que es 

preferentemente hidrof~lico y en donde se encuentra el sitio de 

uni6n 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 bc1 (Hartl y col, 1996; Fu y col, 1990; Fu y 

Beattie, 1991). 

El cit c 1 estli constituido por 241 aminolicidos, 43.6% de 

residuos hidrof6bicos y 41.1% polares dispuestos en gran parte en 

a-hélices (46%). La proteína se encuentra en el lado externo de la 

membrana anclada a l!sta por una a-hélice hidrofóbica cercana al 

carboxilo terminal, mientras que las cis~einas que unen el grupo 

hemo (residuos 21, y ~ en bovino) pertenecen al dominio del amino 

terminal (Wakabayashi y col, 1992). 

De los tres centros redox, el cit b es el mAs conservado tanto 

en los complejos bc1 (bacterias púrpura y mitocondrias) como en los 

complejos b6 f (cianobacterias y cloroplastos) y puesto que se 

encuentra la misma estructura en gran variedad de organismos, esto 

~I?ºYª la hipótesis de qu~ todas las lineas de procariontes tuvieron 

un origen monofilético (Gabellini, 1999; Hauska, 1999). El cit c 1 

y el cit f aparecen por convergencia a partir de prote1nas 

ancestrales diferentes y la FeS solo presenta un origen común en la 

parte del carboxilo terminal, aunque todas presentan la misma 

estructura 'y desarrollan la misma función. Tomando en cuenta que la 

velocidad de cambio de las proteínas está en intima relación con la 

función que desarrollan, se explica que existan regiones 

conservadas en relación al sitio Qp del cit b, sin embargo no 

sucede lo mismo con el sitio Qn aun cuando ambos son fundamentales 

en el transporte de electrones (Howell, 1989). 
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En términos generales se puede decir que 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 teor1a endosimbiótica (Margulis, 1981; Gabellini, 

1988). 

Por otra parte, existe controversia acerca del resto de las 

subunidades no catal1ticas del complejo. Se conoce que los 

procariontes presentan solamente las tres subunidades catalicas 

como en Paracoccus denitrificans, o una subunidad más en 

Rbodobacter sphaeroides, los cloroplastos de plantas presentan 

cinco en total, los hongos Sagcharomyces cerevisiae y Neurospora 

~ tienen nueve y los mam1feros once. En algunos casos se les 

ha dado una posible función, como a la subunidad VII, relacionada 

con la unión de la ubiquinona (Yu y Yu, 1981) , l.as subunidades VIII 

y X, que favorecen la unión del cit c 1 con el cit e (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 número de subunidades esté 

relacionado con la compartamentalizaci6n de la cadena respiratoria 

en la mitocondria, lo que trajo consigo la necesidad de importar 

las prote1nas codificadas por el nO.cleo y de un sistema de 

ensamblaje más complejo que el encontrado en procariontes. o 

también hay quienes proponen que las secuencias mas largas de los 

complejos bacterianos compensa el nQmero extra de subunidades del 

complejo III en eucariontes (Gabellini, 1988; Trumpower, 1990b). 
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Hasta la fecha siguen realizánd9se experimentos con el fin de 

esclarecer estas polémicas. 

5) otras aportaciones: otro campo de investigación 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 espec1f ica, se ha tratado de establecer 

el orden de ensamblaje: la deficiencia de las subunidades 

estructurales I y II trae una reducción considerable de prote1na en 

el cit b, la Fes y otras dos subunidades, mientras que el cit c 1 

permanece intacto (Kennaway, 1988); la falta de la prote1na FeS 

imposibilita el ensamblaje correcto de las subunidades de bajo peso 

molecular (6, 7 y 8 de ~evadura) as1 como un decremento en el cit 

b, pero no tiene efecto sobre las subunida~es I y II (Japa, 1989). 

Posiblement~, se incorporen primero las subunidades de alto peso 

molecular y luego las más pequeftas, pero es necesaria la estructura 

completa incluyendo al apoci tocromo b para que se incorpore 

finalmente el heme b (Crivellone, 1988). El cit c 1 parece tener un 

mecanismo de ensamblaje independiente de las demás 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 estudio 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 que 

esto ültimo solo ha sido comprobado para algunas subunidades de la 

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

XXX.- Antecedentes 4irectos. 

El tratar de separar a las subunidades de complejos integrales 

de membrana, generalmente lleva al uso de métodos largos y a la 

utilización de agentes desnaturalizantes. 

Bordier en 1981, desarrolló una técnica para la obtención de 

proteinas hidrof6bicas que no pierden sus caracteristicas 

espectroscópicas, mediante la separación de fases con el detergente 

no-iónico Tritón X-114. 

Los detergentes pertenecientes a la familia del Tritón 

(polioxietilen p-t-octil fenol), tienen la capacidad de desplazar 

y reemplazar la mayor parte del ambiente lip1dico que rodea a las 

prote1nas, al formar pequefias micelas en solución por arriba de su 

concentración micelar critica (CMC TX-114 = o. 35 M) a o0c. Sin 

embargo, al elevar la temperatura, el tamarao de la micelas se 

incrementa hasta un punto donde se enturbia la solución y se sale 

de fase. A la temperatura a la cual sucede esto se le llama punto 

de nube y depende directamente del ndmero de grupos hidrof 1licos 

oxietileno que posea el detergente. El Tritón x-100 por eje=plo, 
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con un nGmero de 9-10 oxietilenos, tiene un punto de nube de 64°C, 

mientras que el TX-114 con n = 1-a tiene un punto de nube de 20°c 

lo que le da la enorme ventaja de salirse de fase a temperaturas 

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

Fig. 13: Estructura del detergente Tritón X-114 en donde x 
representa el n1lmero de grupos oxietileno (TX-114 x = 7-8) 
(Neugebauer, 1987). 

La separación de fases, se ha utilizado para la purificación de 

una gran variedad de prote1nas, al recuperar una pastilla rica en 

detergente (después de centrifugar a baja velocidad) , que contiene 

a las prot?1nas hidrof6bicas y un sobrenadante o fase acuosa en 

donde se encuentran las protelnas hidrofllicas que se unen muy poco 

al detergente. 

Payne y Trumpower en 1987, utilizaron este método para separar 

las subunidades del complejo bc1 de las bacterias Paracoccus 

denitrificans y Rbodobactgr sphaeroides, que tienen tres y cuatro 

subunidades respectivamente. sus resultados muestran que el cit h 

puro se localiza en la fase hidrofóbica (rica en detergente) / 

mientras que el cit c 1, la proteina Fes y la subunidad IV, (segQn 

el caso) permanecen en el sobrenadante de acuerdo con su carácter 

hidrofilico. Los citocromos a1ln conservan sus propiedades 

espectrosc6picas nativas, lo que indica que el método no solo es 

simple y r4pido, sino que adem4s permite purificar a las proteinas 
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con las caracter1sticas cercanas a las que poseían .in vivo (fig. 

14). a 
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Fiq. 14: Separación de fases del complejo bc1 de Paracoccus 
denltri.ficans (Payne y Trumpower, 1987). 
a) Representación de la separación de fases después de centrifugar 
a baja velocidad. 
b) En el lado izquierdo se muestra el patrón electroforético del 
complejo y del lado derecho los respectivos espectros de absorción. 
(A) Corresponde al complejo antes de la separación por lo que se 
sobreponen los espectros de los citocromos, (B) es el sobrenadante 
en donde se localizan el cit c 1 y la Fes y (C) es la pastilla rica 
en detergente en donde se encuentra el cit b. 
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El cit b y el cit c 1 mitocondriales (el primero hidrofóbico y el 

segundo pr~dominantemente hidrof!lico), han sido purificados cada 

uno por diferentes métodos (T'Sai, 1982; Shimornura y col, 1985; 

SchHgger y col, 1986), pero no se ha obtenido una preparación en la 

que ambos mantengan sus caracteristicas espectroscópicas, es por 

esto que en el presente trabajo se probó la separación de fases del 

complejo III mitocondrial de bovino con el detergente TX-114 segQn 

el método de Payne y Trumpower (1987). 

Por otra parte, el complejo III ha si~o separado en diferentes 

subcomplejos mediante una cromatograf1a de hidrofobicidad en una 

columna de fenil-Sefarosa utilizando clorhidrato de guanidina como 

agente caotrópico (disociante), y detergentes como colato y 

desoxicolato de sodio. Esto ha permitido la purificación 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 (SOS) (fig. 15a y b). Puesto que los citocromos son los que 

permanecen unidos a la columna durante la disociación, 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 bc1 de procariontes, y que después resultarla mas sencillo 

de disociar a gran escala, recuperando a los citocromos en forma 

pura. 
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Fiq. l.5: Purificación de las subunidades del complejo III de 
corazón de bovino mediante una cromatoqrafia de hidrofobicidad 
seq11n el método reportado por Shimomura y col. {l.986). 
a) Perfil de eluci6n de las subunidades, en donde los n1lmeros 
romanos indican el amortiguador que se utiliz6 en presencia de: x:.
desoxicolato de sodio l.t, II y III.- clorhidrato de quanidina 1.5 
y 3 M respectivamente, IV.- colato 1', V.- C12E8 U, y VI.- SOS 2t 
y las letras representan las fracciones enriquecidas en (A) Fes, 
(B) subunidad VI, {C) subunidades I y II, (D) cit c 1 y (E) cit b. 
b) Patr6n electroforético de las fracciones eluidas en un gel de 
poliacrilamida-sos: (A) corresponde al complejo III (15 µq de 
prote1na), (B) Fes (2.5 µq), {C) subunidad VI (2.5 µq), (D) 
subunidades I y II (6 µq), (E) cit c 1 (2.5 µq) y (F) cit b (4 µ9). 
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OBJETJ:VOB 

1.- Estudiar el fenómeno de separación de fases con el detergente 

no-i6nico Tritón X-114 en el complejo III mitocondrial de corazón 

de bovino, con el fin de separar a las subunidades hidrof6bicas de 

las hidrof1licas. 

2.- Purificar a los citocromos b y c 1 con el mismo detergente, 

utilizando cromatograf1as de hidrofobicid~d e intercambio ani6nico. 

3.- Caracterizar electroforética y espectrosc6picamente a los 

citocromos purificados. 

4. - Realizar el ensayo de reconstitución de la actividad de un 

subcomplejo constituido O.nicamente por los citocromos b y c 1 del 

complejo III mitocondrial con la proteína Fes, en un s1mil del 

complejo bc1 de procariontes. 
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JIATllR:UILBB Y llBTODOB 

1) Purificaai6n del aoaplejo XXX aitocondrial. 

1.1 Obtenci6n de mitocondrias (L6w y Vallin, 1963). 

Se comenz6 con corazones frescos de res que se limpiaron de 

tejido conectivo y graso. El mQsculo se Pas6 por un molino de carne 

y se separo 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 centrifug6 durante 10 mina 3 1 000 rpm en 

el rotor GS-3 (1,530 g) en una centrifuga Sorvall RC2-B. La 

pastilla obtenida se descartó y el sobrenadante se filtró 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 que 

conten1a únicamente Tris-HCl 5 mM y sacarosa 250 mM (PH 7.4) y se 

lavaron centrifugando 10 min a 10,000 rpm en el mismo rotor. La 

pastilla final se resuspendi6 en un volumen pequefio del segundo 

amortiguador, se homogeniz6 con un vAstago de tefl6n y se guardó a 

-70°C. 

Durante todo el procedimiento se trabajó a 4°c. 
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1.2 Preparaci6n de la fracci6n S-1 (método modificado de Rieske, 

1967). 

Una vez que se midió el volumen de las mitocondrias, se obtuvo 

su concentración de proteína 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 B.O) (Amortiguador TSH) para 

que quedasen a una concentración final de proteína de 23 mg/m1. A 

continuación se solubilizaron con desoxicolato de potasio (DOCK) al 

10% (pH 9. O) gota a gota en agitación constante y en bai'io de hielo, 

a una concentraci6n de o. J mg/mg de prote1na y se precipit6 con KCl 

sólido a 74.6 g/l. Se centrifugó por 16 min a 45,000 rpm con el 

rotor 60 Ti (145,000 g) en la ultracentr1fuga (Beckman LB 55M). La 

pastilla que se obtiene es de color verde y corresponde 

mayoritariamente al complejo IV (cit oxidasa) por lo que se 

resuspendi6 en TSH y se guardó a -70°C para su posterior 

utilización. El sobrena~ante rojo se filtró a través de fibra de 

vidrio y se midió su volumen, se le agreg~ 0.25 volúmenes de agua 

bidestilada fria y se centrifug6 de la misma manera. El precipitado 

se descart6 y el sobrenadante se dializó en una membrana con poro 

< PM 12,000-14,000 durante 3 horas contra 8 volúmenes de Tris-HCl 

10 mM (pH B.O). Finalmente, se centrifugó 45 min con el rotor 60 Ti 

a 45, ooo rpm y el bot6n denominado fracción S-1 enriquecido en 

complejo III se resuspendi6 en TSH y se guardo a -70ºC, 
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1.3 Preparación del complejo III crudo. 

se midió el volumen de la fracción s-1 y a continuación se 

obtuvo su concentraqi6n de proteína con el método de biuret. Se 

diluyó con el amortiguador TSH a una concentraci6n final de 10 

mg/ml y se solubilizó con DOCK (10%) a 0.5 mg/mg de proteina gota 

a gota. Posteriormente, se anadi6 acetato de amonio al 50% de 

saturación 16.5 ml/100 ml, se dejó reposar por 15 min (siempre a 

4ºC) y se centrifugó 16 min con el rotor 60 Ti a 45, 000 rpm 

(145,000 g) en la ultracentrlfuga. Este procedimiento se repitió 

dos veces agregando acetato de amonio al 50%, 6 ml/100 ml y 3.2 

ml/100 ml respectivamente después de cada centrifugación. La 

pastilla llamada R4B se puede guardar para la purificación del 

complejo I. 

El sobrenadante se le midió el volumen y se le aftadi6 acetato de 

amonio sólido (450 g/l), se dejó reposar 10 min y se centrifugó 25 

min en el 60 Ti a 45 1 000 rpm. El botón obtenido corresponde al 

complejo III crudo que se resuspendi6 suavemente en TSH y se 

congeló a -7o0 c. 

1.4 Preparación de complejo III puro. 

Se midi6 e1 volumen de1 complejo III crudo y posteriormente se 

obtuvo la concentración de prote1na con e1 método de biuret. se 

diluyó a 10 mg/ml con el amortiguador TSH, se le aftadi6 colato de 

potasio al 20% (pH 7.8) (0.25 mg/mg de proteina) y sulfato de 

amonio saturado a una concentración final de 0.35% de saturación 

(54 ml/ 100 ml) gota a gota en agitación continua. se dejó reposar 
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10 min y se centrifugó con el rotor 60 Ti a 45 000 rpm (145,000 g) 

durante 10 min en la ultracentr1fuga. El precipitado se descartó y 

al sobrenadante se le agregó sulfato de amonio a O. 40t de 

saturación (8.35 ml/ 100 ml), se dej6 reposar y se centrifug6 de la 

misma forma ya mencionada. El segundo sobrenadante se filtró a 

través de fibra de vidrio para eliminar el material aceitoso 

flotante, después se le agregó la mitad de la cantidad utilizada 

previamente de colato de potasio (20%) y sulfato de amonio 0.42% de 

saturación (3.45 ml/100 ml), se dejó repos.ar 10 min y se centrifugó 

bajo las mismas condiciones. Por último, se af\adi6 sulfato de 

amonio a O. 48% de saturación (11. 5 ml/100 ml) y se repitió la 

operación. El último botón corresponde al complejo III puro, se 

resuspendi6 en TSH, se le midió la concentración de proteina por el 

método de Lowry (ver mas adelante) y se guardó a -70ºC hasta su 

uso. 

Es de hacerse notar q~e las soluciones de desoxicolato y colato 

de potasio utilizadas en la metodologla, se hicieron a partir de 

los ácidos desoxicólico y cólico recristalizados y KOH. 

2) Separaai6n de fases con el detergente Trit6n x-114. (Bordier, 

1981; Payne y Trumpower, 1987). 

