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Abreviaturas.

1GMJ. Cédigo de PDB de la estructura
cristalografica de la IP H49K.

1HF9. Cédigo de PDB de la estructura
determinada por RMN del carboxilo
terminal de la IP.

aBpp. Interfase entre las subunidades a y
B que en la estructura del segmento F,
PDB ID 1BMF tiene ADP unido.

aBe. Interfase entre las subunidades a y B
que en la estructura del segmento F; PDB
ID 1BMF carece de nucleétido unido.

aBrp. Interfase entre las subunidades a y
B que en la estructura del segmento F,
PDB ID 1BMF tiene ATP (6 AMP-PNP)

unido.
ADN. Acido Desoxirribonucleico.

ADP. Adenosin difosfato

AMP-PNP. Acido [[[5-[(6-amino-9H-
purin-9-il)]-3,4-dihidroxi-
tetrahidrofurano-2-iljmethoxi-hidroxi-
fosfinoil]oxi- .
hidroxi-fosfinoyl] aminofosfénico,
analogo del ATP.

ATP. Adenosin trifosfato

BMD. Dindmica Molecular Sesgada
(Biased Molecular Dynamics).

Bos taurus. Bovino
°C Grados centigrados.

CA. Cromatografia de Afinidad.

CD. Dicroismo Circular.

CEM. Cromatografia de
Molecular.

Exclusion

CPK. Esquema de colores propuesto por
Corey, Pauling y Koltun.

D. Dimero de F,-1P endégeno.
DCCD. N’-N-Diciclohexilcarbodiimida.
DE. Dindmicas Esenciales (Essential

Dynamics), andlisis de covariancia que
identifica movimientos coordinados.

D/M. Proporcién del 4rea bajo la curva del
dimero y el monémero de F,-IP.

Escherichia coli. Enterobacteria de uso
comun en los laboratorios y considerado
como modelo general de las bacterias.

F,. (también F,-ATPasa). Segmento
hidrofilico de la F,F, que contiene los
sitios cataliticos.

F,F,. ATP sintasa. ATP sintasa 6 F|F,.

F,. Segmento hidrofébico de la F F,. Este
segmento estd embebido en la membrana y
es el responsable del transporte de los
iones.

H'. Protén

L tartaricus. Ilyobacter tartaricus.

IP. (también IF)). La proteina inhibidora
enddgena.

K. Grados Kelvin




K,,. Coeficienie de disiribucidn aparenie
de una molécula entre vna fase mévil y un
fase esiacionaria.

NADH. Nicotinamida adenin
dinucleétido.

NBYF. 4-cloro-7-nitrobenzofurazan,
inhibidor covalente de la ATP sintasa.

M. Mondwero de F-IP enddgeno.

MD. Dindmica Molecular (Molecular
Dynamics).

MSA. Mecanismo de Sitios Alternantes.

NMA. Analisis de Modos Normales
(Normal Mode Analysis).

O. Forma abierta del sitio catalitico de la
F,E, (Open).

OSCP. Olygomicin Sensitivy Conferral
Protein.

PDB 1ID. Cdédigo asignado a cada
estructura cristalografica dentro de la base
de datos del RCSB (www.rcsb.org).

Pi. Ortofosfato

PMSF. Fenilmetilsulfonifluorudo
(phenylmethyisulphonyifluoride).

P. modestum. Propionigenium modesium.
PSM. Particulas Submitocondriales
QM/MM. Mecanica Cuantica y Mecédnica
Molecular {(Quantum Mechanics
/Molecular Mechanics).

Redox. Oxido-reduccion

RMN. Resonancia Magnética Nuclear.

RMSD. Squared Root Mean Square
Deviation.

SO. Forma semi-abierta del sitio catalitico
de la F,E, (SemiOpen).

T. Forma cerrada del sitio catalitico de la

F,F, (Tight).

TMD. Dindmica Molecular Dirigida
(Targeted Molecular Dynamics).

UV. Luz ultravioleta (UltraViolet).

VMD. Virtual Molecular Dynamics,
programa para visualizar estructuras
cristalograficas a partir de sus archivos
PDB.
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Resumen.

La ATP sintasa es un complejo
enzimitico de importancia central en el
metabolismo aerdbico ya que se encarga
de acoplar la fuerza protonmotriz,
generada por la cadena respiratoria, a la
sintesis de ATP a partir de ADP y Pi.
Estructuralmente, combina dos segmentos,
uno hidrofilico llamado F, y uno
hidrofébico conocido como F,. La ATP
sintasa de E. coli estd formada por ocho
subunidades diferentes (con su
estequiometria indicada por subindices):
a,B,Y0¢, en el segmento F, y ab,cg ,, en el
segmento F; en eucariontes, como B.
taurus, el complejo esta formado por 16
subunidades, que incluyen las ocho arriba
mencionadas.  Aquellas  subunidades
eucariontes sin contraparte procarionte
reciben el nombre de supernumerarias. La
proteina inhibidora end6gena (IP) es una
de ellas. La.IP recibe su nombre por su
capacidad de inhibir la actividad de
hidrélisis de ATP del segmento F, asi
como de inhibir la sintesis e hidrélisis de
ATP por el complejo F,F, ATP sintasa.
Con e! objeto de caracterizar los efectos
estructurales y funcionales de Ila
interaccién de la IP con el segmento F;,
hemos analizado mediante dicroismo
circular, fluorescencia intrinseca asi como
filracién en gel, las propiedades y la
composicion de subunidades del complejo
F,-IP endégeno. La remocién de la
inhibicién (la activacién) se usé como
indicador de la presencia de la IP en este
complejo.

Mediante filtracibn en gel, se
observé que el complejo F,-IP existe en
dos diferentes estados de agregacién: una
dimérica y una monomérica. Estds dos

formas existen en un equilibrio
dependiente de la concentracién de
proteina y de pH. La incubacién a 4° C
favorece la forma monomérica del
complejo F,-IP sin activarlo y durante la
activacién del complejo F;-IP, la forma
dimérica decrece; esto sugiere que el
monémero del F,-IP es la forma
susceptible de la activacién (i.e. liberar a
la IP).

Las estructura secundaria de los
complejos F,-IP  monoméricos y
diméricos, asi como la fluorescencia de
sus tirosinas, no es muy diferente de la del
complejo F,. En contraste, en la forma
dimérica del F,-JP se observa un
incremento en la fluorescencia intrinseca
del unico triptofano del complejo, el cual
estd Jocalizado en la subunidad €.

La dimerizacién del complejo F,-
IP parece no afectar su activacion in vitro,
pero inttoduce un paso mis en su
regulacion y es posible que el efecto de la
dimerizacién sobre la regulacion sélo se
aprecie en la particula submitocondrial o
en la mitocondria.

El andlisis estructural de la IP
revel6 una posible bisagra. Esta novedosa
bisagra podria regular las interacciones
entre la IP y el complejo F|E,.




Abstract.

ATP syntase is an
enzymatic complex central for the aerobic
metabolism because it couples the proton
motive force, generated by the respiratory
chain, to the synthesis of ATP from ADP
and Pi. The synthase compriscs two
segments, an hydrophilic one named F,
and a hydrophobic one named F,. The E.
coli ATP synthase is composed by eight
distincts subunits (with the following
stoichiometry): o,f,y0e, in the F, and
ab,c, ;,, in the F.. In mammalss, such as B.
taurus, the complex is formed of about 16
different subunits, including the six
homologous subunits mentioned for E.
coli. Those subunits without prokaryotic
counterpart are called supernumerary. The
inhibitory protein (IP) is one of such
subunits. The IP gets its name from its
capacity the inhibit the hydrolytic activity
of the F, segment as well as ATP
hydrolysis and synthesis by the F\F, ATP
synthase. To characterize the structural
and functional effects due to the IP
interaction with the F, we have analysed
the endogenous F,-IP complex through
circular dichroism, intrinsic fluorescente
as well as size exclusién chromatography.
The release of the ATP hydrolysis
mhibition, termed activation, was used as
a indicador of the presence of the IP in this
complex.

Through size exclusibn we
observed that the endogenous F;-IP
complex exists in two different
a dimer and a

aggregation status:

monomer. These two forms are in a
protein- and pH-dependet equilibrium.
The incubation of this complexs at 4° C
favours the monomeric form of the F;-IP
complex without any activation, and the
activation of the F-IP complexes
decreaces the dimeric form; this suggest
that the monomeric F;-IP is the form of
the complex that is susceptible to
activation (i.e. IP release).

The secondary structure of the
dimeric and monomeric F;-IP complexes
as well as the intrinsic fluorescente of their
tyrosines is very similar to that of the F,
complex. However, in the dimeric form of
the F,-IP there is an increase in the
intrinsic  fluorescente of the only
triptophane of the complex, which is in the
€ subunit.

The dimerization of the F;-IP
complex seems to have no effect on its
activation in vitro, but introduces one step
more in the regulation of the activity of the
F; complex. It is posible that the effect of
the dimerization step over the regulation
of the ATP synthase is only noticeable in
the submitocondrial particle or the in the
mitochondria.

Structural analysis of the IP reveals
a posible finge. This novel hinge could
regulate the interactions between IP and
the F|F, complex.




Introduccion.

Para que la energia liberada por
cualquier proceso  exergémico  sea
aprovechada por un proceso endergonico,
es indispensable que ambos procesos estén
acoplados; este principio es central en la
Biologia ya que sin este acoplamiento
ninguna reaccién endergénica procederia.
Un metabolito central para este
acoplamiento es e] ATP.

El ATP es sintetizado durante e]
proceso  conocido como fosforilacion
oxidativa, en el que se acopla el potencial
redox generado en el ciclo de Krebs, en
forma de NADH, al transporte vectorial de
protones a través de la membrana interna
mitocondrial. Esto a su vez genera un
potencial electroquimico que es acoplado
por la ATP sintasa a ]a sintesis de ATP a
partir de ADP y Pi. El marco tedrico por el
que entendemos este proceso es la
hip6tesis quimiosmoética, propuesta por
Peter Mitchell'. La sintesis del ATP puede
escribirse de esta manera:

ADP + Pi + nH'; & ATP + H,0 + nH",

Donde los subfndices , y \ s¢ refieren a los
lados positivos y negativos de una bicapa
lipidica.

A diferencia de la fosforilacién a
nivel de sustrato, en la fosforilacién
oxidativa no bay un intermediario
fosforilado para la formacién del ATP. La
estabilidad y funcionalidad de la ATP
sintasa es indispensable para la obtencién
de energfa en este proceso metabdlico.