2.1 Precondensación del detergente Trit6n X-114. 

Para poder llevar a cabo la separaci6n de fases, es necesario 

remover los qrupos hidrof1licos del detergente comercial (Sigma), 

por lo que se sometió al pretratamiento descrito por Bordier 
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(1981). Se pesaron 20 g del. TX-114 a l.os que se l.es agregó 16 mg de 

hidroxitolueno butilado (antioxidante), se disol.vió en 980 ml. de 

Tris-HCl. 10 mM, Nacl 150 mM (pH 7.4) a o•c. La sol.ución 

transparente se dejó incubando a JOºC durante toda la noche, al 

llegar a su punto de nube se enturbió y después se condens6, 

quedando una fase rica en detergente y una fase acuosa que se 

descartó. El. procedimiento se repitió dos veces mas y l.a 1íltima 

fase que se obtuvo enriquecida en detergente, se pasó a través del 

filtro Mill.ipore (Mill.ipore corporation XXl004704) para el.iminar 

impurezas. Se hicieron varias diluciones y se determinó su 

concentración por su espectro de absorción a 275 nm, utilizando el 

coeficiente de extinción El%= 23.2 (Payne y Trumpower, 1987). 

2.2 Procedimiento para la separación de fases. 

La proteína (2 mg/ml} en presencia de TX-114 1.st precondensado, 

se sometió a diálisis durante 24 horas a 4°C contra Tris-HCl 25 mM 

(pH 8.0) con el objeto de eliminar el colato y sales provenientes 

de la purificación del complejo, (ya que comprobamos con 

anterioridad que su presencia inhibía la separación de fases desde 

muy bajas concentraciones) y se le determinó proteína por el método 

de Lowry. En un tubo cónico Eppendorf para microfuga se ajustó la 

muestra a una concentración final de 1. 5 mg/ml en presencia de NaCl 

150 mM, aforando a o.s ml con un amortiguador que contenta Tris-HCl 

50 mM (pH 7.5) y TX-114 1.5%. La mezcl.a se llevó a cabo a oºc y se 

dejó agitando l.entamente en frlo en un agitador de pl.ataforma 

rotatoria (Clay Adama Nutator 1105) durante una hora. 
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Posteriormente, las muestras aún translücidas se envolvieron con 

hule espuma y se dejaron agitando a temperatura ambiente hasta que 

la solución se enturbiara, lo que indicaba que se babia alcanzado 

el punto de nube. Después de 30 min los tubos fueron incubados a 

JOºC en un bafto de agua con agitación (Cole-Palmer 1095-00) durante 

5 min. A continuación las muestras se colocaron suavemente sobre 1 

ml de una solución que conten1a Tris-HCl 50 mM (pH 7.5), sacarosa 

al 6% y TX-114 0.06% (solución "colchón") y se centrifugaron de 15-

20 min a temperatura ambiente en una centrifuga cl1nica de columpio 

(Solbat) a 4,000 rpm. Al final del procedimiento, el Tritón se 

hab1a salido de fase encontrándose en una pastilla densa. Se separó 

la pastilla del sobrenadante, se les midió a ambos la concentración 

de proteína y se corrió una electroforesis (ver adelante) para ver 

la distribución de proteínas. De ser necesario, la pastilla pod1a 

ser sometida nuevamente a separaciones de fases sucesivas para una 

mayor purificación. 

El método descrito, es el sistema ópt~mo obtenido con base en 

una serie de pruebas hechas a partir de los rangos establecidos por 

el método de Payne y Trumpower (1987), que incluye: concentración 

de prote1na de 1-1.s mq/ml, cantidad de detergente o.s-1.5% de TX-

114, fuerza i6nica determinada por la concentración de NaCl 50-150 

mM, además de modificaciones propias como fueron, el dializar la 

proteína, variar el tiempo de incubación y la velocidad de 

centrifugación de la muestra. También se probó el uso de agentes 

caotrópicos (clorhidrato de quanidina y urea) a diferentes 

concentraciones, con el fin de obtener una mayor disociación del 

complejo I~I. 
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3) Puri~icaci6n de loa citocromoa b y c 1 • 

3 .1 Primera columna de DEAE-Biogel A (Ljungdahl, l9B7; Silva

Cárdenas, 1991) . 

El complejo III purificado por el método de Rieske (descrito 

previamente), aQn presenta·cierta contaminación por subunidades de 

alto peso molecular pertenecientes al complejo II mitocondrial 

(succinato deshidrogenasa). Debido a los objetivos establecidos en 

este trabajo sobre la purificación de los citocromos b y c 1, se 

necesitaba partir de una muestra de complejo III lo más pura 

posible, por lo que en el laboratorio se ha implementado una 

técnica de aislamiento de estos dos complejos tratándolos con el 

detergente no-i6nico lauril malt6sido (dodecil B malt6sido) y una 

cromatografia de intercambio aniónico. Para esto, el complejo III 

purificado por el método de Rieske (1967) (120-130 mg) se diluy6 a 

10 mg/ml (concentraci6n final) con el amortiguador Tris-HCl 50 mM 

(pH B.O), sulfato de magnesio l mM (amort. 1) y se le agreg6 lauril 

malt6sido 0.3 mg/mg de prote1na gota a gota en agitaci6n y en fr1o. 

Después de una hora de solubilizaci6n, se dializó contra el amort. 

l durante 4 horas, se diluy6 1:2 con Tris-HCl 50 mM (pH B.O), 

sulfato de magnesio l mM y lauril malt6sido 0.1 mg/ml (amort. 2) y 

se centrifug6 10 minen el rotor so Ti a 30,0oo rpm (60,000 g). El 

precipitado se descart6 y el complejo III que se qued6 en el 

sobrenadante se carg6 a una columna de DEAE-Biogel A (BioRad) de 

2.5 x 20 cm previamente equilibrada en fria con el amort. 2 y se 

lav6 con 5 vol11menes de columna del mismo. Los complejos fueron 
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elu1dos 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 volümenes cada uno, dejando que en cada paso acabara de eluirse 

la prote1na con un volumen adicional de amortiguador conteniendo 

NaCl 150 6 400 mM respectivamente. Las fracciones se colectaron en 

voltlmenes de 3 ml y se leyeron en el espectrofot6metro (Beckman 

UV/VIS DU50) a 2ao nm. La fracci6n correspondiente al complejo II 

se concentró en una cámara de ultrafiltración Amicón de 10 ml con 

una membrana Oiaflo YM JO y se congeló a -7o0c. 

3.2 Columna de fenil-Sefarosa (método modificado de Shimomura y 

col, 19a6). 

La cromatograf1a de hidrofobicidad se utiliz6 con el fin de 

disociar al complejo III para la obtención de un subcomplejo 

constituido por las subunidades III (cit b) y IV (cit c 1). 

Reactivos Arnortigu~dores 
1 2 3• 5 6• 7* 

Tris-HCl 
25 mM (pH) a.o a.o 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 
glicerol (%) 20 20 20 20 20 
DTT (mM) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
EDTA (mM) 1.0 
NaCl (M) 0.2 
DOCNa ('11) 0.25 1.0 
colato Na (%) 1.0 1.0 1.0 
clorhidrato de 
guanidina (M) 1.5 3.0 
TX-114 ('11) 1.5 
* amortiguadores adicionales al método original. 

Al complejo III puro (que se eluy6 de la primera columna de 

DEAE-Biogel A), se le adicion6 glicer?l al 20% y se carg6 

directamente (sin concentrar) a una columna de fenil-Sefarosa CL 48 

(Pharmacia) de 2.5 x 20 cm equilibrada con 500 ml del amortiguador 

1 y se lav6 con 2.5 1 del mismo. 
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subunidades del complejo se eluyeron sucesivamente con 200 ml de 

cada uno de los amortiguadores 2, 3, 4, 5 y 7 (descritos 

anteriormente). Se cqlectaron en fracciones de 3 ml y se leyeron en 

el espectrofot6metro (Beckman UV/VIS DU50) a 280 nm, excepto las 

fracciones eluidas con el amort 7, ya que el máximo de absorción 

del TX-114 (275 nm) interfiere con la lectura de proteína, por lo 

que sólo se siguió la absorbancia de los hemos a 415 nm. El 

amortiguador 6 no eluye proteina, pero se utiliza para lavar el 

colato y el clorhidrato guanidina antes de eluir con el TX-114. Las 

muestras en presencia del agente caotr6pico se dializaron contra 

Tris-HCl 25 rnM (pH 7.5), colato 0.5% y todas las fracciones eluidas 

con cada amortiguador (excepto las de los amortiguadores 6 y 7) se 

concentraron por separado en una cámara de ultrafiltraci6n Amicon 

de 20 ó 10 ml con una membrana Diaflo YM 10, se les midió 1a 

concentración de prote1na 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 1 en presencia del 

detergente TX-114 que se obtuvo del procedimiento anterior, se 

cromatograf 16 directamente (sin concentrar) en una columna de l. x 

10 cm equi1ibrada previamente con Tris-HCl 50 mM (pH e.o), su1fato 

de magnesio 1 mM y octil glucósido 0.1 mg/ml y se lavó con dos 

voleimenes del mismo. A contiiluaci6n se eluy6 con Tris-HCl 50 mM (pH 

B.O), sulfato de magnesio 1 mM, TWeen20 2t, NaCl 400 mM y DTT l mM. 

Las fracciones del lavado y de la eluci6n que corresponden a cada 
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uno de los citocromos aislados, se colectaron en volúmenes de 2 ml 

y se leyeron en el espectrofot6metro a 415 nm. Se obtuvieron sus 

espectros de absorción y se realizó la electroforesis 

correspondiente de cada muestra. 

41 Determinación d• proteina. 

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

Este método consiste en una reacción calorimétrica que 

corresponde a la unión del cobre en so1ución alcalina con las 

uniones pept1dicas y los residuos de tirosina. 

Para preparar el reactivo de biuret, se necesitan 1.5 g de 

sulfato c1lprico y 6 9 de tartrato de sodio y potasio (NaKC406· 4H2o) 

que se disuelven en agua tibia y se les agrega 300 ml de NaOH al 

10% aforando posteriormente a 1 l. 

La curva patrón se hdzo a partir de seroalbOmina de bovino 10 

mg/ml de o a 2 mg totales; cada tubo se ~for6 a o. e ml con agua 

bidestilada, · se les agreg6 o. 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 µl por duplicado. Después de 

30 min los tubos se leyeron en el espectrofot6metro (Shimadzu 

UV160U) a 540 nm y la concentración se obtuvo interpolando los 

datos en la curva patrón. 

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

Este método es similar al de biuret pero es 10 veces más 
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sensible (Holme y Peck, 1983), además contiene sos, lo que facilita 

la determi~aci6n de la concentración de prote!nas membranales: 

Solución A (11):.carbonato de sodio 2% 
hidróxido de sodio 0.4% 
tartrato de sodio 0.16% 
sos u 

Soluci6n B: slllfato de cobre 4% 
Solución e: 100 vol A / 1 vol B 
Soluci6n D: 1 vol del reactivo de Folin l vol de agua 

La curva patrón se hizo con seroalbúmina 1 mg/ml de o a 0.1 mg 

y se aforó a 1 ml con agua, se le agregaron J ml de la sol. e y 0.3 

ml de la sol. D agitando en cada paso. Después de JO min se ley6 en 

el espectrofot6metro a 540 nm. 

5) Remoción del detergente Trit6n X-114 asociado a las proteinas 

(Holloway, 1973). 

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

Los BioBeads son un copolimero (poliestirén-divinilbenceno) 

poroso de carácter neutro que adsorbe distintos detergentes, entre 

ellos al grupo del Tritón. Para su uso se recomienda un 

pretratamiento como se describe a continuación: a 30 g de BioBeads 

se les agregó 200 ml de metano!, se agitaron durante 15 min y se 

colectaron filtrando el liquido a través de un filtro Millipore, se 

les pas6 soo ml adicionales además de un litro de agua. sin dejar 

que se secaran, se lavaron lentamente en una columna para 

cromatograf ia con dos litros de agua y se mantuvieron en agua a 

temperatura ambiente hasta su uso. 

45 



5.2 Remoci6n del detergente. 

El Tritón X-114 no traspasa la membrana Diaflo YM lO {por su 

elevado número de agregación que en el caso del Tritón x-100 es ~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 la 

realización 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 rápida formación de micelas), (Furth, 1980); ni tampoco 

logramos que se intercambiara completamente por otro detergente en 

una cromatograf1a. Los BioBeads fueron efectivos al agregarse 

directamente a la muestra en una concentración de o.6 g (peso 

húmedo) / 2 ml de proteina permaneciendo en agitación lenta sobre 

el agitador de tabla rotatoria durante 24 horas en fr1o. Dicho 

método permite disminuir la concentración del detergente lo 

suficiente para que no interfiera en la caracterización de las 

prote1nas, aunque nunca alcanza a eliminarlo completamente. 

6) caracteri•aci6n electrofor6tica (Schligger y col, 1986). 

6 .1 El tipo de electroforesis de sistema discontinuo que se 

describe a continuación permite la resolución completa de las 11 

subunidades del complejo III {Schligger y Van Jagow, 1987). 
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gel separador (16%) gel de muestra 
Bis-acrilamida 
(O. 938% / 30%) 16.0 ml 1.6 ml 
Amortiguador 
electroforético 10.0 ml 3.0 ml 
Glicerol 
(O. 795% v/v) 4.0 ml 
Agua 7.4 ml 
Persulf ato de 
amonio (10%) 100 µl 100 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 

Amortiguadores utilizados 

- electroforético: Tris 3 M, HCl l M, sos 0.3% 
- catódico (superior): Tris 0.1 M, Tricina 0.1 M, sos 0.1% 
- anódico (inferior): Tris-HCl 0.2 M (pH 8.9) 

Solución digestora: Tris-HCl 100 mM (pH 6.8), SOS 10%, 
glicerol 30%, mercaptoetanol 4%, 
azul de bromofenol 0.03% 

(4%) 

Las muestras se digirieron durante media hora con solución 

digestora y se cargaron a un gel de poliacrilamida-SDS. se corrió 

en una cámara de electroforesis (BRL Vl.6 vertical) a JO Volts 

durante 1 hora y posteriormente a 80-100 V durante toda la noche. 

Al término se fij6 con una solución de metano! 50% y ácido acético 

al 10%, se tifi6 con azul de Coomassie G-25 0.1% y ácido acético al 

10% y se destifió con ácido acético al 10%. 

Los geles de interés, se analizaron cuantitativamente mediante 

barridos densitométricos con el aparato Ultrascan XL (LKB) acoplado 

al program~ de cómputo correspondiente. 

6. 2 Inmunorréplicas tipo Western (Towbin y col, 1979; Hawakes y 

col, 1982). 

un método adicional en la caracterización de los citocromos fue 

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

Amortiguadores 

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

- TBS: Tris-HCl 20 mM (PH 7.5), NaCl 500 mM 
- TTBS: Tris-HCl 20 mM (PH 7.5), NaCl 500 mM, Tween 20 

o.os% 
- revelado: BCIP (fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil) 

30 mg / 4 ml dimetil formamida (DMF). 
NBT (azul de nitrotetrazolio) 60 mg / 2.s ml 
DMF + 1.2 ml agua. 

Primero se llevó a cabo la electroforesis con 5 µg de prote1na 

en cada carril. Al gel (sin ser sometido a tinción), se le colocó 

encima el papel de nitrocelulosa y se puso entre papeles filtro y 

esponjas (previamente remojados en el amortiguador de 

transferencia) y la rejilla. Se usó la cámara 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 les agreg6 gelatina al 3% 

disuelta en el mismo amqrtiguador, por un m1nimo de 4 horas con el 

fin de bloquear sitios inespecificos y se lavaron en TTBS (Tris, 

TWeen, amortiguador salino) dos veces (5 min). Se dejaron incubando 

con el primer anticuerpo: anti-holoenzima, dilución 1:20,000; anti

cit b 1:2,000 o anti-cit c 1 1:2,000 respectivamente, en presencia 

de 1% de gelatina, toda la noche. Después se adicionó el segundo 

anticuerpo (fosfatasa alcalina, que permite la reacción 

calorimétrica) 1:3,ooo durante 4 horas, lavando antes y después con 

T'rBS. Para revelar, se agregó a cada tira una solución de 

bicarbonato de sodio 100 mM, cloruro de magnesio 1 mM (pH 9.8), 

además de 200 µl de BCIP y NBT y se detuvo la reacción 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 soluci6n en agitación constante y a 

temperatura ambiente). 

7) caracterisaci6n espectroso6pica. 

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 µl 

de muestra y se leyó en el espectrofot6metro para obtener el 

espectro oxidado, a continuación oe le agregó ditionita en polvo 

como reductor (Aldrich Chemical) y se siguió su absorbancia en un 

rango de 350 a 700 nm. 

7.2 Pirid1n-hemocrom6geno: en una celda de 3 ml se mezclaron 1 ml 

de hidróxido de sodio, 1 ml de pir idina y O. 5 ml de agua y se 

aqreq6 0.5 ml de muestra con la que se obtuvo el espectro oxidado. 