La mitocondria, estructura y funcién.

En células eucariontes, la ATP
sintasa se localiza en las mitocondrias, las
cuales son organelos de diversas formas y
tamafios (1 a 10 pm), su ndmero varia
significativamente entve los distintos tipos
celulares y entre diferentes organismos (ej.
de 1 hasta 1000 mitocondrias por célula’).
En plantas también existen ATP sintasas
en los cloroplastos; por otra parte, en
endotelio™®, hepatocite® y otros tipos
celulares humanos, se¢ ha detectado una
ATP sintasa en la membrana plasmadtica.

Las mitocondrias estdn formadas
por dos diferentes membranas, una externa
y una intern2; en el compartimiento
delimitado por la membrana interna, i.e. la
matriz mitocondrial, se localizan las
epzimas respopsables de  procesos
metabdlicos como el ciclo de Krebs, el
ciclo de la urea y la beta oxidacién. En la
matriz mitocondrial también se localiza el
ADN mitocondrial, y embebidos en la
membrana interna mitocondrial  se
encuentran los transportadores de iopes y
de metabolitos asi como las enzimas que
efectian la fosforilacién oxidativa. La
ulraestructura  mitocondrial Bo es
simplemente un par de membranas
concéntricas; la membrana interna
mitocondrial exhibe una serie de pliegues,
Uamados crestas mitocondriales, que le
permiten tener una mayor superficie en un
volumen reducido (figura 1).




Figura 1. Esquema de las membranas
externa, interna y de las crestas
mitocondriales.

Se muestra la membrana externa en azul
oscuro, la membrana interna mitocondrial
(también llamada limite de la membrana
interna’) en azul claro y las crestas
mitocondriales en verde. Aunque la
membrana interna y las  crestas
mitocondriales son una bicapa continua, se¢
sefialan con colores diferentes para
enfatizar las diferencias en la composicion
proteica de las membranas.

Las crestas mitocondriales también
delimitan ciertos microambientes en la
mitocondria: en los puntos mds cercanos
entre la membrana externa e interna
mitocondriales, parecen localizarse los
sitios de importacién de proteinas a la
mitocondria®®, justo donde finalizan las
crestas. Las crestas estdn enriquecidas en
ATP sintasa, el Complejo 111, el acarreador
de fosfatos y el de adenin nucleétidos’.
Recientemente se ha sugerido que tanto la
ATP sintasa (6 Complejo V) asi como
algunos miembros de la cadena de
transporte de electrones, son responsables
de mantener la forma de las crestas'’. En
mitocondrias de Saccaromyces cerevisiae
(figura 2C) se ha demostrado que algunas
subunidades supernumerarias de la ATP
sintasa, son directamente responsables de
dimerizar al Complejo V. La ablacién de
dichas subunidades supernumerarias de F,

conlleva a la pérdida de las crestas
mitocondriales y a un fenotipo perit'"'"? y
un genotipo Rho" (carente de DNA
mitocondrial). En mitocondrias de bovino
se han descrito dos tipos de oligémeros
que involucran a la ATP sintasa; por un
lado se han encontrado dimeros, trimeros
y tetrdmeros de ATP sintasa, todos ellos
activos'® y por otro, se ha purificado un
complejo que involucra a la ATP sintasa
asi como al acarreador de adenin
nucledtidos y al de fosfato'*"”.

Ailn se desconoce la relevancia
funcional de estos oligébmeros en
mitocondrias de bovino 0 en otras
mitocondrias de células eucariontes.

A B

Figura 2. Esquema de las subunidades del
complejo F\F, ATP sintasa basado en las
estructuras cristalogrificas'®!’, reconstitu-
ciones de subunidades aisladas y
microscopia electrénica'’,

En A se muestra el complejo F,F, de proca-
riontes. En B se muestra el complejo F\F, de
cucariontes. En C se muestra un dimero de F\F,
de S. cerevisiae interactuando mediante las
subunidades e y g en una interfase con F, ¢ IP
en una interfase de F,. Este esquema estd
basado en el modelo propuesto por Allen'’.
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La estructura de ]a ATP sintasa.

Estructuralmente, la ATP sintasa
se divide en dos segmentos: un segmento
hidrofébico capaz de transportar protones,
denominado como F,, y un segmento
hidrofilico que contiene los seis sitios de
unidn a nucleétidos (tres de los cuales son
cataliticos) denominado como F;; de esta
designacién surge ¢l nombre de F\F, ATP
sintasa. La enzima de Escherichia coli estd

formada por ocho subunidades: o,f,y8€,
en el segmento F, y ab,c,,,, en el
segmento F, (figura 2A), en eucariontes,
como Bos taurus, el complejo estd
formado por 16 subunidades (figura 2B),
incluyendo las antes mencionadas (Tabla
). Las subunidades que solo se
encuentran en las ATP sintasas de
eucariontes se han designado como
supernumerarias, y se desconoce si son
requeridas para la catilisis, la regulacion o
la biogénesis del complejo enzimético.

Tabla 1. Compeosicién de sabunidades de los segmentos F, y F, de 1a ATP sintasa de diferentes

organismos.
Subunidades
Segmento Bos taurus Saccaromyces cerevisiae Escherichia coli | Estequio-
metria
a (55) a (54) a (55) 3
B (51) B (51) B (50) 3
Y (30) y(30) Y(32) 1
F, 5 (15) b (14) e (14) 1
£ (5.6) € (6.6) 1
OSCP (20) OSCP (20) 5(19) 1
IP (10) IP(7.3) 1
a (24) 6 (27) a (30) 1
b (24) 4 (23) b(17) 1-2
F, c (1.6) 9(7.7) c(82) 912
A6L (1.9) 8 (5.8 1
d (18) d (10) |
f(10) f(10) n.d
F6 (8.9) h (10) 1
9 kDa 1
15 kDa 1
e(8.1) e (10) 1
gl g (12) 1
i(6.6) 1
k (7.5) n.d

Los nimeros en paréntesis son el peso molecular de las subunidades en kDa.
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Aunque se conocen diversos
mecanismos de regulacion en las ATP
sintasas™, la IP ha recibido particular
atencién debido a su capacidad de inhibir
la actividad de hidrélisis de ATP del
segmento hidrofilico F, asi como de
inhibir la sintesis e hidrélisis de ATP en el
complejo F|F, ATP sintasa® por lo que
posiblemente tenga un papel importante en
la regulacidn fisiolégica de la actividad del
complejo.

La IP de B. taurus fue descrita
originalmente como una proteina pequeia,
bdsica, no dializable*®, que ademis de

A

inhibir la hidrélisis de ATP por el

complejo F, también le confiere
estabilidad a condiciones
desnaturalizantes™>. Se conoce la

secuencia de aminodcidos que componen
al inhibidor de bovino asi como los de
otras especies eucariontes. La IP de B.
taurus estd compuesta por 84 residuos, su
estructura tridimensional en forma soluble
y wunida al sector F, ha sido
determinada®™?’. Es una hélice alfa
elongada de més de 100 A de longitud,
capaz de dimerizar consigo misma por su
extremo carboxilo de manera
antiparalela®™* (figura 3).

Extremo carboxilo,
region de hélice enrollada
antiparalela

A 0 3 e
S VYRR AR

Extremo amino, regidn
inhibitoria,

10 nm

ARAARRAARRAARRARA,

10 nm

Figura 3. Esquema de listones de la estructura de la proteina inhibidora (1P).

En A se muestran dos diferentes proyecciones de la forma dimérica, indicando la regién dimerizante
antiparalela o de anclaje formada por el extremo carboxilo terminal. También se sefiala el extremo amino
terminal que es la regién inhibitoria. En B se muestra la estructura del tetrdmero de la celda unitaria del

cristal de la IP?.

15



Mecanismo catalitico de la F,F, ATP
sintasa.

El complejo de la ATP sintasa
funciona como una bomba de protones
rotatoria, bajo este esquema y tomando
como modelo el complejo de E. coli, las
subunidades a,f,8ab forman un segmento
estdtico o estator, respecto al cual la
subunidades yec,, forman el rotor””. El
flujo de protones a través de la subunidad
a impulsa la rotacién de las subunidades ¢
que a su vez arrastra a las subunidades y y
€. Durante su rotacién, la asimetria
intrinseca de y impone una asimetria en el
oligbmero estitico formado por las
subunidades a,f8,, que contienen los sitios
cataliticos.  Estas  subupidades se
mantiepen fijas relativas a y mediante la
interaccién de & y ab (figura 4). En la
siguiente seccion se discutirdn en detalle
las evidencias que apoyan este esquema,
desglosadas para el segmento F, y para el
segmento F,.

ATP

ADP +
Pi

H+
Figura 4. Representaciéa de la ATP sintasa
de E. coli y su subdivisién en estator y rotor.
En gris oscaro se incluyen las subunidades
afi;8ab,, que conforman el estator, en blanco
las subunidades yec,, que conforman el rotor.
El mismo esquema se aplica para la ATP
sintasa de eucariontes, donde las subunidades
supermumerarias asociadas a la subunidad b
(Le. OSCP, & y F¥6) forman parte de! estator.
Las subunidades 8 y e pexteneces al rotor
eucarionte. De acuerdo a la figura 2, 1a [P
podria ser la Unica subunidad que en su
interacci6n inhibitoria, anclariaa al rotor y al
estator™.