Después, la solución se redujo con un exceso de ditionita y se 1ey6 

inmediatamente en el espectrofot6metro 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 µl de 

muestra y se le agregó ferricianuro de potasio (Baker Analyzed) (1 

M) a una concentración final de o.s tnM, se realizó la linea base 

leyendo en el espectro de sao a 600 nm, a continuación se adicionó 

ascorbato (Sigma) (1 M pH 7.0) 5 mM y se repitió la lectura, se 

ajustó una segunda linea base con la misma muestra y se terminó de 

reducir con ditionita en polvo para obtener el último espectro. El 

contenido hérnico del cit b y del cit c 1 se determinó con los 

coeficientes de extinción 25 y 17. 5 mM respectivamente (Degli 

Esposti, 1986). 

8) Ensayo de reconstituci6n de la actividad ubiquinol-citocromo o 

6xido-reductaaa con el subcomplejo bc1 y la proteina FeS 

(Gonz6lez-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, cardiolipina 1 mq/ml 
disueltos por sonicaci6n 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. 
Ubiquinona: el DBH se preparó según Trurnpower y Edwards 

(1979) en etanol 72 mM, se redujo con ditionita y 
se extrajo con ciclohexano (0.6-o.a ml) 3 veces, 
se resuspendi6 en dimetil sulfóxido y se obtuvo 
su concentración por su coeficiente de extinción 
16 mM a 277 nm. 

- Prote1na Fes: se eluy6 de la columna de fenil-Sefarosa con 
desoxicolato de sodio 1% por el método descrito 
anteriormente. su pureza se determinó por el 
barrido densitométrico de la electroforesis y su 
concentración precisa por la cuantif icaci6n de 
fierro con el espectro de absorción atómica 
(Perkin-Elmer 372) a 248 nm. 
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- Sub bc1 y 
cit e: la cantidad de prote1na utilizada se dedujo de la 

concentración de cit b y cit e que se obtuvo por 
sus coeficientes de extinción e = 25 y 19 mM 
(Degli Esposti, 1986), al reducirse con ditionita 
y aScorbato respectivamente. 

El subcomplejo bc1 en presencia de 275 µg de fosfol1pidos y la 

proteina Fes se dializaron por separado toda la noche previa a la 

reconstitución contra el amortiguador de fosfatos para eliminar el 

DTT presente en la preparación· y se les midió prote1na por el 

método de Lowry. La muestra que contenía 300 pmolas de cit b se 

incubó con 900 pmolas de proteína Fes a 3oºc durante 30 min. La 

actividad de ubiquinol-citocromo e 6xido-reductasa se siguió en un 

espectrofotómetro de doble rayo (SLM-Aminco DW-2c) en el modo DUAL 

(550-540 nm) en una celda de cuarzo de 3 ml con agitación en 

presencia de: lipidos 25 µ.g/ml, catalasa 25 unidades/ml, super6xido 

dismutasa 10 unidades/ml, Tween 20 6 Tritón x-100 0.2%, cite 30 µM 

y DBH 15 µM para disparar la reacción, aforando a 2 m1 con 

amortiguador de fosfatos. 
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RESULTADOS 

Para poder llevar a cabo el. primer objetivo planteado en este 

trabajo con respecto a la separación de fases del complejo III 

mitocondrial, fue necesario establecer una metodolog1a donde se 

obtuvieran los resultados óptimos. Entre las modificaciones más 

importantes, cabe mencionar el someter la proteina a diálisis 

intensiva con lo que se eliminó el col.ato, cuya presencia inhibe 

que el Tritón X-114 se salga de fase (ver fig. 16). Dicha técnica 

se estandarizó al poder separar la mezcla de citocromo oxidasa, (de 

caracter hidrofóbico) y el citocromo e (una prote1na totalmente 

hidrof1lica) y recuperarlos en su respectiva fase después del 

tratamiento, tal como se muestra en el gel de poliacrilamida-sos de 

la figura 17 a y b. 

As1 mismo, la metodologia implementada fue de utilidad cuando se 

quiso comprobar el carif1cter hidrof1lico del fragmento V" de la 

prote1na Fes al someter el complejo III a prote6lisis limitada con 

tripsina, como se observ~ en el articulo del apéndice anexo. 

Al probarse con el complejo III, aQn después de realizarse dos 

separaciones consecutivas, el cit b (subunidad III) permanece en la 

fase rica en TX-l.14 y la proteína Fes (subunidad V) en la fase 

hidrof1lica según lo esperado siguiendo el modelo topológico 

descrito en la introducción, sin embargo, el cit c 1 (IV) y la 

subunidad VI entre otras, se distribuyen equitativamente en ambas 

partes por lo que no hay una completa resolución de los 

polipéptidos en forma aislada (ver fig. 18). 
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Fig. 16: Inhibici6n de la separaci6n de fases del Trit6n X-114 por 
concentraciones crecientes del detergente colato, en donde el 100% 
de recuperación de TX-114 en la 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 separación de fases 
de la cit oxidasa y el cit 
c. 1) cit oxidasa purificA 
da 11.7 µg de prote1na, 2) 
mezcla cit oxidasa 11.7 µg 
+ cit c 3,3 µg • 15 µg to
tales antes de la separa
ción, 3) Pastilla (fase hi 
drof6bica) 11.7 µg y 4) s2 
brenadante (fase hidrof1li 
ca) 3.3 µg. b) Barrido den 
sitométrico en donde 1,2,3 
y 4 corresponden a los mi~ 
mas carriles que en a). 
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Fig. 18: Patr6n electroforético de la separaci6n de fases 
consecutiva del complejo III con el TX-114, en donde (C) 
corresponde al complejo III purificado (20 µg de prote1na), (P) la 
pastilla que se obtuvo después de dos separaciones sucesivas (20 
µg), (SN l) primer sobrenadante (20 µg) y (SN 2) segundo 
sobrenadante (20 µg) recuperados. Del lado izquierdo se indica el 
nOmero de la subunidad. 

Para obtener una mejor resolución de la separación de fases se 

probó el uso de clorhidrato de guanidina. sin embargo, se observó 
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que la ad.ición de concentraciones crecientes de este agente 

caotrópico no condujo a mejores resultados, e incluso, inhibió la 

la separación de fases del detergente (fig. 19 y 20). 
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Fig. 19: Inhibición de la separación de fases del Tritón X-114 por 
concentraciones crecientes de c1orhidrato de guanidina, en donde el 
100\ de recuperación del detergente en la pastilla corresponde a 
1.92 de absorbancia a 275 nm en ausencia del agente caotrópico. 
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Fig. 20: Patrón electroforético de la separación de fases del 
complejo III con TX-114 en presencia de clorhidrato de guanidina. 
(C) Complejo III purificado (20 µg de protelna), (P) pastilla (fase 
hidrof6bica con 20 µg) y (SN) sobrenadante (fase hidrofllica con 10 
µg) • Los n1lmeros 1 y 2 indican la concentraci6n del agente 
caotr6pico o.o y o.s M respectivamente. 
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En presencia de urea (otro agente caotr6pico), se obtuvieron 

buenos resultados en la separación de fases considerando que s61o 

se llev6 a cabo una vez. Como se observa en la fig. 21, el cit b 

(subunidad III) permanece en las pastillas de detergente, mientras 

que las subunidades V y VI se enriquecen parcialmente en el 

sobrenadante alrededor de una concentración de 2.0 M de urea. 

+11 
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VIII 

IX 
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43.7 
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..:..- º''·'~"' _ ........... _,_ ....... ,, _ e5.o 
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Fig. 21: Electroforesis de la separación de fases del complejo III 
con TX-114 a concentraciones crecientes de urea. (a) Pastilla con 
20 µg y (b) sobrenadante con 20 µg de proteina. Los nümeros 
superiores indican: l. - complejo III antes de la separación de 
fases (20 µg de proteina), y a continuación las concentraciones de 
urea que se util.izaron: 2.- o.o Molar, J.- o.s M,· 4.- 1.0 M, s.-
1.5 M, 6.- 2.0 M, 7.- 2.5 M y a.- 3.0 M. Ademas del lado izquierdo 
se indica el nümero de subunidad y del lado derecho algunos de loa 
pesos molecUlares de las proteínas seqün su migraci6n 
electroforética (SchMgger y col, 1986). 
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Por último, se probó la separación de fases con el subcomplejo 

constituido por los citocromos by c 1 (ver más adelante), bajo el 

supuesto que, con una estructura mas sencilla, se lograrla la 

separación de los mismos. Sin embargo, tampoco se recuperaron en 

forma aislada, (datos no mostrados). 

Dado que la separación de fases del Complejo III intacto con el 

detergente TX-114 no separa eficientemente a las subunidades 

hidrofilicas de las hidrofóbicas, como sucede en el caso del 

complejo bc1 de bacterias (Payne y Trumpower, 1987), se decidió 

disociar a las diferentes subunidades del complejo utilizando una 

cromatograf la hidrofóbica de fenil-Sefarosa. Los resultados 

obtenidos se desglosarán según 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 rnaltósido cargado a 

esta columna, se sometió a un gradiente discontinuo de cloruro de 

sodio con el que se obtuvieron los complejos II y III a baja y alta 

fuerza i6nica respectivamente (fig. 22). La succinato 

deshidrogenasa representa el 6-7% del total de protelna con el que 

se comenzó y el complejo III se recupera casi en su totalidad. En 

el gel de poliacrilamida de la figura 24a, que se muestra más 

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 eluci6n de la primera columna de DEAE-Biogel A 
que se siguió por la lectura de prote1na a 280 nm, utilizando un 
gradiente discontinuo de cloruro de sodio (concentración molar). La 
doble marca sobre la linea del perfil indica que se interrumpió la 
lectura de las subsecuentes fracciones y se comenzó con el segundo 
gradiente. 
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b) Columna de fenil-Sefarosa: El complejo III puro que se cargó 

a esta columna, se lavó extensamente con 0.25% de desoxicolato de 

sodio y alta fuerza .iónica con el fin de quitar los fosfolipidos 

asociados al complejo (Shimornura y col, 1986); dicho lavado es 

necesario para poder disociar posteriormente a la proteina fierro

azufre. Al aumentar la concentración del detergente a 1% y eliminar 

el cloruro de sodio, se obtiene una fracción enriquecida en la 

proteína Fes (60-70% de pureza) en presencia de las subunidades I 

y II, como se observa en su respectivo barrido densitométrico (que 

se muestra más adelante). Puesto que el desoxicolato precipita 

fácilmente en presencia del clorhidrato de guanidina, es necesario 

intercambiarlo por colato de sodio a la misma concentración, con el 

que se eluyen únicamente las subunidades I y II. Al adicionar el 

agente caotr6pico (clorhidrato de guanidina) en una concentración 

de 1.5 M se obtiene esencialmente a la subunidad VI y al aumentar 

la concentración a 3. O M se obtienen los polipéptidos VI y VIII 

todavía 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 c 1) es eluido con l. 5% de Tritón X-114. 

El perfil de elución se presenta en la figura 23 y el patrón 

electroforético y el barrido densitométrico de las diferentes 

fracciones en las figuras 24 a, b y c. como se observa, existen 

diferencias con respecto a los resultados obtenidos por el método 

original de Shimomura y col, (1986) que se discutiran mas adelante. 
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Fig. 23: Perfil de eluciOn de la columna de fenil-Sefarosa CL 4B, 
que se siguió por la absorbancia a 280 nm excepto para el Oltimo 
pico que se ley6 a 415 nm debido a la interferencia del detergente 
TX-114 con la lectura de prote1na. Los nQmeros en la parte superior 
indican el amortiguador con el que se eluyO (ver métodos) y los 
nameros 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 seftaladas, las cuales se colectaron por separado 
y se analizaron posteriormente. 
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Fig. 24: a) Patr6n electroforético de las subunidades elu1das de la 
columna de fenil-Sefarosa, en donde todos los pozos hay 10 µg de 
protelna. De derecha a izquierda, el carril ~a.- presenta el 
complejo III todav1a en presencia de las subunidades de alto peso 
molecular de la succinato deshidrogenasa (por arriba de las 
subunidades I+II), 7 .- el complejo III puro elu1do 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 s.~ DOCNa 1,, 4.- colato Na 1,, J.- clorhidrato de guanidina 
1.5 M, 2.- clorhidrato de guanidina J.o M y 1.- Trit6n X-114 1.s, 
b) Barrido densitométrico de las subunidades presentes en cada 
fracción que se muestran en a). 
e) Barrido densitométrico de la misma fracci6n que se muestra en 
los carriles 5 y 6 enriquecida en la prote1na Fes pero que se 
corri6 nuevamente en otro gel por separado. 



e) Segunda columna de OEAE-Biogel A: al cargar el subcomplejo 

bc1 en esta columna, el citocromo b salló en el volumen de 

exclusión, mientras que el cit c 1 solo eluyó en presencia de TWeen 

2% y cloruro de sodio 400 mM (fig. 25). La electroforesis y el 

barrido densitométrico muestran la separación de los citocromos en 

las figuras 26 a y b. Además, la pureza de los citocromos tanto en 

el subcomplejo como en su forma aislada, se corroboró con las 

inmunorréplicas tipo western que se muestran en la figura 27. 
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Fig. 25: Perfil de eluci6n de la segunda columna de DEAE-Biogel A, 
cuya lectura se siguió por la absorción de los grupos hemos a 415 
nm. Las fracciones que corresponden al cit b constituyen el volumen 
de exclusión, mientras que el pico del cit c 1 se eluy6 con Tween 
2¡, NaCl 0.4 M. 65 
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Cltb
Fig. 26: a) Patrón electro- Cltc1-
forético y b) barrido dens~ 
tométrico de los citocromos 
elu1dos de la 2a columna de 
DEAE-Biodel 

0

A en donde cada 
carril contiene 10 µg de 
prote1na: l.- complejo III 
puro, 2.- cit c 1, 3.- cit b 
y 4.- subcomplejo bc1 en 
presencia de TX-114. Del lA 
do derecho se muestran los 
pesos moleculares de los ci 
tocromos, aquellos marcados 
con una x son los datos ob
tenidos por el barrido den
sitométrico indicando que 
la banda de 69.7 KDa co
rresponde al d1mero del ci
tocromo b. 
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Fic;¡. 27: Inmunorréplicas tipo western de los citocrnmos by c 1 • Las 
letras en la parte superior indican el anticuerpo que se usó: (A) 
anti-holoenzima 1:20,000, (B) anti-citocromo b 1:2 1 000 y (C) anti
citocromo c 1 1:2,000. En la parte inferior se seftalan los carriles 
de la electroforesis los cuales contienen 5 µg de proteína cada uno 
y corresponden a: 1.- complejo III puro, 2.- subcomplejo bc1 , 3.
cit b purificado y 4 .-- cit c 1 purificado. Es de hacerse notar que 
el anticuerpo anti-holoenzima no reconoce al citocromo b. 
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caracterización espectroscópica: el subcomplejo bc1 y los 

citocromos purificados presentan un espectro absoluto oxidado con 

un solo pico ~ (Soret) máximo entre 415.5 y 416.5 nm, mientras que 

tienen treS regiones de absorción típicas al ser reducidos con 

ditionita a, By~ cuyos.valores máximos varían ligeramente entre 

si como se muestra en las figuras 2Ba, 29a y JOa, especialmente 

para el caso del cit c 1 • 

El espectro de pirid1n-hemocrom6geno, que determina la cantidad 

total de heme independientemente de su uni6n con la prote1na, no 

res.olvi6 a los citocromos b y c 1 en el subcomplejo, ni mostró un 

incremento en absorbancia con respecto al espectro absoluto, pero 

se observa un desplazamiento de los picos máximos de absorción con 

respecto a los obtenidos solamente con ditionita (fig. 28b). 

Los espectros diferenciales, para el caso del cit b, tanto en la 

prote1na pllra como en el subcomplejo bc1 , no mostró una diferencia 

significativa en su máximo de absorclón con respecto a lo 

reportado, siendo de 560-561 nm al ser reducido con ditionita (fig. 

2Sc y 29b). El espectro del cit c 1, tampoco se ve modificado dentro 

de los rangos reportados 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. 28c), 

donde pareciera que la cantidad de hemo b con respecto al c 1 es 

considerablemente mayor al esperado, (para su comparaci6n ver fig. 

7b). 
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Fig. 28: Espectros de absorción del subcomplejo bc1 obtenido de la 
columna de fenil-Sefarosa. a) Absoluto: el espectro oxidado 
presenta un solo pico Soret a 416.5 nm y el espectro reducido con 
ditionita muestra las tres regiones características a (560 nm), B 
(529.5 nm) y Y (427.5 nm). En el recuadro se amplifican los picos 
a y a. b) Piridin-hemocrom6geno: 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 Y (416 
nm) con respecto al espectro reducido en (a). e) Diferencial 
(ditionita menos ascorbato) en el que se muestra solamente la 
región a y B: el pico a 560. 4 nm producto de la reducción con 
ditionita corresponde al cit b mas un porcentaje del cit c 1 que se 
observa en un ligero hombro. La fracción del cit c 1 reducible por 
ascorbato corresponde al pico a 552 .1 nm. Del lado derecho se 
indica el incremento en la absorbancia de ambos citocromos. 
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Fiq. 29: Espectros de absorción del cit b. a) Absoluto: en el 
espectro oxidado sólo hay un pico de absorción máximo 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 8 a 531.5 nm y el V a 
428 .s nm. se inserta la amplificación de la zona a y 8. b) 
Diferencial (reducido con ditionita menos oxidado con 
ferricianuro): se muestra únicamente la zona a y 8 con un m6ximo de 
absorción a 561 nm y cuyo incremento en la absorbancia es de 0.048. 
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Fig. JO: Espectros de absorción del cit c 1 • a) Absoluto: el 
espectro oxidado presenta un pico máximo de absorción a 415.5 nm y 
al ser reducido con ditionita tiene un pico a a 553 run, uno B a 
523.5 nm y uno ~ a 418 nm, en el recuadro se amplifica ia zona a y 
6. b) Diferencial (reducido con ascorbato o ditionita menos el 
oxidado con ferricianuro): se muestra Qnicamente la zona o 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 máximo de absorción de 553 nm. 
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Debido a que el citocromo c 1 no se redujo con ascorbato 

completamente, resultó muy dificil poder conocer la relación cit b 

/ cit c 1 en el subcomplejo bc1 por lo que, con el objeto de tener 

una mejor aproximación de la cantidad de heme por mg de proteina y 

la relaci6n de hemos existente en el subcomplejo se siguió un 

enfoque diferente, que se describe a continuación: 

a) Primero nos encontramos con el prOblema de la determinación 

de proteína, ya que el método de Lowry generalmente utilizado 

sobreestimaba la concentración real de las muestras debido a la 

elevada cantidad de detergente que contenian (aün después de ser 

tratados con BioBeads). Para demostrarlo, se realizó una 

electroforesis en la que se pusieron distintas cantidades de 

proteína de complejo III puro, subcomplejo bc1 (que se obtuvo de la 

columna de fenil-Sefarosa), y los citocromos b y c 1 purificados 

(fig. 31); luego se analizó por el barrido densitométrico y como se 

muestra en la tabla II, el incremento del área de los citocromos no 

corresponde a la cantidad de proteína que se cargó en cada carril 

del gel segan la determinación hecha por Lowry, tomando en cuenta 

que el cit b en el complejo III corresponde al 11,6t del total de 

subunidades, en el subcomplejo bc1 al 49.9% y en forma pura al 100% 

y que el cit c 1 participa con el 15.7% en el complejo, 50.1% en el 

subcomplejo y corresponde al 100% después de haber sido purificado. 

cabe seftalar que dicho an6lisis puede hacerse gracias al hecho de 

contar con un complejo III nativo altamente purificado, donde se 

puede cuantificar espectroscópicamente el contenido de los 

citocromos b y c 1• Con esta preparación, es posible comparar_ las 
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otras muestras obtenidas: el subcomplejo bc1 , el cit b puro y el 

cit c 1 puro, con base en los bai:lridos densitométricos de cada 

patr6n electroforético. 

Cltb 
Cttc1 

Fig. 31: Electroforesis de (A) complejo III puro, (B) subcomplejo 
be elu1do de la columna de fenil-Sefarosa, (C) citocromo b puro y 
(D~ citocromo c 1 puro, en donde los carriles presentan cantidades 
crecientes de prote1na: 1.- 5 µg totales, 2.- 10 µg, 3.- 15 µg y 
4.- 20 µg (cuya concentraci6n se determin6 por el método de Lowry). 
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Tabla II: Valores del barrido densitométrico de los citocrornos de 
la figura J l. 

Paso de purificación: 
- la colum. DEAE-Biogel 

cit b (11.6%)' 
cit c 1 (15.7%)' 
Columna fenil-Sefarosa 
cit b (49.9%)' 

~~tc~\.um. (51.1%)' 
DEAE-Biogel 

cit b ( 100%) + 
cit c 1 

(100%)+ 

Concentración de proteina (Lowry) 
~ 10 15 20 un 

A 
o .13828 0.5J116 
0.2J072 0.71456 

0.61184 0.77644 
0.55060 0.97860 

A 
0.82292 l. 25364 
l. 09216 2.0J960 

0.7J642 
l. 00700 

l. 50860 
1.49596 

l. 79064 
2.92956 

l.2J664 
l.70JJ6 

J .4J588 

• Porcentaje al que corresponde cada citocromo en el complejo III, 
en el subcomplejo bc1 y las prote1nas puras respectivamente. (El 
valor de área= unidades arbitrarias abs/mm). 

b) A continuación se graficaron las áreas obtenidas por el 

análisis densitométrico contra la cantidad de proteína cargada en 

el gel (según el método de Lowry) para verificar que se manten1a 

una relación lineal, lo que nos permitirla hacer los cálculos 

subsecuentes. Efectivamente, en la fig. 32 se demuestra que los 

citocromos tanto en forma pura como en en el complejo y el 

subcomplejo (éstos últimos no se muestran) mantienen una relación 

lineal en el incremento de área con respecto a la cantidad de 

proteína. Es de aclararse que el que no todas las gráficas partan 

del mismo punto posiblemente se deba a que el programa 

computacional al integrar las áreas 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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Fig. 32: Relaci6n del área (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 prote1na 
(determinada por el método de Lowry) cargada en el gel de la fig. 
31, donde se muestra que se mantiene una relación lineal. 
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e) Se realizó una curva patrón para cada uno de los citocromos 

b y c 1 del complejo II:r puro al graficar el área del barrido 

densitométrico contra su concentración real, es decir, tomando en 

cuenta dos aspectos: 1) el espectro de absorción del cit c 1 en el 

complejo III intacto del cual no se cree que haya perdido su grupo 

hemo en la purificación con lauril malt6sido (puesto que está unido 

covalentemente, presenta espectros de absorción correspondientes al 

citocromo nativo y es una preparación enzimáticamente activa, capaz 

de catalizar actividad de ubiquinol-citocromo e óxido-reductasa 

sensible a antimicina) dando una concentración de 36.65 nmolas/mg 

de prote1na y 2) los pesos moleculares de ambos citocromos 

obtenidos por su secuenciación (tornados de González-Halphen, 1990). 

Para construir esta gráfica se consideró que cada polipéptido b y 

c 1 mantiene una relación con el complejo nativo y entre ellos de 

1: 1 y los diferentes puntos se obtuvieron al multiplicar la 

concentración real de proteína por la cantidad de µl cargados en 

los carriles 1,2,3 y 4 del gel de poliacri~amida de la fig. 31. En 

esta segunda gráfica se eXtrapolaron los valores de los barridos 

densitométricos de los citocromos purificados y los del subcomplejo 

bc1 para obtener su concentración real de prote1na (fig. 33). 
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Fig. 33: Relación del área (determinada por el barrido 
densitométrico) de los citocromos b y c 1 pertenecientes al complejo 
III intacto con respecto a su cantidad ae prote1na real determinada 
por el espectro de absorción del cit c 1 guardando una relación 
entre los polipéptidos III y IV de 1: 1, (por ejemplo, 1 µg de 
prote1na corresponde a o.037 nmolas de cit c 1 y a 0.023 nmolas de 
cit b respectivamente). 
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Con base en los datos espectroscópicos y la concentración de 

prote!na real de los citocromos, determinamos que la reducción del 

cit c 1 por ascorbato corresponde al 52% de su reducción total con 

ditionita (fig. 30b) y que por lo tanto, la relación de los hemos 

b con respecto al heme c 1 en el subcomplejo es de 1:1 por lo que 

uno de los hemos del cit b se perdió durante el proceso de 

purificación. 

Los resultados del proceso de purificación de los citocromos se 

resumen en la tabla III. 

Tabla III: Rendimientos· finales en el proceso de purificacion 

Paso de purificación prote!na total heme recuperación 
mg nmolas/mg de heme % 

- e III Rieske 123 
cit b 46.96 100.0 
cit Cl 36.65 100.0 

- la columna DEAE-Biogel A 115 
cit b 35.79 76.22 
cit c 1 

36.65 100. o 
- Columna fenil-Sefarosa 4.00 (apr) 

cit b 25.83 55. 00 

~!tc~lumna 28.27 77.14 
DEAE-Biogel A 

cit b 2.47 (apr) 25.02 53.27 
cit e, 1.00 (apr) 28.27 77.14 

apr = aproximadamente. 

El conocimiento de los resultados antes mencionados como: la 

concentración de prote!na del subcomplejo, la cantidad de hemos 

presentes en los citocromos y la pureza de las proteínas por 

electroforesis, permitieron llevar a cabo el tíltimo objetivo 

planteado en este trabajo correspondiente al ensayo de 

reconstitución de la actividad del subcomplejo bc1 con la prote1na 

Fes. Sin embarqo, como ~sta prote!na se encontraba en presencia de 
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las Aubunidades estructurales I y II (fig. 24), se cuantificó la 

cantJdad de hierro presente en la muestra con el espectro de 

absorción atómica, extrapolando su absorbancia en una curva patrón 

de hierro de o a 5 ppm, (fig. 34) y se consideró que la Fes tiene 

dos átomos de hierro por, polipéptido para obtener la concentración 

real, la cual corresponde al 61-65\ de pureza, rango que se 

encuentra comprendido en el ya antes obtenido por el barrido 

densitom6trico que se mostr6 en la fi9. 24c. El resultado final es 

de 2.7-3.3 mg de prote1na Fes pura con un contenido de hierro no

hémico de 41.73 nmolas / mg de prote1na lo que corresponde al 89t 

de lo esperado teóricamente. 
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Fig. 34: curva patrón de hierro a partir de su absorción atómica 
utilizando soluciones con diferentes concentraciones de hierro. 



Los datos del ensayo de reconstitución de la actividad de 

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

Tabla iV: Ensayo de actividad 

En presenCia 
de: 

- ubiquinol 
- bc1 
- Fes 
- bc1 con Fes 

- ~~l:i~0ic1~~s Y 

prote1na 
µg totales 

44.85 
21.59 
66.44 

66.44 

actividad 
µmolas cit e red/min 

o.o 
o. 0011 
0.0051 
0.0051 

0.0051 

Como se observa en la tabla, los datos corresponden a 1a 

actividad inespec1fica de las proteinas utilizadas en el ensayo, lo 

que nos permite compararlos. No se detecta reducción quimica del 

citocromo c por el ubiquinol (DBH) lo que sirve como control. La 

actividad medida corresponde al paso de electrones de la prote1na 

Fes o el subcomplejo bc1 al cit e sin la intervención del ciclo Q, 

las posibles razones se discutirán más adelante. 
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DJ:BCUBJ:ON 

separaci6n de ~•••a f=OD el deterqente Trit6n x-114. 

La purificación de .los centros redox de una prote1na es 

fundamental para sU estudio estructural y funcional. En el caso· del 

complejo III mitocondrial, se han propuesto diferentes metodologías 

para el aislamiento del cit b o del cit c 1 (von Jagow y col, 1978; 

Shimomura y col, 1985) comprometiendo en cualquier caso la pérdida 

de alguno de ellos, además de ser procedimientos largos que en su 

mayoría llevan a la pérdida de proteína y desnaturalización de la 

misma. En el presente trabajo, se trató de encontrar una 

metodologla en donde se recuperaran ambos citocromos sin pérdida de 

sus características espectroscópicas, para lo cual se implementó 

primeramente, un tipo de separación de fases en el que se utilizó 

el detergente no-i6nico Tritón X-114, con el cual Payne y Trumpower 

(1987) hab1an obtenido buenos resultados en la purificación de los 

citocromos del complejo bc1 hom6loqo en procariontes. De esta parte 

del trabajo, podemos decir que la técnica resulta de gran utilidad 

cuando en . la muestra a disociar, se encuentran proteínas de 

caracter marcadamente hidrof6bico e hidrofílico respectivamente, 

como pueden ser todas las proteínas de membrana con respecto a las 

proteínas solubles (Bordier, 1981); as!, la mezcla de cit oxidasa 

y cit c, resulta fácil de separar, o cuando la prote1na a purificar 

tiene una estructura más sencilla como en el caso de los complejos 

respiratorios de bacterias. También, es una herramienta que nos 
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ayuda a demostrar el caracter hidrofóbico o hidrof1lico de un 

péptido o ·de un fragmento de una proteína que se obtuvo por 

digestión con proteasas, como el segmento V" de la proteína FeS 

(ver apéndice) • Sin embargo, la técnica presenta ciertas 

limitaciones, ya que primero hay que encontrar un sistema ideal de 

disociación y puesto que el coeficiente de reparto de las proteínas 

en estas condiciones se ve afectado por la concentración del 

polímero (detergente), la fuerza i6nica, el tamafio de las proteínas 

y su concentración y el tipo de ligando al que estén asociadas, no 

siempre resulta ser un procedimiento rápido y sencillo. 

En el presente trabajo se logró obtener una recuperación 

completa del citocromo b en la fase hidrofóbica después de realizar 

la separación de fases del complejo III con el Tritón 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 •. propuesto, nos da idea de la estrecha 

relación que guardan entre ellos y con el resto de las prote1nas 

estructurales, no sólo por uniones de tipo Van der Waals, sino 

también interaccciones electrost&ticas (dipolo-dipolo, puentes 

iónicos y de hidrógeno), uniones covalentes como puentes disulfuro 

e interacciones hidrofóbicas (Link, 1986)e 

Cabe mencionar, que existen otros tipos de separaciones de fases 

que incluyen sistemas con diferentes pol1meros como Dextran y óxido 

de polieti~eno (PEO), pero que en este trabajo no se probaron, ya 

que es dificil hallar una proporción ideal de separación, (para su 

revisión ver Baskir y col, 1989). 
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Diaooiaai6n de la11 subunidade11 del aoaplejo ba1• 

Puesto que la separación de fases del complejo III no nos llevó 

a resultados concluyentes, se probó un segundo tipo de enfoque 

metodológico, utilizando. el mismo detergente Tritón X-114 en una 

cromatograf1a de hidrofobicidad y siguiendo el método reportado por 

Shimomura y col (1986) modificado por riosotros en el laboratorio. 

Con esta técnica se logró la obtención de un subcomplejo 

conStituido Qnicamente por los dos citocromos by c 1• Es de hacerse 

notar que en el método original de Shimornura y col (1986) se 

utiliza un detergente no i6nico de la misma familia de los poli

oxietilenos, el c 12E8 (dodecil octaetilén glicol monoéter) que 

presenta un grupo hidrof ilico con e grupos oxietilenos. Sin 

embargo, la diferencia en la estructura de los detergentes es 

critica en la separación de los citocromos, puesto que con el c 12E8 

se e luye únicamente al citocromo c 1 , mientras que con el TX-114 se. 

obtiene un.subcomplejo formado por ambos citocromos. 

La metodologla que proponemos cuenta con otras variantes que 

también favorecen la obtención de diferentes resultados con 

respecto a la cromatografía del método original: a) el complejo III 

purificado por el método de Rieske (J.967) siempre presenta como 

contaminantes subunidades de alto peso molecular pertenecientes al 

complejo II, es por esto que nosotros hicimos una resolubilizaci6n 

con lauril malt6sido 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, lo que 

modifica el perfil de eluci6n reportado (ver fig. 15a) y e) el 

primer cambio de detergente de desoxicolato a colato (amort 3) 

eluye parte de las subunidades I y II lo que tal vez permita que al 

usar el agente caotr6pico a 3. O M se disocie la subunidad VIII (una 

proteína que ha sido dificil de purificar), que no se observa en el 

patr6n electroforético original (fig. 15b) y sl se presenta 

claramente en nuestra preparación (fig. 24). 

El Tritón X-114 tuvo una tercera ventaja, ya que su carácter no

i6nico permitió que se pudieran separar posteriormente a los 

citocromos en una columna de intercambio i6nico en donde el cit c 1 

se uni6 a la resina, mientras el cit b eluyó en el volumen de 

exclusión. Para eluir al cit c 1 fue necesario aumentar la fuerza 

i6nica. 

Resulta interesante el que sea necesario agregar DTT 

(~itiotreitol) en los a~ortiguadores con los que se eluyeron los 

citocromos en ambas cromatograf ias para obtener mejores resultados 

espectroscópicos, al parecer la forma reducida de las prote1nas 

previene en cierta medida la desnaturalización durante el 

procedimiento. 