Mecanismo catalitico del segmento F;:
El mecanismo rotaciopal de
hidrélisis y sintesis de ATP por la F|F,
ATP sintasa se propuso inicialmente con
base en experimentos de reacciones de
recambio de oxigeno en los nucle6tidos en
el segmento F,. Con base en estos
experimentos, Paul D. Boyer propuso el
mecanismo de sitios alternates® (MSA).
En éste mecanismo, planteado en funcién
de la hidrélisis de ATP, la enzima posee
tres sitios cataliticos los cuales se
epcuentran en las interfases afl. Cada uno
de estos sitios tiene conformacién y
afinidad diferentes por el ATP en
cualquier momento dado del ciclo
catalitico. Para mayor claridad, a cada uno
de estos sitios los Hamaremos 7, L, y O
(por Tight, Loose y Open,
respectivamente) en orden decreciente de
afinidad. En condiciones de sustrato sub-
estequiométrico respecto al segmento F),
s6lo el sitio de miés alta afinidad une al
ATP (el sitio 7). Los sitos L y O
permanecerdn vacios™; en esta condicién
ocurre la catdlisis unisitio, en la que sélo
el sitio de mayor afinidad es capaz de
hidrolizar ATP. En condiciones donde el
sustrato s¢ encuentra en  alta
concentracién, procede la  catdlisis
multisitio, en la cual mas de un sitio es
capaz de hidrolizar ATP. Existen dos
esquemas diferentes para describir la
catdlisis multisitio: el bisitio y el trisitio,
En la catélisis bisitio, el sitio de
mayor afinidad, T (menor a 10 oM en Ia
enzima de B. taurus), se ocupa primero. El
producto, que en el caso de a hidrélisis es
ADP, no se libera del sitio 7 hasta que no
ocurra la unién de vun segundo nucledtido
en el siguiente de sitio L, que tiene menor
afinidad. Counsecuentemente e} sitio T
tomard la conformacién del sitio O
liberando al producto de la reaccion,
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simultineamente, e] sitio L se convertiré
en 7, y el sitio O en el L. Este ciclo se
repite durante la cat4lisis **

En el esquema trisitio, se requiere
que los tres sitios cataliticos estén
ocupados para que la catdlisis alcance su

mixima velocidad (V). El sito T
contiene ATP y es un estado previo a la
catalisis, el sito SO (semi-open, forma
intermedia entre el siio T y el sitio O)
contiene ADP y Pi y es un estado
transitorio posterior al rompimiento del

m
2

enlaoe fosfodxester (ﬁgura 5, fstado 1) El

sitio L est4 listo para recibir al nucleétido,
su ocupacida dispara la cooperatividad; en
el sitio T se rompe el enlace fosfodiester y
se transforma en SO (figura 5, estado 2).
Simultdneamente, el sitio L se transforma
en T; el siio SO se transforma O y
posteriormente en L (figura S, estado 3).
Con la repeticién de este ciclo, procede la
catdlisis .

VBEE

Figura 5. Esquema del Mecanismo de Sitios Alternantes (MSA).

Se presents el segmento F, como se observaria desde la membrana interna mitocondrial. La rotacién de la
subunidad y es la que ocurre durante la hidrélisis de ATP. De izquierda a derecha: el estado 1 representa
ua F, con dos sitios ocupados. El estado 2 muestra tres sitios ocupados, la subunidad y ha rotado 80° con
respecto al estado 1. El estado 4 es el mismo que el estado [ tras una rotacién de 120° de ia subunidad v, Ia

cnal forma el eje central rotatorio.

En ambos esquemas, es la energfa de
unién de los nucledtidos la que impulsa la
rotacion de la subunidad y.

Durante la catdlisis multisitio se
ocupan los sitios de baja afinidad y la
actividad de la ATP sintasa se incrementa
10° veces respecto a la velocidad de la
actividad unisitio. Por estas caracteristicas
particulares, la cinética del complejo se
describe como de cooperatividad positiva
para la catdlisis (es decir, la uni6n
subsecuente de cada nucleétido aumenta la
velocidad de la catilisis) y cooperatividad
pegativa para la unién del sustrato (la
unién subsecuente de cada nucledtido
reduce la afinidad por el siguiente). Aidn se
debate si es necesario que los tres sitios se
encuentren ocupados durante la catdlisis

multisitio o si la catdlisis procede de
acuerdo al esquema bisitio; los datos
estructurales del complejo F, confirman el
mecanismo de sitios alternantes y parecen
apoyar el mecanismo trisitio. Para la
sintesis de ATP, el mecanismo arriba
descrito opera en sentido contrario, donde
la rotacién de y estard impulsada por la
rotacién del segmento F,.

Desde el punto de vista de la
regulacién de la hidrélisis de ATP por la
IP, hay que enfatizar que para que la IP de
bovino se una al F, se requicren varios
ciclos cataliticos®™, no asi en el caso de
S. cerevisiae en el que la inhibicién es
instantdnea™.

Existen otros inhibidores de la ATPasa se
han estudiado en detalle y se cuenta con su
estructura cristalografica en complejo con
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el F,, tales como el DCCD ', Ia
aurovertina **, la efrapeptina *, el NBF *' y
la tentoxina®. En concordancia con el
mecanismo de sitios alternantes para
inhibir la catdlisis multisitio sélo se
requiere Ja unién de una sola molécula de
los inhibidores'®***2,

Otra prueba importante del
mecanismo de sitios alternantes es la
visualizacién de la rotacién de la
subunidad y dentro del complejo F,
durante la hidrélisis de ATP* gracias a
que las metodologias experimentales para
una sola molécula han sido refinadas al
grado que se ha logrado hacer rotar la
enzima en el sentido necesario para
sintetizar ATP**. Con estas técnicas se ha
demostrado la completa reversibilidad del
mecanismo rotatorio del segmento F,.