Purificaci6n de loa citocroaoe tipo b y c 1• 

En la literatura se encuentran reportados diferentes métodos de 

purificación del cit b de bovino, de Neurospora ~ y de 

levadura (Hatefi, 1985), sin embargo, en todos ellos se presenta 
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algún tipo de alteración en las propiedades de los productos 

finales, ya sea en los potenciales redox, en la sensibilidad a 

mon6xido de carbono,~ en las propiedades espectroscópicas o en la 

facilidad con que se disocian los grupos heme. Aún cuando se conoce 

que e1 apocitocromo b presenta una alta afinidad por su grupo heme 

con una constante de disociación de 1.0 nM, hay que recordar que se 

encuentra unido no covalentemente (Granick, 1978) 1 . por l.o que puede 

disociarse fácilmente al desnaturalizar parcialmente a la proteina. 

Se ha demostrado que el grupo heme y la función de los citocromos 

b en la mitocondria no solo depende de la interacción prote1na

prote1na, sino que también son importantes las interacciones 

prote1na-11pidos que parecen estabilizar a la prote1na (Salerno, 

1986). Sin embargo, para su extracción es necesario el uso de 

elevadas ccincentraciones de detergente que eliminan principalmente 

el medio lipidico, asi como el requerimiento de incluir agentes 

caotr6picos, para poder disociarlo de las otras subunidades. 

Cabe señalar que el más alto rendimiento en contenido hérnico que 

se ha reportado fue para el caso de levadura con 36.7 nmol/mg de 

prote1na (78% de lo esperado), solubllizando al complejo III con 

0.5% de colato y el reactivo 3,4,5,6-tetra-anhidro hidroftálico 

(lisina modificada) y cromatografiándolo en una columna de 

hidroxiapatita (T 1 Sai y Palmar, 1982). Por otra parte, el 11nico 

caso en el que se ha obtenido un cit b que al titularlo presenta 

aún un potencial redox bifásico (indicativo de la presencia de los 

dos hemos), es el reportado por von Jagow y col (1978) a partir de 

corazón de bovino, que incluye seis cromatograf1as, cuatro a través 
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de columnas de hidroxiapatita (fosfato de calcio) y dos a través de 

sephadex G-25 (filtraci6n en gel), utilizando Trit6n X-100 y 

clorhidrato de guanidina 1.5 M. sus resultados muestran un 

componente de alto potencial medio de -es mv y uno de bajo de -s 

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 preparación de cit b que obtuvimos después de su purificación 

presenta un contenido hérnico de 25 nmolas/mg de proteína, lo cual 

representa una disminución 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 preparación pierdan uno de los hemos y mantengan el otro, lo que 

nos puede estar indicando una estequiometria de un heme b por un 

hemo c 1 en el subcomplejo bc1 después de la columna de fenil

Sefarosa; la segunda po~bilidad 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 más factible la primera propuesta, con 

base en que si la muestra tuviera los apocitocromos sin sus hemos, 

esto la haría muy inestable y se desnaturalizaría rápidamente. Sin 

embargo, hemos observado que nuestra preparación se mantiene 

estable hasta varios meses después de su purificación. Por otra 

parte, se ha reportado que al hacer mutagénesis dirigida en el 

complejo bc1 de Rhodobacter sphaeroides para intercambiar las 

cuatro bistidinas que sirven de ligandos de ambos hemos por algQn 

otro aminoácido como aspártico o asparagina, se pierde f4cilmente 
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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 

preparación resulta _dificil asumir que sucede lo mismo, ya que se 

trata de complejos bc1 con distinta complejidad estructural. Aunque 

no se puede descartar esta tíltima posibilidad, me inclino a suponer 

que el heme que perinanece es el b-562, porque se encuentra embebido 

en la parte hidrof6bica de la proteina y porque el mliximo de 

absorción se encuentra más cercano a 562 nm. A futuro, se podrá 

demostrar si nuestra preparación de citocromo b mantiene ambos 

citocromos o si pierde alguno y cual de los dos, mediante su 

titulación potenciométrica. Cabe sefialar, que Se intentó restituir 

los hemos del cit b dentro del subcomplejo bc1 utilizando hemina 

(Degli Esposti, 1989) y aunque no se logró, es otra v1a factible de 

seguirse estudiando con el fin de recuperar una preparación con 

contenido hérnico más elevado (datos no mostrados). 

La purificación del cit c 1 conlleva menos problemas 

metodológicos puesto.que presenta un sólo cruce transmembranal y el 

resto es una prote1na periplásmica con un grupo hemo unido 

covalentemente, lo que posiblemente halla sido una respuesta 

evolutiva que evitara que se perdiera fácilmente en el entorno 

liquido del espacio peripllismico, ya que la disponibilidad de la 

unión de la apoprote1na a otro grupo hemo durante la biogénesis 

implica mayor gasto de energ1a que la unión del heme tipo b al 

apocitocromo b en un medio lipidico (Wood, 1991) • El grupo de 

Shimomura (1985), aisl6 a la proteina del complejo III de corazón 

de bovino utilizando tres columnas: c-Sefarosa (columna de Sefarosa 
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preparada con CNBr-activado y citocromo c) y fenil-Sefarosa (ambas 

de hidrofobicidad) y DEAE-Sefarosa (intercambio i6nico) en 

presencia de c 12E8 y el mismo agente caotrópico clorhidrato de 

guanidina 1.s y 3.0 M (Shimomura y col, 1986), obteniendo una 

preparación con 100% de pureza y contenido hérnico de 39.1 nmolas/mg 

de proteína, además de no presentar alteraciones espectroscópicas 

importantes y que es capaz de reconstituir el paso de electrones 

desde el ubiquinol - prote1na FeS - cit c 1 - cit c (sin incluir al 

cit b) en una reacción insensible a antimicina. 

Por medio de la metodolog1a propuesta en este trabajo, se 

utilizan únicamente tres cromatografías, lo que significa un ahorro 

de pasos con respecto a las técnicas reportadas, se recuperan ambos 

citocromos en forma pura, sin modificaciones notorias en sus 

patrones espectroscópicos y con un contenido hérnico para el cit b 

del 53% y para el cit c 1 del 77% que eG un rendimiento medio a lo 

reportado por otros. Lo qu·e es más importante, es que se obtiene un 

subcomplejo constituido únicamente por est.as dos subunidades redox 

en una relación estequiométrica de un heme b por un heme c 1 , lo que 

permite poder realizar análisis de tipo funcional, además de ser 

una preparación sin precedentes en la literatura del campo. 

Bn•ayo de recon•tituci6n de actividad con el subcomplejo bc1 • 

Los resultados de actividad del ensayo de reconstitución, 

muestran que la ünica medici6n obtenida, corresponde al paso de 

electrones de la prote1na Fes al cit c mediante una reacci6n 
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insensible al inhibidor antimicina, probablemente mediada ·por 

radicales libres, lo que quiere decir que no hay una actividad real 

de ubiquinol-cit e o~idorreductasa en el subcomplejo bc1 • Resulta 

interesante que la combinación de las tres subunidades con grupos 

prostéticos no sea capaz d~ reconstituir actividad catal1tica. 

Pensamos que esto p
0

uede deberse a dos causas principales: por una 

parte, los citocromos obtenidos pueden encontrarse parcialmente 

desnaturalizados, con modificaciones importantes en sus potenciales 

de óxido-reducción, lo cual es necesario de ser demostrado en un 

trabajo posterior mediante la titulación de los citocromos. De 

hecho, como se observa con el cit c 1 , después de la purificación no 

es totalmente reducible por ascorbato y es necesario agregar un 

agente reductor más poderoso como es la ditionita. Por otra parte, 

no hay que descartar la idea de que la reconstitución de actividad 

de un subcomplejo constituido ünicamente por los tres grupos redox 

que pertenecen a un complejo 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 que 

el complejo pueda llevar a cabo su función, por ejemplo, Linke y 

Weiss (1986) demostraron que las subunidades estructurales I y II 

son indispensables en la reconstitución de actividad del complejo 

en Neurospora y postularon que posiblemente el sitio de uni6n 

provisional del duroquinol se encuentre entre éstas y el cit b o 

que participan en la estabilización del sitio de unión de la 

semiquinona. Por otra parte, Schoppinky col (1989), trabajando con 

mutantes de levadura carentes de las mismas subunidades 

89 



estructurales o de la subunidad VI (VIII en bovino), obtuvieron una 

disminución de la presencia de otras subunidades, pero ajustando la 

fuerza iónica del medio lograron obtener recambios parecidos a las 

cepas silvestres. Por lo que permanece la interrogante de si las 

prote1nas estructurales s6lo participan durante la biogénesis, 

sirven en la estabilización de los centros redox o son 

indispensables en la función del complejo. ~e necesita conocer 

mucho más acerca de ellas, pero hasta la fecha no existe reporte 

alguno en el que se haya logrado reconstituir la actividad de un 

complejo de eucarionte de forma similar a la de un procarionte. Los 

fosfol1pidos juegan un papel importante en la reconstitución de la 

actividad de protefnas membranales, aunque no creemos que sea el 

factor determinante en el caso del subcomplejo bc 1 puesto que la 

mezcla utilizada se ha comprobado que funciona para el caso del 

complejo III intacto (González-Halphen y col, 1991). sin embargo, 

(como ya se mencionó an~eriormente), al intercambiar el ambiente 

lip1dico de la proteína por detergente durante la purificación, 

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 c 1 y la protefna fierro-azufre, sea 

posible integrar un complejo activo in ~, que funcionase a 

manera de los complejos bacterianos, como el de Paracoccus 

denitrificans (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 cata1f.ticas desde el punto de 

vista bioqu1mico y funcional, y establece un principio en la 

purificación de los centros redox, aún cuando hace falta depurar la 

técnica probando otros tipos de cromatograf ia y de agentes 

caotr6picos que permitan obtener mejores rendimientos. 
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COllCLUBJ:OllEB 

i.- La separación de fases con dicho detergente, permite separar 

prote1nas de membrana de proteinas hidrofilicas sin aparente 

pérdida de sus caracteristicas espectroscópicas, pero no resuelve 

completamente la disociación de una estrutura polipept1dica como es 

la del complejo III mitocondrial de corazón de bovino. 

2 .- La metodologia propuesta permite la obtención de un subcomplejo 

constituido por los dos citocromos b y c 1 y la purificación de los 

mismos con pérdida parcial de sus hemos. 

3.- Los componentes óxido-reductores del complejo III mitocondrial 

aislados bajo nuestras condiciones no reconstituyen actividad. 

4. - El presente trabajm abre la posibilidad del estudio de las 

relaciones existentes entre las subunidades estructurales y los 

componentes redox y su función en el complejo III de corazón de 

bovino. 
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Llmiled proteolysls oí solubillzed bccf heart 
0

mito
chondrlal complex 111 wllh trypsln yields a product 
prevlously ldentlfied as Cragment V" (Gon7.ñlcz-Ho.l
phen, D .• Lindorfer, M. A., and Capo.Jdl, R. A. (1988) 
Biochemistry 27, 7021-7031). In this work, frngmonl 
V" waa generated by trypsln treatment ot both the 
lntact complex 111 and the purified Rieske lron-sulfur 
proteln. Thus, in its bound or lsolatcd form, the snme 
siles o( subunlt V are senHitlve to proteasc action, 
Fragment v• w115 a soluble protcin thnt retalncd its 
lron-sulíur molety. It was purificd by exclusion (rom 
a hydrophoblc phcnyl-Scpharose CL-48 column fol· 
lowcd by gel filtratlon, In contrast to the pure, lntact 
subunit V, frogment V" dld not rcconstitute oxldorc
ductu..sc o.ctivlty when comblned with complex 111 de
vold o( subunit V, Howcver, a 20-nmino ocid synthctic 
peptldc carrying the scquence bctwcen amino ucids 
Lys~·1 and Lysaa or the Rieskc lron•sulfur protein com
peted wlth lntact subunit V In reconstitution RS&ays. 
The resulta obtnlncd SUJHfCSt thut thc lron-sulrur pro
tcin binds to complex 111 by hydrophoblc protein-pro· 
tcln intcractlon.11, and thot u nontronsmembrnne 18-
umino ncid umphlpnthic strctch u.ccounts ror the asso
clntlon of tbis subunit to the rcst of thc complex. 

Complex 111, bc 1 cmnplcx or ubiquinol:cytochrome-c oxido
reductnse (EC 1.10.2.2). is an oligomeric protein thut 11nrtici· 
pntes in the electron transfcr pnthway ofthe inner mitochon
drinl membrnne respir1uory chnin (Rieske, l9iíl). The com
ple:r has 11 diffen:nt subunits (Schíiggcr et aL, 1980), three oí 
which con ta in redox prosthetic groups: suhunit HI (two b type 
heme groups), subunit IV (one c1 typc heme group), nnd 
subunit V (o Fe1Si iron-sulfur center). Recentlv a m0<lel has 
been proposed far the topological arrangem~nt of the 11 
polypeptides in the bovine heart complex 111 (Gonzillez-Hnl· 
phen d aL, 1988). 

The iron•sulfur protein (subunit V) diuocintes from intact 
complex 111 under a variety or conditions. Rieske et aL (1964) 
shuwed the existence ar the FeiS, cluster nnd isolatcd lhe 
iron·sulfur protein in nn inactive state. Later, Trumpower 
and Edwards (1979) and Engel et al (1983) obt.ained prepa· 
rations o( reconstitutively active iron-sulfur protein by dis· 
sociation ofthe complez with guanidine hydrochloride orurea. 
More recently, Shimomura et aL (1984) reponed the purifi· 

• Tili1 work wa1 pattially supported by ii:mnu frum the Thitd 
World Acndemy ofSciencH IGrnnt TWAS·RG-BC 59.:U) and rrum 
Consejo Nacional de Ciencia y Ti:-cnologia. Mr:.;ko (Grunt 
P218CCOX891581), The costa o( publication o( this 1articlr wne 
drfrayrd in pan by thr paymrnt oí pa¡ee char~. This aniclr mu11t 
thneíorr ~ herrhy marked "ad ... ~rtii~rrH"11t'' in nccordnnC"e with 18 
U.S.C. Section li341alely10 indicate1hi11 ract. 

i Tu whum corn1pondtnce 5houltl 111' addtl'lsed. 

cation of the Rieske iron-sulfUr protein in the absence oí 
chaotropic agents nftcr extensive depletion ar phospholipids 
frum complex 111 that had been bound to a hydrophobic 
matrix. A subunit v.depletcd complez III was also obtained 
from the same chromatogrnphic step after elution with a 
buffer contn.ining Twt>en 20. In the lntter prepnrntion, phos· 
pholipids were requircd to restare ubiquinol·cYtochrome e 
reducta!le activity from the purified subunit V and the iron
sulfur protein-depleted complex 111. 

1'he amino ncid sequences of severnl mitochondrial iron
sulfur proteins fHieske·type) are known (Hnrnisch et al., 1985; 
Schri..:¡¡cr et al .• 198i: Beckmann et aL, 1987; NiHhikimi et al., 
19891. Models hn!Led on the hydropnthY plot5 predict two 
hydrophohic rc¡.:i11ns, une relntively neor the nmino·terminnl 
reg1on nnd another clase to the conser\'cd cysteinca and 
histidines, which presunmbly bind the iro11-1mlfur moiety 
fSchiígger .,, al., HlBiJ. Thc first hydrophobic region is surfi
cicntly loni: to span the membrnne with cither ene or twn u
helicl'~. Thcrefure, in thcse models, the iron-sulfur protein is 
i.h11wn ns a monotopic or polytopic mcmbrane protein (ac· 
cnrdini:: to \'on Heijne"s nomenclature, 1988). 

The Ricskc iron·sulfur protein is diitcsted by trypsin (Baum 
t!t al., 19fii; Dall .. , al .• 19i7) at two :.ites, i.c. une nfter Arg-ll, 
which i;enerntcs frni;ment V' nnd nnother nl Lysu, which 
give!I rise to fragmcnt V'", a h:irge bydrophilic portian thnt is 
relensl.J to thc supernntant of n sucrose grndient centrifuftU
tion in th~ p1esence of sodium cholnte nnd Triton X-100 
(GonZlilez-1-tulphen et al., 1988). 

In order to ll!!Ccrtain the mechnnism o( the iron·aulfur 
protein in the cntalytic nctivity of ubiquinol-cytochrome·c 
reduc1n11c, it is necessary to explore how the various subunits 
interact with each other. Thus, we purificd thc soluble tryp• 
sinized frngment •if suhunit V (fragment V") by hydrophubic 
and gel·filtration chromntogruphy und detennined it5 capac• 
ity to reconstitute 1)xidoreduct.u.5e activity. The properties of 
the reconstitutt'd complex were compared to those of the 
intuct iron-sulfur protein. lt was found that trypsin liberates 
a soluble IA,000-Dn fragmcnt of the suhunit which retains ita 
iron·1mlfur moiety but does not restoreoxidoreductaseactivity 
in reconstitution measurement.s. In addition, a synthetic pep• 
tide cnrryinc the sequence between residues Lyau and Lys,2 

o( the nonheme iron protein compet.ed with intact aubunit V 
in reconstitution assays. The re!ult.s suggest that the nonheme 
iron protein interact.s with complex IIJ through an IS-amino 
acid amphipathic stretch. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

.\tnttr1alt-Tryp1in (type XIII. L•l·toaylamido·:.!·phrnylelhyl 
chlorumtthyl krrnne·Ur11tedl, catals.r (from OOvinr liver, cryatallin11 
ausptons1on), hotse heart t'ytochromlt e ltype no. and auperolide 
dismulll$t' tfrom buvinr "rythroc)'IH) were obtainrd (rom Si¡:rna. 
Pht"nyl.Sf.'¡ihntoM! Cl..-4H was pun:hageJ from Pharrnacia LKB Hio
ttt"hnnl11c lnc. and Ultmi;~I AcA·•H wa1 írom LKB. IJhiquinonr-1 
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was an oppm:iated ¡ti[t from Drs. W, Schurp nnd H, E. Keller le/o 
Horfm1mn·Lll Rochel. 

Bref henrt m1tochondri11l complei: 111 was ohLDined n11 ducribed by 
Rieske tl96il and kl'pt at -io ·e umil u.sed, The pN"pnrntion• 
contained hetween 4.2 and 6.3 nmol of heme ro/mi: of protein. a b/r, 
ftt.oichiomMry between 1.8 and 2.2 ond a nonhrme iron content oí 
14.3 na:·1tom1 oí iron/mg oí pro1ein fme11surrd tn n prepnrution 
containinri: 6.3 nmol oí heme e,/m'i!. of protemJ, gt\'inR n FerSt/ 
c)'1ochrome c1 st.oichiometry or 1.1. The turnu\·~r mir wns 50-60 s·1 

nt 25 ·e in 11 buffer c11ntaínin1125 mM put.i\uiurn phoaphnte lpH i,2). 
0.025 mM potouium EDT A. O.:?% Twern :.?O. :.?5 "¡:/mi oí nMJ!ectin, 
0.015 mM ubiquinol·l, and O.OJO mM hnnt' heart cytochrome c. 

C)'1ochrome b. cytochrome c1o cytoehmmr r. nnd ubiquinone con· 
centratlon1 were determined aprctrophotomeuicully u1in11; the same 
extinction coeíficients of Degli Espo1ti et o/. !19Blil. Spectrn were 
ubLnined in 25 mM pota111ium pho1ph11te tpH 4.21 conutinini; 0.025 
mM po111M1ium EDTA in a Beckmnnn DU-W a~truphotometer. 

Aclfoily und Rtcon.1111u1iun M,.IL'IUrl'ml'nU-Ubiquinol·cyto· 
chrome·C olidoreductll!ll' act1Yity w1111 me1111urrd as described h)' 

Riuke 09671 u'ing a SLM·Aminro DW·:.?C spectruphotometer in 
the du11l·wavelength mode (550-540 nmJ, A1~ny1 Wl!n! carried out in 
2 mi of 25 mM puta111ium ph011ph111e buffer t¡1H 7.'2), 0.025 mM 
potnuium EDTA. 0.2.'1. Tween 20, :1 l'it/ml ~u11ero1ide di.smulaM! 
lequiYnlcnt to 10 uniL~/mll, :?.') unit~/ml cnrnl11i1e. 11ntl :.?5 ,.¡:/mi 
pho•pholip1dii. Th11: phm1pholipid• wer11: :idcletl hum a ~tock MJ\u1ion 
containin114 mi:/ml purified n..'IOl~un 11ml t mi:/ml cnrdiolipin in 25 
mM polnasium pho11ph11te buffi,r tpH i.:.?l. U.1>25 mM ¡mtauium 
EDTA, 0.1% Tween :!O, nnd 1 mM r.odium 11iide. llori1e hl'ilrt cytn· 
chrome e redurtion IO.U:lO mM final concentr:monl w11\'I recurdl'd níler 
the additiun uf 0.015 mM uhi1¡uinol· 1. L'bi11mnorie·I wn11 reriucffi in 
Pn eth11nulic 110\utiun w1th !M.Xlium dilhionu .. nnd rffo\'Vretl hy cyclo· 
he111ne eitr11ctiun :iccordim: to Itil'~ke t 191¡;1; .1wn evnpurntion uf 
the cycloheJ:nne under a s1rum ofmlr1litl'n, 1he t<"<luce•l t¡U111<1ne wn~ 
ruuspended in dimrth)·I sulfoJ:ide nt n <:<inc1>111r1111<1n uf:J-10 mM nnd 
kl'pt at -<O ·r: umil used. 

Rrcon11iu11ion lll\111)1 w1th the pur1!ied Hie~kt 1ron·~ulf11r protein 
and the •mhunit V ·deJ>l!lelo:rl com¡1leJ: 111 wen• ~"1rm•d uut ª" de11cr1lll'd 
hy!ihimumura et aL 1191\..l)::lllO pmul ot'the drplttl'tic1Jmplex \h:m!d 
on it!I cytnchrome e, cont~nll ,,.ere im·uhntcd wuh \·nryini.: 1110011nl11 
of the iron·~uUur J1rute1n :inri ',!j,'J ,,¡: ni pho•11hoh1mi,;, t11unlictl 
"ºYl>t!nn B!IOltttin con1a1111oa: :.lfl"é 1W1w1 ~·ardiuhpml. Thc volumc 
millure w111~ hrou¡:ht tu lfiO ,,1al11 ·e in;.!~ mM 11ot11~~111m pho~phnle 
buffer H1H 7.2.1 cont.;unina: •)0'!5 mM ¡io11;1:<Mu1n EDTA. Therenncr, 
the 'lllm\1lu were incubnted tor :m nun '1l :111 º<.:~mor w thu ncti\'Íl)' 
meuaurrmenu. 

l~t1lalwn uf thr. Jmaa lnm·S1il/11r Pm1o•111 1Sulum1t V}-The 
phenyl·S'epharose CL·.JB h>1hu11hulur column wn.' ¡Hl'jlilft'd. fi¡Uili· 
hrated, 11nd run aa deM"rihed by :il11momur11 1•1 111 119H41: 70 ma: oí 
complex 111were11ddt'\I to the column rn.r. x :12 cml arid "'ª"hed wilh 
:!!l co\umn vnlumu of ;!.') mM Trt8·Hl'I lpll 1\0\ c:unuunin11 t mM 
DTT,1 1 mM wdium EDTA. 0.2."l"i> •.odium .J.,01~·ch11lntll', '.JUO mM 
N11C:l, 11ml 20"1. iclyc.,rol. A írncti<m t'nnchl'li in lhr Hie!tke iron·sulfur 
prolein faubunit VI wn11 eluted tn the lln-:<t'n<'e of :.?f• mM Tris-llCI 
CpU 8.01conuiining1 mM D'IT, l.-~ .wilmm ,¡, .. llychu]ate, .1ml '.!O~ 
glyce"il. Finally, 11 fraction contaimn( the ~uhumt V-drpletffi be, 
complex wa!I eluted w11h a hufftr contamm¡; ',!5 mM Trui.·llCI lpll 
7.5), 33 Twet'n 20, 1 mM DTI. nnd :.?O'i. i:ly•rrul. Tht nonheme iron 
prolein wa1 íutther purifil'd by ¡:el liltrntion un a !it¡1hnct)'I S-200 
column 11.6 x 75 cml tquilibrattd with O.t M Tri1·HCI ipH i.5), 
o.so;;. ao<lium chalate, 0.1 M SnCJ, 1 mM DTT. 1md :.!OC:. ¡:\y~ro\ a1 
ducribed by Shimomura ti nl 1191MI. 

/10/alfon of tht Trypaini:ed lron·Sulfur l'rnt1•m-Thl" tryp1inized 
fra¡;ment of subunit V trr11i:ment v·¡ w1111tener111ed 111 dcscribe<l by 
GnniAlei•Halphen el al. 119AAI nfttr limi11'(1 protfllly1i11 of complex 
111 15 mit of protein/mll wuh trypsm 1 l:i'iO or 1:100 ratio. w/wl Cor 
45-60 min at ruom temper111ure. Tn11Hn Ji1t<'•l1un w1111 arresled with 
1 mM l'A·PMSF nnd 50 1'11./n1\ of TLCK tlin11I cuncrn1rntio111). The 
fra¡:ment wa11 11epar11ted from the rt~t oí the compleJ: by sueroso 
¡trndient centriíugation, turntial\y u dt"M'ril...J hy 7.hanic rt al ( 19M), 
i.e. de1er11ents wert! omittl'(L Fraicn1ent v· wn• rr•t·overl"CI from tht! 
1upernatant and conct'nlr11ted by ultraliltrntiun on nn Amicon l'M· 
10 1nembrane. Thrt rnt of the com11\n. formt'd a ti¡:ht iwllet in the 
hottom of the tubel, A fn.ster ami aimpltr pf'U(:edure wn11 develupetl to 

1 The ahbrevi111ion1 uwd arr: OTT. di1hiulhrl'tto\: ¡1A· PMSF, 14· 
nmidino¡1henyllmethan"uUunyl Ouurult-; !iD!i. ;odium d(wil'l:yl 1ul. 
fllle: TLCK •• V11•p·to11yl·l.·ly1ml! .:hlurnm~1h~I btnnl": HPl.l', hii::h· 
l>t!tformnnc ... li11uid ch"1m11wgrn11hr 

llt!parnte ímgment v· from the re1t oí thr complex. After limill!d 
proteolysia, the tryp1ini1ed complex 111 WM luadtd on a phrny!. 
Sepharoae Ct-48 column (-0.5 mi oí resin per milli11:rnm of µrotl'inl 
equilihrnted with 25 mM Tri•·HCI lpH 8.0J. :?00 mM SaCI. 0.2.'l'r.> 
IOdium deoxycholate. 1 mM DT'l', 1 mM &Odium EDT A. n.nd :?OC:O 
glycerol. Under the5e condition1 the trypainized fra11:;ment v· did not 
bind to the hydrophobic m11triJ:; it eluted in the exclu1ion volume •1f 
the column. Aner extensive washinir with -10 column volumes of the 
111.me buffer, 1m11l111mount1 of the remainina: intnct lnuntryp11ini1edJ 
iron°1ulfur protein could be eluted in the preaence of 25 mM Trb· 
HCI fpH 8.0), 1 % soriium deoJ:yrholate, 1 mM DTT. and20':1. 11:;lycerol. 
lí deaired. the trypalnized bc1 aubcompll!l wat releand írom the 
column with 25 mM Tria-HCI (pH 7.-1), l mM OTT, 33 Tween 20, 
and:?0311lycerol. 

After concentrntion by u\trariltration in an Amicon cell. uaini:; n 
PMIO memhrnne, frn~ent v· was futther puriíled frum higb moltc· 
ular weight conLnmin11ots (mainly trace.• of 11 ;o.kDn componentl by 
¡;el fi\trationon an Ultrogel AcA·-14 column {1.5 x 46 cml eo:¡u1hbrn1ed 
in the pre11ence o( 25 mM Tria·HCI lpH 8.0J. 

Polyacrylamlde Gtl Elo:"Ctrophore1is-Poly11crylamide ¡:el eleo::tro. 
phort'!lill wa~ performed H descrihed by &h1i1:1ter rr al t rnflf.I. 1mn¡¡: 
l.2·mm thick alnb geb. Gda were liJ:ed 11ml stained 0111 1le~cr1lll"d in 
the1nmework. 

Phcuc S,.parnlir.m u-11h Triwn X·ll-1-Triton X·ll4 wn~ puriíl"d 
fron1 hydrophi\ic com1uments h~· preconden~ntion n11 dl'"""rilll!d ll\' 
Bordier 1 l91H). In •mler tu remove a\11r11ce11of110dl11m chula1e, which 
1trnn1dY lnhibit.." the ph1111e '1.'1'1m1tion oí Triton. cumplu 111 IS 111¡: 
of prmein/ml) wu ndded with t.5'.'i. Triton X·ll4 lílnal concentra. 
tion1 and di11lyxed uvemii;ht Ufl'Sim1t :!f10 mi ofTri11·HCI .'!O mM lpll 
7,5). Limited p"11eul~·~i!t uf com¡ilu 111 ('.! mi: oí 11rutl'm/inll wus 
carrit"tl uu1 in a buífor contninini: 50 mM Tri~·HCI 11111 < .ll wtlh 
tryp~m 0:100 w/wl. Tht' fl'llCtion w111 •IDIJJied w1th th.- followmi: 
inh1bitor!t lílnnl concentr11tion!t): 10 l'IÚml of 3,.J.J1chlor11>0.:ounrnnn. 
10 mM PMSF. 100 J<i:/ml 11A·Pl\ISF, ami 4011 "¡;:/mi Tl.CK 

l'hn&e .wµ1unticm of the tr)'l1Si11iie1I complu 111 in the fllt'~em·,. •¡( 
1'ritun X·\14 wn1cnrried out n1 dc:1enlied by l'ayne 11ml Tr11m¡111w11r 
{19li71 in the pres.,nce uf 150 mM NaCI. 

Ari11btxli,..t-An1ihodiu ai:nin!lt the iron·~ulfur prntem wt're mmle 
with 11uhunit V rl'Covered rrun1 polyncrylnmide ¡:elM :ifter ita u1111,wr 
to ¡io\yviny\idene diíluorule memlunnn, accordinl! lo Slt'WrZ\'k nml 
Summen (19Ml. Gel• wl're run 111 deacril>t!d ahovu, w11h :JO ,.g <11 
¡mrilil:d L'1>m¡1\H 111 pi!r 111ne. The 11el1 weni h\utte1I intu pnly•·1n}·li· 
dene diflunridl! me111htnnl's !lmmuhilon, Milli1iorl!I for !'.! h ,11 :!O\' 
in a buffer contnininl:' :!5 mM Tri11-HCI t¡1H !\.:u 11nd 19:.!. n1M i:l}·cmt-. 
Thll' memluanes wl're ~lnin~d with O.:.!~i. (w/vl am1do hhidt. 10 U 
tSi¡:m11l nml haml V wa!t ucii;.rd írom the mrmllront"' w11h a r.c.1lprl 
The protem wH extrocted from the µolyvinylident tliílunridl! mem. 
lirnnts by incubatiun w11h 500 ,.¡ of 50 mi.1 Tr11·llCI 1¡111 9 01. 1 '?.i 
Triton X·tOO, and 23 SOS. Tbe ntrncts weN" 1l1alyzfil ml!amM r.cio 
mi uf 50% ethanul with thl'M' chan11u and finall)' aa:nm•t di•lllle<I 
water to remove the remninin¡¡: ethnnol.111e precipi1111ed 11r•11ein was 
Jyoph1lizetl ami reautfl('nded in 0.9':. NnCI. ltahll1t1~·eft'1mmuni1t'<I 
intrumusculnrly with ~>0 "g oí pro!l'Ín mittd with ºº" •·o111me of 
¡.~reund's complete 11dj11vnnt. fo11owed by thl'M' mnre in1ect111n• of 50 
J.<K oíprutl'in in Fn:11ntl't incomplele 11djuvant evl'ry lhree weekr.. S..r11 
Wl'ft! collrcted 11nd partially purifieJ by ummonium ,ul¡ihall! pn-cil'i· 
tation1. The presence of anubodies wa1 de1ec1td by immunub\n1t1011:. 

lV<:"drrr1 /Jfol•-lmmunoblottini:: wa• carríed out at dr&enbed bv 
Towbin er aL (19j9) wi1h tht' modiílcations de!lcnhed hy Gonz.iile¡. 
Halph.,ntto/. (1!11\8). 