Mecanismo catalitico del segmento F,:
El mecanismo catalitico con el que
se describe la operacién del segmento
membranal conocido como F, es
principalmente especulativo ya que carece
de una estructura de alta resolucién de
dicho segmento, aunque se ha determinado
la estructura de alta resolucién del
oligémero de la subunidad ¢*. Mediante
mutagénesis dirigida, entrecruzamientos,
asi como microscopia electrénica y de
fuerza atomica, se ha definido la estructura
de baja resolucion del segmento F,¥
(figura 6A, B y C) donde las subunidades
¢ forman un oligémero de 10 a 14
subunidades, que se arregla en un anillo
simétrico. Las subunidades a y b se unen a
un lado de este oligémero (figura 6A), las
subunidades a y ¢ son indispensables para
el bombeo de protones, y por separado no
son funcionales. La subunidad b vincula al
segmento F, con el F,, y tiene una funcién
de soporte, mientras que en la interfase
entre la subunidad a y las subunidades ¢ se
lleva a cabo el transporte de protones*™*

(o de Na’*, en el caso de I. tartaricus y P.
modestum”*’, figura 6D).

Figura 6. Estructuras de baja resolucion
obtenidas por microscopia de fuerza atémica
del complejo F, de E. coli (A, By C) y la
estructura cristalografica del oligébmero de
subunidades ¢ de 1. tartaricus (D y E).

En A se muestra el F, completo, en B la imagen
de un F, tratado con tripsina, y en C se observa
un oligémero reconstituido de subunidades c.
En D y E se muestra el oligémero de
subunidades ¢ de la F,F, ATP sintasa de /.
tartaricus resuelto por difraccion de rayos X,
visto de manera perpendicular y paralela a la
membrana, respectivamente.

Se ha propuesto que las
interacciones requeridas para el transporte
de protones estdn dadas por el residuo
R210 (arginina 210), de la subunidad a, y
el residuo D61 (aspdrtico 61) de las
subunidades ¢ (numeracién de residuos de
E. coli). Esta interaccién se da entre dos
subunidades ¢ y una subunidad a, aunque
se requiere un oligémero de ¢ intacto. En
esta interfase, la subunidad a formaria un
hemicanal que darfa acceso a los protones
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del medio al residuo D61, el hemicanal
permitiria el paso de protones mediante el
oligbmero de subunidades ¢ dando un
flujo neto de un lado al otro de la
membrana. En este esquema, el residuo
R210 de la subunidad a actuaria como
“guardavalla®, bloqueando el flujo
inespecifico™*.

Figura 7. Esquema del transporte de
protones por las subunidades a y ¢ de
segmento Fo.

La concentracién de protones de un lado al otro
de la membrana es diferente. En el centro est4
la subunidad a con el residuo R210 en rojo. La
subunidad a forma un hemicanal que da acceso
a los residuos D61 de Jas subunidades ¢ (mora-
do). En el estado 1 se muestra el hemicanal y
dos subunidades c vacias (con carga negativa)
mantenidas en posicién por la R210 (cargada
positivamente). En el estado 2, un protén del
medio ocupa una subunidad ¢, neutralizando la
carga, esto conlleva a la rotacién unidireccional
del oligémero de ¢. Esto permite la liberacién
de un protén (estado 3). En el estado 4, ocurre
el transporte neto de un protén.

De la estructura de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) del mondémero de la
subunidad c a diferentes valores de pH, se
ha propuesto que el cambio en el estado de

protonacion del residuo D61 afecta la
conformacién de esta subunidad®’. Este
cambio conformacional, permitiria que el
residuo R210 regule la liberacién de los
protones hacia el otro lado de Ila
membrana (figura 7).

De  manera  semejante al
mecanismo de sitios alternantes del F,, el
mecanismo del paso de protones en el F,
es cooperativo: la modificacién quimica
de una sola subunidad ¢ detiene por
completo el transporte.

Usando la F|F, de Propionigenium
modestum (la cual transporta Na® en lugar
de H"), se ha mostrado que el oligémero
de subunidades ¢ rota en relacién al
oligémero de a.f, por lo que se asume
que el mecanismo global de la F\F, ATP
sintasa debe ser el de un motor rotatorio **.

Subunidades supernumerarias.

La mayoria de las subunidades
supernumerarias no tienen una funcién
conocida, algunas de ellas, como las
subunidades d, y F6, forman parte del
estator de la enzima junto con las
subunidades b y OSCP'. En bacterias, el
estator estd compuesto por el dimero de
subunidades b y la subunidad 8°*; pero en
eucariontes, donde no se forma un dimero
de subunidad b por cada FF, estas
subunidades supernumerarias completen-
tan a la b. Por ejemplo, en S. cerevisiae, se
ha observado que a nivel de F,, las
subunidades e, g e i en conjunto con la
subunidkad b, dan origen a Ia
oligomerizacién de la ATP sintasa .

Globalmente, las subunidades
supernumerarias complementan al estator
de la ATP sintasa, permitiendo la
oligomerizacién del complejo asi como
posiblemente su estabilizacién durante la
catdlisis® (figura IC).
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Se ha propuesto que la IP y la
OSCP interactian mediante el carboxilo
de la IP y una regién indeterminada de la
OSCP*. Ambas subunidades, de manera
independicnte, confieren termoestabilidad
al complejo F, (figura IB).

Estructuras cristalogrificas.