Pf'plide Synthe1U-Th11 20°0.mino acitl pe¡1tide cumpn1mi:: the 
nonheme iron prutein amino acid -.equence from L)'ll,. to l.y1'' w1ui 
1yn1he1izetl by Multiple Peptide Sy1tem• (San Di....:o. CAi. The 
peptidowa1 found to be 6"% p11re, 111 juti«etl hy 11n11h11i• in 11 reve~d· 
plw¡¡i¡ Hl'LC chrumato¡:r11m. The 'ample wna run in 11 \'yr!nl'.' C·IR 
co!umn (4.6 x :!60 mm> nt 11 ílow rnle of 1 ml/min. The ..olvenu. u.ed 
for chromato¡:raphy were 0.053 uiíl11oroacetic acid In w111er t11-0lvl!ot 
Al nnd o.or1':i. triíluoruaceliC' acid in acetonitrile twh·ent HI. A ata· 
dient wn1 run Crom 5 to 6."l!lo solnnt 11in30 mln, und the pe11.ks wu"' 
rec:orded nt :!15 nm (111 reported by the supplier), 

Oth,., Ml'thocú-Prolein c11ncentr1ttion1 WeN' cltiermined accord. 
in11: to l.uwry et aL 119.'i.ll with the mudilic11.1ion1 ur Mnr .. well t't i!I 
lt9iSt. Nonheme irun wa1 d"termined with .J,i·tliphenvl·l.ILJ.¡ihen· 
nthru\ine by the method oí Brumb~· and MllSM>Y l 1!16il lt~•n~ fetrt'· 
doJ:in ns nonb<:'me iron 11111nd.ard Ferredoxin w111 ¡111ttli"1l (ro1n lhi! 
cynnuhaclerium Sp1rul1na mc1.uml! folluwin¡; !he prncrdlUl' •l~cnhe1I 
by Hall t'I ol l 19i:?l. :inri 1t wn.a nn Hpptecilllfil ~1ft llf Dr ... r\. ll:iyn11• 
Vern ami C. Gl•flll"t·l.uJl"rn frum Cenlru 1\e ln\'l!!lll~11r1l111 \' E~tud1o!t 
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,\\'11nz.1,f.,, ,¡,.,l. /' ' ( ·.,,. .. r,ul;ul :'\,111.,11al .\111011""'" ,J¡ •. \ft••1•·11 
•~ll'tl•'"' 1 Ji,. I'"'"·' ti ·•·rn·<luun "·'' ~1..,.nr111,h .. ro111l']ru·:1ih· 11uan. 
llt!ll<'fl u.1nc .111 "\!""""" ,·,,..ukwrll of '.lf rnM'' :11 1:!11 rirn us 

~~~I·;~ 1:::.11,;' ,.'::~','.' 1 ~:·.:•: ::•:, •1• 1 '.~~: 'i!:~1;11r111i' 1.1 :11 
;.;::;

1
1 ~~:111~'.' 1::;, ~~;;~~·'.::: ,:~~:¡~·: 

K~:;~..,~.h.;1.~:1· ·¡; '. .. ~ ::·; '. 1 ;:·;~' 1' , . ~ ;~: ;':~·~::.i ~;~~] ~:; 1 ~: :~";.~ ;;,~ 1: ;~~ r111';·1:'n':¡~ 
H111nu.• ol'\..\.\J :\11 '"'" 

.~·,.,_,,,w,;r- ,,,,,,r.,r. /'••'ll•/1<m•-('.ik11l1Hml1• \\'f'tl' r,1rnt•1I ,,,lt 
1~11h tlw l''"i:r.un .. ¡.:1J \.'. .• \/. H·r~1"n 1.11:1 !1\' .\111u11\' 11. Cruus 
1 ni¡i~·ru:ht. ! '.1-. ~ • 1 "'' • t•1I' ••I IJl111<1Í~ 1Url1nn11 .f'h,m1¡1o1ri:111. SlnH~· 
111rt ¡in .. 111•11•11• .,,.~,. 111.,.j,. h11l1•"tll!! ihr al~1•rirh111 ,,¡ Chuu .1nd 
Fa•mnn •l'.f;"'· rr .. ~1i1wd ¡.,r uwr11hr:1m• ¡1rotl'm~ "llh J/1,. ron~ull'tll· 
IJUlh ni H.1u :md \r."' • !~¡,.,,¡¡¡, :-i1"jtrl'01'l' '<tnlll.trHll':< Wl'tt' uhUlll•'ll 
1101111.: 1lw Pt•« 1·d11r" ''' \¡,.,.,IJ,·rnn11 .1nd \\'1Hhl'h r lffi'OJ, w11h thl' 

~~~·:::~~;~1:,~I,•·~::.:'::·:~ .:·:,.( :::1~~~1~i1 ~;~ ;:~. ; 11.~~:.1~1;.;';::" 1 r1~~~'~: ~im1Jririt~· 
HESU.TS 

bol11t11Jll ·•f •I ¡¡,,1m•t1tur11·,./y Aau·1• /nm-.'l'ulfur 1'rr1t1•/ll
fullowi11~ tlu· pro•rt•c!uri• 11f Shim11mur:1 •'l ni. jl!lA·ll. 1\'l' <Jh· 
taim•d u 11r•·p;1r.itt••n ••f 1/lf• Hieske iron·'iUlfur prnte111 wíth 
s1milur ~1d1J .1r11J ¡n1r11\ lt curnmnNI ,)tj ni.: .. ttums oí Fe/m~ 
ofprut1•m f,•·t· F1~ l.I. ·,,11,. C:, .md fiJ{. llJ. lom• Cl. (,'/iiqtunul· 
qlut:hronlt'·« tt't!t1,1;1.-.· .iL'tÍ\'ÍlY wns rccon~t1tuted with this 
pri•pnr1111 .. 1\ "twn ••1mliirwd \\'ith u .-it1bu111t V·1fop!ctcd r:om· 

. ·.:-;¡¡i 
.. ¡ 

.i 

Fu; : .l. r.;>u' ,,.,,,,,. ••I p111tt•ohf1t' t.!1~"'''"" 11111<~1 h":frl Cflnl 
pll'l l/1.111<! . .¡ ·h· i"•fll11d 1r .. n··ullur pn1tl'1ll h~ lr\11~111. C11mplcJ1; 
1111» 1111:·ml 1:• '"\I !'r.• 111·1, pi!,..¡ 111 :1111J i~nla11 ... I irun· .. ulfur prolt>lfl 
I'.! n1.un1i 111 1tu -.11111· , .. ,11 .. ri "''rt· 111.·uhall'tl \\llh 1np~1n ll:IClll w/ 
"'' o1t r•~"'' ''''"'"'r.1t"n· l'ro1t'<1-.e .Jii,:l'~1U111 "u~ ~'"l'Pt"I .u tht' 
indw.t1HI 111110·• •111 111,,,.,,,.,, wuh pA·l'~f.Sf-' .uul Tl.l'K ,1!>tlt'~t1ht'd 
und..r ·1·:,p1·ru1"·111,1! l'r.~ r•lur ....... l:d~ \H'lc lu.ull'd "'1th .!o "ll' of 
.·oni¡¡IH 111 "' .. ~ •t ·tw 1111riri1•tl 1r1111·~11Jfur 1ir11rr1r1 ¡1 .. r !1U1l'. Th1• 
pu~11,.•11- ••I 1¡., •111.1< r r••n ,.,J!11r pr111r111 1t'11111111/w1r~·p~1n /rn¡,:· 
rnrnt~ \" \ · ·""' \ ,.,. 111d1t.,1lt·•L 11. S!l:-i poh.u·r\·l:urutil' l!l'I 
t'l,.~tf<'l•ll"I'"'' .. r , :11•11· • •"Jr·•· 111 lnp~111i1u1uin "' ,1rn1d1"r ['l't'pll· 
rn11<>11 u1 rl" »·•:• . .,¡¡," ¡1r..r1·111 1r1~·l111 \\lud1 "·'~ rri•n~ll'tr<'<I i1H11 
1utr•~··•llc1i .... 111··•··· •1.11" • ,.,,.¡ 1t11•n•1m><lt••·••n.,u1·1l"1th .m .111!1·U11.·~k<' 
lf•Hl ,'11! ¡r ;·r··'• e ; 1111,'~~h •l•'f/ 1 

plex ltl. Howevt•r. !h"' i,.nlarcd 1rnn-~11lfur protein catnlyzcd 
lin thl' uhH·nn• oí thc rl'!>l 1Jf compl1•:-< 111 cnmpnnu1Ul the 
reduction ul C\'tochrcHlll' r hy 11hu¡ulll<ll· l in a omcentrution· 
dependenl manner This rcm•t11m w11s 1nsensitive 10 11ntimycin 
1111d myxothiazol. hut w11s complett>ly almlisht!d when the irun· 
sulfur pm1t>i11 wm1 dc11;11utt•d hr lwntmi; 10 hoilinit wnter far 
-1 min. This activil\' wa~ ;1!.~" ohset\'l'cl if thl' incuhation stcp 
nt :!O ºC w1th pho~¡¡holi¡mis \\.H omiued. The reuc1ion wns 
inhihi1ed 2.i''r. by JO umts/111/ of mpnuJ1;1dti d1~rnutnse plus !!5 
uni1.s/ml nf L'ntotl11sl' m the as~1v niedi111n: furthcr mlditions 
oflhesl' two CllZ\'mes. did not 1m·~r11se the ex1cn1 ofiuhihitlon. 
ln contrnst. o~idoreducl<!st• ~ttrvitv rneiBured with 0.27.. 
Twt"cn 20, wns inhihut"d up to ~5''.";, .when the dt>ten:ent W<lS 
ildded in thc pre!>cnc,. ol ~upt.•rnxufo dismuta>;e nntl cntnlni;e, 
Thereforl' ull the rccnns1ilu1ion ~1~11vlt\' 11w;1surcme111s were 
curried •Jlll with O.:!"~ Tw .. en :!O plu.~ .i1Jp1.>ro:tidc dbunutn!le 
and cotal11st'. \\'ilh tlw /,llll'f ,ulditio11s, th~ ;1c1ivity uf the 
isoluted no11hemc iron prnlt'!O wa~ .1lmo._t 1d1'111ic11/ to the 
chl'mica/ reduction ratl' ol <'\'lm'hr<11Ul' <' lw 11h11¡uinol·I whcn 
.1s¡¡nyl'd in thc s;unt• \'.•iml1111.11i-. 

lsolrttirm oí tfil' fr1111·.'iui/11r /'.~11fr111 tryp,uz:::•!d f"rm:mnlt
\Vhcn de1i·r~t·nt·!>nl11h1Ji1e1! !'•impl•·~ 111 \'ª" im·ul1,1tl.'d with 
trypsin. suh11ni1s 11. \'. \º11. ~111d XI werc p.1rtia!I~· 1!1•i:raded. 
lt is no1cwurthy 1!1111 ,;uhumt \' 1\:1s dti.;:t·~tt·d lo u •t:lhll' 
fr11¡.:-mt•nt w1th .1n apparn1r mol1•1·11J,1r lllil'' "1 i/'\.llOll l.l11 tlult 
wns muned fr11¡.:-nwm v· Th1• ,·a11 1¡,. t•'PJ\ .. rt•d hy •Ut·rosc 
)!r11dit•111 tl'lllr1fu:.:.111r•n 1n th•· ¡1r1·"·ric!· ,,f rr111111 X·ltlll anil 
'>odium dioluu• ¡Co111.1lt't·ll.1!pht•11 ··t q/. l'.J".'\I. llt•rl' 11 "'lh 

fnund tlun ,1 ir.11:1w11 ~·urrdwd 111 \'~ 1\"I" nb1;1ifwd w/wn !lll' 
sucrno;e i;rmiit•lll 1'+'ntr1lui.:111u111 .11•p w.1~ run 1n llw .1ii•eru:1• 
•1f1fctl'r¡.;i·n1::1 (Fii.: ... !,\ 1 

Detni.:t•nt·nwdialt·!I pha~•· -.1•p11r .. t111111 li.1~ h••en 11~cd lo tlif
fi-tt•ntuill' hi?l\H•t•n 11w111hr.11w huuml .ind ~olubll' proti?llls 
cHordier, HHH l. Tu 1urtlwr a:-n~rra111 1f fr:uuncru v~ w11ll 

rndt•t'd i.uluh!e. tryps1m1t•d o·nmpi"~ 111 w;\s "'llhJl!Ctl'd fo ph.1:." 
"•'¡larntioll in 11i,~ pn•,t•nn· ,,f ·rn11111X·ll1 .. 1s dcsrr1ht•1I hy 
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1 2 2 3 

• ¡~q 
- ¡;;? •¡.-: 1 . 1 v-¡-

- - -v 1 _ ¡_ 

v"- •- ·-1-I 
- 1 

1 1 

-v" 

1 1 

1 1 

F11;. :!. A, SDS·pol.'1l<'r,/,u11ul,. i:•·I ..r1·uruplmrl' .. 1~ uf thl' is.olnrt'll 
fn11:nll'nl \'#, ob1.11r1t'•I 111 the .. 11¡1t>rri.11>inl of 1J1,. "'IJCN•"f" ¡:r111l1r11L 
cf'ntrifu¡:1111on :incl f11/\crmr:11r<l •m o1n .\m11·nn 1'~1111uhr;ui/r~r1/onl' 
/, :!IJul( 11) Jlr"tt'llH .m<I rhr ll"\P"llltt'•I t'1u11¡1JI'\ llf lflUW :.!. :¡o 11K of 
pr111ecn1. JI. S0!'\·11o.>l•;wnt.1r1111lt• :,:l'I rftot'trophor,.•i" uf l'Onlr••l l·om· 
p!l!'lt 1111/ol'lt' /, :!11 u.:: ••I prhlt·1111, 11'r"11urr•I n1m¡1lt'lt lll 1t•i•h' :!. ;!n 
,.¡: ut pn•ll'Jlll, .uul t/w "'11•••rn.11unr 01h1,111wd o1utor ph1i..r ~,.p:1rn11un 
ol lhl' 1rn1•1nin•d •·umpl,., on ilu• pr"'"'111·1•I Tnl•in X 11.i l/wu·.J. ;I 
ui:••I pr<lh•lfll 
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Payne and Trumpowcr 1198íl. r·ral(mcnt V" remnined in the 
aqueous phase, wherens the rest of the complex p11rtitioned 
as a pellet in the detercent phoi;e IFig. :.?81. Therefore it was 
thoucht thnt íragment V" behoved 011 a soluble protein, which 15 
would not be retnined in a hydrophobic gel matrix. In fnct ~ 
when uypsinized complex 111 wns chromnto¡,rraphed through ü ~~ e~1~~~-~~P;h0:°::1~!:~~8T~~:~::~~;te~!~:;~:~:de~~!~~:~~ ~ 
;:t~oi~~nticnl to thnt obtnined by sucrose grndient centrifu- ~ 10 

Fragment V" wns íurther purifi~d to a single homogenoua 2 
polypeptide hy gel·filtration chromntoi:rnphy on Ultrogel -o 

oz o• 0.6 oe 10 

nmoles NHlP 
AcA-44. In thisstep, complete sepnration oífragment V" írom ci 

high molecular weight contaminants was achi<'\."ed, i.e. a single 

b~>fnc~!~;ª~:;l~;ii~~ ~~¡ ª~1~:::~r~h~;~:f::~~n~~~ª~~:g:o;1L~ ~ 
content of nonhcme iron was 88 ng-atoms per milli¡¡rom of 
prOlein. 

Limitcd Pmteoly.tU of /solored /mn·Sulfur Protein Abo 
Gives Rise to Fragment \/'" -An olternntive nppronch to gen
ernte frnument V" i11 to subject the purified iron-sulfur protein 
to limited protl'olysis with trypsin. Th!! 1o:enernted fragment"' 
were annly.ted by polyncrylamidl' gel clei:ttophoresi11. nnd it 
wns found thnt the clenvnge products corrcspond to those 
ohrnincd when intact compll'" 111 wns trypsinized IFig. 11\ 
und 8). Thtee mojar digcslion frngments Wl're distin1.'\1ished, 
which were named Vº, V', nnd V". Frngment V' hns the 
nmino-tcrrninnl sequence KGFSYL wh1ll' frni:ment V'" slnMed 
NVVSQF fGonzñlet.•Hnlphen et al., IU88). From iL'\ apporent 
molecular weight on polyncrylnmidl' gel electrophoresis, frag
numl Vº In tronsient peptide which is ropidly de¡;ruded~ 
nhould 11t11rt with a SSKESS sequence. This indic11tes that 
huth the i1mlated oml the complex·hound irn1Hmlfur ptotein 
huve 11imilnt occessihility to trypsin. Furthermore. ali the 
trypi>in-¡:cnerntl.>d frn¡:ment!'I fl'Hl'lt•d wi1h an antihnd~· rubied 
11gnin11t the intnct iron-sulfur prot~in !Fi11:. l/JJ. 