En 1994 se describi6 la primera
estructura atémica de un subsegmento de
la F|F,, el complejo formado por las
subunidades a.f.;y de mitocondria de
corazén bovino *’. En esta estructura se
observaron a alta resoluciéon las
diferencias entre los sitios cataliticos
predichos por el mecanismo de sitios
alternantes™ (figura 5 y figura 8). En
buena medida, la primera estructura
confirmé el mecanismo, pues cada uno de
sus tres sitios cataliticos tiene una
conformacién diferente y un nucleétido
diferente unido:

El sitio catalitico $p, que contiene
AMP-PNP (andlogo del ATP), el sitio fip,
ticne ADP, y el sitio B, que esta vacjo.
(figura 8A). Los sitios llamados T, L y O
corresponden 2 Bop , B ¥ P
respectivamente®. El sitio SO se ha
identificado en wna estructura del F, con
ADP-fluoroaluminato (un andlogo del
estado de transicion del sustrato ATP),
donde el sitio B estd en una conformacién
semicerrada® (figura 5 estado SO).

La estructura del segmento F, tiene
a las subunidades @ y B alternadas,
formando un hexamero en torno a la
subunidad y. Es en las interfases entre a y
f donde se forman los seis sitios de unién
a nucledtidos, tres cataliticos y tres no-
cataliticos. La subunidad y tiene contactos
simultdneamente con las tres subunidades
a y las tres subunidades f§, pero por su
asimetria intrinseca, todos los contactos

son diferentes entre si. En la base de la
subunidad y se encuentran las subunidades
8 y €. Estas se encuentran a mds de 20 A
de distancia de las subunidades a y B y
también se localizan de manera asimétrica
(figura 8B). En la estructura resuclta para
el complejo F¢,, de S. cerevisiae se
observa que al menos la subunidad & se
encuentra cerca de las subunidades ¢ y en
consecuencia,deayb .

Se han determinado dos estructuras
tridimensionales de la IP de mitocondrias
de corazdn de bovino en su forma soluble:

Una estructura del extremo
carboxilo de la IP (del residuo 48-84)
resuelta por RMN?. En la determinacién
de RMN se observd que ¢l extremo
carboxilo de la IP forma una hélice
enrollada izquierda antiparalela, que sigue
las reglas de las heptadas . La
secuencia de este extremo carboxilo
contiene las cinco histidinas de la IP
silvestre, sin embargo, no mostré
sensibilidad a los cambios en el pH .

La otra, de una [P mutante (donde
se sustituy$ la histidina 49 por una lisina
%), fue resuelta por rayos X. En ésta
estructura la IP soluble se observa como
una hélice alfa elongada de cerca de 100 A
de longitud (figura 3A), la unidad
asimétrica contiencn un tetrdmero formado
por un dimero de dimeros * (figura 3B).
El dimero estd constituido por la
intecraccién de los extremos carboxilo
similar a la observada en la estructura de
RMN?, El dimero de dimeros se forma
por una interaccién asimétrica de un par
de los extremos amino terminales. En esta
forma de tetramerizaciéon, dos de los
extremos amino inhibitorios quedan
libres™.

La estructura resuelta por rayos X
del complejo F,-IP reconstituido exhibe
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dos ocupancias *’, en una de ellas, fueron
resueltos los residuos 2-40 de la IP; en la
otra ocupancia se resolvieron los residuos
2-47. En ambos casos los extremos amino
terminales de la IP estin en la interfase
afpp, proximos a la regi6n DELSEED.
En esta iltima ocupancia, los residuos 40-
47 estdn completamente fuera de la

interfase afpp. En ninguna de las dos
ocupancias se resolvi6 el extremo
carboxilo, pero la relacién espacial entre
las dos ocupancias apunta hacia la
formacién de un dimero como se habia
mencionado antes®*%¢.

100A

Figura 8. Estructura cristalogrifica del segmento F,'®, en representacién de listones.

Se muestran diferentes planos del segmento Fy, en A se muestran las subunidades atp (azul claro) y Brp
(verde), en B las subunidades app, B (morado), y (gris), & (anaranjado) y £ (rosa), en C las subunidades og
(rojo) y Boe (azul oscuro). En D se muestran todos los planos juntos, A al fondo, B en medio y C al frente.
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Repercusjiones de la estructura en el
estudio del mecanismo catalitico de la
FF, ATP sintasa in silico.

La disponibilidad de las estructuras
custalogrificas y de RMN del complejo F,
y varias forrmas de la subunidad ¢ ha
permitido probar los modelos propuestos
para la catdlisis in silico. Se ha tomado a Ja
subunidad f independiente del complejo
F, y, mediante dindmica molecular 748 se
ha mostrado que la presencia de
nucleétido (ATP 6 ADP) es suficiente para
que el sitio O se transforme en el sitio T.
Con la parametrizacién de la 4reas
accesibles al solvente determinadas a
partir de la estructura de Ia subunidad B,
se determind Ja energia involucrada en Ja
interaccién nucledtido-subunidad B; este
célculo coincidié con los datos obtenidos
por calorimetria de titulacién®.

Con el complejo F, se ha tratado de
simular la catdlisis quimica utilizando
mecdnica cudntica y mecédnica molecular
970 también se han simulado los cambios
conformacionales en @ derivados de la
rotacion de y omediante dindmica
molecular -dirigida y dindmica molecular
sesgada ”'. También se ha tratado de
cuantificar la flexibiidad intrinseca de
todas las subunidades en el complejo F,
utilizando andlisis de modos normales ™ y
para definir el sitio cristalogrifico que
corresponde al sitio T del mecanismo de

sitios alternantes™. Los resuitados apoyan
un mecanismo como el que se describe en
la figura 5, donde el sitio 4 corresponde
al sitio. T, y en el que la rotacién de y en
90° precede la ruptura del enlace
fosfodiester del ATP”.