Rl•constituúon u; Oxidon•rluctrm• ,·\ctiuity itJ a Subu11it V
depfcted Compfr'X 11/-Suhunit \" rr.storc:d uhiquinol·cy!O· 
chrome·c oxidureducu1se activit~ of iron-sulfur protein·de
pleted complex 111. Howe\'et. to obrnin rmu:imum rl!Cnnstitu· 
tion activit)". incuhnlion 111 :JO ·e in the presence of lipids for 
30 min wns nl"Ccssary tShimomuro et af., 1984). We ha\'e 
performed reconstitution experiml•nL'i with thc inlllct iron· 
nulfur protein, nnd found that reconstituted oxidoreductnse 
nctivity in the pre!lenrc of uhiquinol· 1 was 14. 7 nmol oí 
cytochrome e tt'<luced (nunumolcs uf cytochrome c1 • 1, s' 1). 

ThU vnlue WllS :JO':C of the original complex llI activity. lt i11 

pointed out that subunit V ·dcpcleted complex 111 obtained by 
phenyl·Sepharose chromntogrnphy hod a lower b/t:1 stoichi
ometry (l.l-1.4) thnn the uriginol complcx 111 (l.8 -2.2). 
Probnbly n pnrtial dissocintion of the comp\cx took pince in 
the hydrophobic chromalography step. In fnct, cytochrome b 
could be recovered írom the phenyl-Sl'phnrme CL-48 column 
by elution with 2% SOS nt room tempernturc (Shimomurn et 
al, 1984). Thus. if the nctivity Í!I cnkulnted on the bnsht oí 
the heme b content of the pre¡11muion, the nonheme iron 
protein reconlltitutes fi0% of thc orii:im1l complex 111 nctivity. 
i.e. the nctivíty of the original ¡1rcp1mnion was :!5 nmol of 
cytochrome e red (n11nomoles of ht'me b-•, :11·11 where11s thnt 
of the reconstituted complex wns l:l nmol of cytochrome e red 
(nanomolesofhemeb·•, s·•¡ lnt n rntiu nf:J mol of iron-sulfur 
protein per mol oísubunit V-dcpletcd eomplex JIU. 

Up to a rntio of 8.í mol/mol. the purified trypsinized 
fr11gment V" did not fl'l'itore oxidorctluctnse activity in the 
1mbunit V-deple1ed comph.•x !Fil):. :11. 

Tht' recuns1itutio11 nl'.s;ay w1111 t·arrlt'd out with 11 su!1unit V· 

' 
nmoles of NH!P or lrag v" 

Fm. :1. Heconstltutlon or ulih1olnol:cylochromc•c nxldorc• 
ductll8l' llctivlty or 11 tiUbunlt V-dcphHed com11lux 111 hy tlw 
lntncl nonhcme lron proteln (Nll/P) (01 nnd lhl' purincd 
trypsin\zed frni;cment v· <•l. The n1111n~· wn~ ··:irril"<l ,u1t a11 ,¡,.. 
r.cril~ under ·i-:x11er1111en111\ Procedure11.~ The '""'!!ohm•·, the Mml" 
tel.'"onstim1i•m expl'riment11 cnrrítd out in thl' pre•l'lll"l' nf dimctlwl 
formumllle 15 ,..¡ in the incuhntion 1n1:dium. Q1 11nd thl' .;vnth,lll" 
peptidr 41.:.!.'» nmoll compri11ini: re~1dt1l'!I from l.)·~" !o 1.,1'1 of1ht
irun·s11lfurprutein 1eL 

deple1ed cnmplex Ill ami n !l.ylllhetic pcpride l'nrrym~ the 
irnn·sulfur ¡irotein itcqucnce hetween re~ichw~ I.ys" and f.\•i.'". 
in the presem·e of the intnct Hieske iron·mlfur 11rote111. The 
oxidoredurtnse acti\•itv obtnined in these rnndítions was !i0% 
oí the conlrnl m a rnÚo of 3 moles oí nunhl•me iron JHutein 
per molt' nf suhunit V ·dt'pleted complex 111 l Fi11:. :1. 111.~•·/ ). lt 
should he noled thnt the carn.l\"1ic acth·1ly of tht.- control· 
reconstitutcd complex is only 'ní the ordt'r of 8 nmul of 
cytochrome e rctl (nnnumoles of cytochrome e,-•, ,-•1. ThiK 
wns due to the presence oí dimethylformnmide in the incu· 
hation mcdin, which wns the \·chicle in which the pep1ide wns 
ndded. 

OISCUSSION 

Frngment V" wu genernted by limitcd proleu\ysiK. in u sile 
of the iron·llulíur protein which is suscep1ible to n v:mety of 
proteolytic em:ym1::<1 including pap11m íl..orusso et uf., IUl\\J) 
nnd severnl serine pratenses tGonzñlez-Halphcn et a{., 1988). 
lt is noteworthy thnt proteolysis degrades this suhuntt to nn 
\8-kDn frngment, which is not Curther clea~·ed by tr)11Rin. 
This may be due to n highly compnct teninry struc1ure that 
contnins the iron·1mlfur cen1er, ns has been recently prndicled 
by Gnui et al. (1989) nnd by Beckmann et al. (19891 far the 
yenst nonheme irnn prowin. 

Subunil V and Fragment V" Cataly;:e an lnl11b1tor·mMnS1· 
tivc Ubiquinol·c)'tochrome·c Rrducta.u! Aciivity-ln the course 
of this work we found thnt preparntions ofirnn-imlfur protein 
and its trypsinized fragment cntalyzed nn antimycin·ínsen11i
ti\·e oxidoredoctase activity. This renction i11 pruhubly me· 
dinted by supcroxide rndicnli !Shimomur11 t'I al. 198!11. even 
though gtJperoxide di!lmutnse ;mJ cntnlnr.e induced unly a 
pnrtial inhibition of the rl'oction. lnterestinitly, lhe presence 
of the nonionic deteri.:ent ·rwi.-en :!O in the assay metliü drn11t
icully abnli!ihl•d this inhibilor·insensitive :1ct1vity. Thi~ could 
he due eitht.-r to the a~itrei:otion stntl' of the prutem ur to the 
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property oí the polyoxyethylene det.ergents to nct as powerful 
superoxide or semiubiquinone radical quenchers. (n this re
spect, Ballestcr ( 19871 spectrophotometrically determined the 
decomposition of the uhisemiquinone rndicnl of ubiquinol-2 
by Tween 20. The isolated iron-sulfur protein mny cat.nlyze n 
portio! renction in uitro, genernting n ubisemiquinone free 
radical, which is not reduced by cytochmme b. Within the 
frnrnework of the protonmotive Q-cycle (Mitchell, 1976; 
Trumpower, 1981), two ubisemiquinones (Q., and Q,) hnvc 
been predicted nnd were identified by it.s EPR signnls (Ohni
shi and Tntmpower, 1980: de Vries et al, 1981}. The unstnhfo 
semiquinone radien! Q .. is proposed to be formed by the 
oxidation of ubiquinol by the nanheme iron protein (Trum· 
power, 1981). Therefore, we conclude that the inhibilor·ini;.en· 
sitive ubiquinol·cytachrome·c reducto.se activity of the isa· 
hued i.ron-sulfur protein and its trypsiui::ed fnigment couid 
be medioted by superoxide ions nnd ubisemiquinone rndicals 
th.at are gener.ated by the iron·sulfur center and which sub· 
sequently reduce soluble cytachrome c. The relevancc of this 
catnlytic octivity of the isolnted iron-sulfur protein hns been 
díscussed by Degli Esposti et aL (19<JO). 

Subumt V lnteract& u:ith Comple:c l/I tl1rou1:h 011 IB·Hc!iduc 
Amphipathic Stretch-\Ve think that the failure of frngment 
V" to reconstitute oxidoreductase activity is due to the luck 
ofthe hydrophobic stretch of IR residues flonked by Lysl.1 and 
Lysii of thc original iron•$Ulfur protein. Thnt is. this purt af 
the molecule is centrnl in thr anchoring of the iron·sulfur 

A 
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Fm. -1. Amino acld &equenco and IM!Ctlndary 11tructur" 1iml
larltles botween mltochondrla.l llleskelron·~ulrur protelmi. A, 
the amino·ll!tminol po.rt tthe fint 90 re11idut'SI oí bovinr heort ([JH) 
ISch11¡i:¡:u tt al., IDB71, S. rt!'ndsiot lS.r.) (lleckmonn ..t al., 19891, 
and .V. crono f.'V.c. I IH1trni1ch .. r al., l~">I maturr Rirsir.e 1run·11ulfur 
prouins are rompared. The rHiduea whkh 1ue ~uhj~·t tu pro1eolytic 
dea\'llJ:e are Jhown in bold tharotttrl. 8, llt'Cundary 11tructUfl.' predil:'· 
tion• b111td on the amino add 1rqurnr"- The tf)ll!Un 1 rnn ond 
ch~·motryµ•in ICllYI clea\'llgr •ices are 11hown in 1h1! 1hrl'e ~t"u:1url'11: 
heefheart tGnmUlrz·Holphrn .-r aL. 19&\J. ~r1ut 1Trumpol4tr. 1990l, 
und .V. t'l'll.l.•O llliuniach rr al., l!:»\.'i). Whuo• •·)l1mur~. <1·hrlkt'11; 
flrro1u, J Kh~et~: hlod~ c_\fmdrn. ,1 turn11. 

protcin to the rest of the complcx. Consi!ltcnt with thia 
suggcstion is thc observntion thnt this frogmcnt competitively 
prcvents the rcconstitution oí the nctivity by subunit V nnd 
thc rest of the complex. According to this argument, it would 
oppear thnt thP. trypsin-induccd innctivntion of complex m 
(Baum et aL, 1967; Bnll et al., 19771 was dueto the relense of 
the iron-sulfur protein from the rest of the complex, and not 
to a complete cügestion oí this subunit. A similar situation 
has becn observcd with ,Veurospora crassa complex 111, whose 
chymotrypsin·genernted frngment is unable to reconstitute 
oxidorcductase activity (Li et aL, 1981; Hnrnisch et al, 1986). 

The rcgion accessible to proteolytic clenvage in the beef 
henrt Ricske iron·sulfur protein exhibits similarity with the 
amino acid sequences of the yeast and N. crossa counterparts. 
Fi!;'. 4i\ shows the amino acid sequences ofthe lirst 90 rosidues 
aíthe iron·sulíur proteins. Ahhaugh the similnrity is lesa than 
in tht! prosthctic group·binding moiety of the prot.ein, these 
amino-terminal regions of the mitochondrinl iron·imlíur pro· 
tems nrc homologous. lntcrcstingly, the prcdictcd secondary 
structurcs derived from thci:c scqucnces sccm to be coni;crved 
(Fi¡:-. 48). Thcrefore, thesc proteins secm to shnre the same 
sequcncc and structural featurcs in the regions suhject to 
proteolytic dcgrndntion, and whirh rcsult in the release oíthc 
lnr¡.:::e hydrophylic scctions which still hind their iron-sulfur 
moictics. 

We hnvc recently discussed IGonzñle::-Holphcn, 1990) thot 
chcmical l11beling of cornplex 111 docs not give an~· nppreciBble 
renction of subunit V with the followin¡.: hydrophohic ond 
nmphipathic ngents: fa) two different n::ida derh1ntin•s o( 
pho~phntidylcholinc, bcnring thc cross-linking photorcncth·e 
croup at two difforent lcvels o( the íatty ncid chain (Gutwen· 
ii~l'r t'l al., l98ll; fb) the mcmbmne intercalnted prolre 3· 
triíluuromcthyl·3·(m·(MJ)iorloph!!nyl) diuzirine (Gonziilcz· 
Halphen ~!l al., 1988), n hydrophohic reai:;ent with hroud 
spccificity; und (e) umphiputhic nrylazido dcrivntivc:; ofphos· 
phatidyleth11nolamine, which act in the Jipid hend·groups 
of tlw mcmbrn.ne·Wnter intcrfnce (Gonuilez-Hulphen el al., 
1953). On thc othcr hnnd, it hm1 hecn shown that thc iron· 
sulfur protein faces only the intermembrane spnce of the 
mitochondrill by: (a) chem1c:1\ lnb,lin¡; with hydrophyllic ex· 
trinsic prohes (Gellcrfors nnd Nelimn, 1977: Bell t!t al., 1979; 
D'Souzn nnd Wilson, 1982); lb) proteusc 11ensitivity (Li et al., 
1981: Gonuile::·Hnlphen et al., 19881; nnd (e) (unctionnl stud· 
ÍC!I, i.•'. internction with cytochrnme e (Rich, 19/\.ll. fo'urtht>r· 
more. Hnnl t't oL (1986) hnve reported th11L both the amino• 
and carhoxyl-terminol portions of the iron·sulfur protcin are 
expost'd towards the mitochondrial intermembr11ne epace in 

Fin. 5. Schenintlc represen111tlon orsubunlt V a.rrun~ement 
In c11mplex 111 • . -\mm: .. "'· n, .:imt e imlicllle thl! lryp•in cil!AVllCI! 
!litt'!I, whh:h "ivt! tiM! lo fra¡cmt'l\1$ v·. v·. 11ml v·. lelf>ectiwly. The 
drirll :Ullt' in lhl! M'C!Ut'ttCl' mdkillei tHidUeJI, Ly•" to Ly.". Onl! or 
tht! ht>ml" gruupA nC c~·tochrnrnt' h i1 abo dl!picll!d. Fur clarity. the 
di~111•~11iun uf .ttljuCl"lll ~uhun1t11 "'"" unull'1-I. 
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N. crassa, and thot this subunit is reodily removed by rela· 
tively mild procedures, i.e. woshing with sodium carbonato in 
the absence oí det.ergents. Finnlly, it is also wotthwhile to 
mention that during ita hiogenesis in the yeost complex, the 
iron·sulíur protein is the lnst subunit with 11 redox group that 
is jntegrated into complex IIJ ICrivellone et al, 1988). In 
nddition, the presence oí cytochrome b is a prerequisite íor ita 
insettion In the nascent complex (Japa and Beattie, 1989}. 
rhereíore tho overnll data indicnte that the Rieske iron·sulíur 
protein is not in direct contact with the phospholipid11 oí the 
bilayer, but rather that ill is nssociated to a subunit (most 
likely cytochrome b) that is embedded in thc lipid milieu oí 
the membrane. This possibility is in accordance with the work 
oí Ohnishl et al. (1989), who showed that the iron sulíur 
molety of subunit V is in close proximilY to ont! oí tho hemes 
oícytochrome b. On the other hand, Ocgli Esposti el al. (1989) 
observed changes In thc circular dichroic spectra oí cyto· 
chromo b whcn complex 111 wos delipldatcd and deplctcd oí 
the iron-sulíur protein. In nddition, Shimomuro et al. (1984) 
hove shown thnt phospholipids ore required in arder to recon· 
stitute subunit V to complex 111. We therefore conclude thnt 
the presence oí phospholipids in the reconstitution nssnys is 
necessary to maintain o atable conformotion of cytochrome b, 
therefore íocilitatlng the formntion oí o íunctionnl ell'!ctron 
tronsport complex with the iron·sulíur protein. lnternstingly, 
the inhibitor myxothintol, upon binding to cytochrome b, 
di!lplnces o ubiquinone binding site which must nlso he clo.11e 

··he iron•fülíur protein (Van .Jn¡¡ow et al .• 191\.1). 
Uiffl!rentcnlculotion methods hove heen used to predict the 

presence oí meml.mine•O!ISOCiated helict!:i (Eii;cmber¡: t!t al., 
1984; Klein et al., 1985; Roo nnd Argos, 1986). When thcse 
ore applied to subunit V, only one highly hydrophobic sector 
was íound (residues Trput to Alo"4

). This re¡¡ion has 2 of the 
4 conserved cystdne residues which oru thou¡¡ht to hind the 
iron·sulíur moiety in a hydrophohic pockct (Schri¡;¡¡er et al, 
1987; Gntti et al., 1989; Beckmonn et al, 19801. On the other 
hand, no transmenibrnne helix is predicted for the re¡:ion 
!it·tween Lys l.l ond Lys~' which, 1111 shown lfore, ser.·es to 
.mchor suhunit V to the rest oí the complex. Therl'Íore this 
segment is nota clnssical tmnsmembrane stretch hut rnther 
nn exposed nmphipnthic region which binds to the complex 
by hydrophobic protein·protein interoctionM (fig. 5). Re· 
cently, Ljungdahl et al. (1989), establi1'hed a methodology for 
the mutation analysis oí the Rieske iron·sulíur prutein in 
yensL The prcscnt results prcdict th11t &ubstitution hy site· 
directed mutngenesiA oí lysinc 42 from the yeast omino acid 
!iequencu by a nonpositively chorgW re11idue 11hould prevent 
·he release by trypsin oí the iron-sulíur protein írom the be, 
complex (e\•en if other lysines ond arginines are cleaved by 
the protease). 
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