La disponibilidad de estructuras de
alta resolucién ha abierto nuevas puertas al
estudio de la B,F, ATP sintasa, sus
subunidades y su comportamiento a nivel
atdmico.

Mecapismio de regulacibn de la
actividad de la ATP sintasa por la IP.

La IP se una al segmento F, (6 con
el complejo F,F), en vuna estequiometrfa
de ona IP por cada F, ™™, y esta
interaccion evita la actividad catalitica. En
Ja enzima de bovino, se requieren varios
ciclos catalfticos multisitio para que esta
unién sea productiva®*”, esto se ilustra en
la figura 9, donde el estado |1 es idéntico al
estado 1 en el esquema trisitio de Ja figura
5. El estado de la F, al que se une la IF,
estd representado en el estado 2 (figura 9),
que es un estado transitorio y se convierte
al estado 3 rdpidamente, al unirse la IP, el
ATP recién unido queda atrapado, pero el
sitio SO puede transformarse en O y
liberar el ADP + Pi. El estado 3 es
equivalente a la estructura cristalogrifica
de] B,-IP reconstiuido”, si bien este
esquema se basa en la catdlisis trisitio,
pero puede ajustarse a la catdlisis bisitio.
La IP inhibe la catdlisis multisitio, pero su
efecto sobre la catdlisis unisitio es ain
debatido”®,
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Figura 9. Esquema de la feteraccién de la IP con el complejo Fy en el contexto del Mccanismo de
Sitios Alternantes.
El esquema 3 representa el estado de los sitios cataliticos en 1a estruchira cristalogrifica del complejo F,-
IP. En el esquema 2 se muestra otro posible estado, donde 1a uni6o de ATP en el sitio L ocasioné una
rotacién de Ja subunidad y de 80°. También se ha propuesto un esquema donde 12 IP se une al sitio O7.

Mecdnicamente, la IP previene los
cambios  conformacionales de Ja
subunidades af, también interacciona con
las svbunidad y y e, posiblemente
previniendo el giro del rotor™*™. Es
posible que este mecanismo de regulacién,
1.e. la prevencién de la rotacién en la
enzima, sea semejante al que ocurre en la
regulacién mediada por oxidorreduccién
de tioles en las ATP sintasas de
cloroplasto®*®*, ~ y  los  cambios
conformaciones de la subunidad ¢ de las
ATP sintasa de eubacterias™ ™,

La proteina iphibidora de B. raurus
en su forma madura estd formada por 84
residuos, los 40 residuos que forman el
extremo amino estin  involucrados
directamente con la inhibicién del
complejo F,””. Los 44 residuos restantes
del extremo carboxilo forman una regién
regulatoria o de anclaje ****. Entre las
secuencias de [P conocidas el extremo
amino se encuentra conservado. A pesar
de esto, la IP de B. tawrus es un buen
inhibidor de 1a F, de S. cerevisiae, pero no
inhibe ala B, de E. coli ®.

La inhibicién de la hidrSlisis de
ATP por la IP es dependiente del pH: en

condiciones #4cidas la IP es un inhibidor
eficiente, pero en condiciones alcalinas, la
IP pierde su capacidad de inhibir; esto se
cumple para las proteipas inhibidoras de
varias especies”’?. En el caso de la IP de
B. taurus el residuo responsable de esta
sensibilidad al pH es la histidina 49 ya que
cualquier mutacidn sobre este residuo
alteran la dependencia al pH de la
inhibicién®,

Mediante centrifugacién al equilibrio y
entrecruzamiento, se ha observado que la
IP en su forma soluble también cambia su
estado oligomérico en funcién del pH, a
pH 4cido, la IP es dimérica; pero a pH
alcalino, se tetrameriza®. Se ha propuesto
que esta tetramerizacién es directamente
responsable de Ja inactivacién de la IP a
valores de pH alcalinos; en contraposicion,
en particulas submitocondriales (PSM) la
proteina inhibidora parece no liberarse al
medio durante la activacién™*. Esto ha
sugerido la existencia de un sitio de
anclaje no-inhibitorio™.

El que la proteina inhibidora se
capaz de dimerizarse tiene una
consecuencia importante: dado que se
dimeriza por su exttemo carboxilo, el
extremo amino (la region inhibitoria)
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queda libre para unirse al segmento F,,
consecuentemente ocurre la dimerizacion
de los segmentos F, que tienen unida a su
IP. Esto se ha verificado en el complejo
F,-IP reconstituido”. El complejo F,-IP
enddgeno es aquel que ha sido purificado
a partir de las mitocondrias con su IP
unida. Por e} contrario, el complejo F,-IP
reconstituido es aquel que se obtiene al
mezclar purificaciones independientes de
F, y de IP. Este dltimo se obticne en
condiciones donde se mezclan cinco I[P
por cadza F,, muy por encima de la
estequiometria de una IP por vna P, que se
ha determinado en las mitocondrias. El
complejo F,-IP endbgeno se activa con Ja
remocion de la IP (inducida in vitro por
pH alcalino, alta concentracién de sal y
40° C), y alcanza valores de hidrélisis de
ATP idénticos a los esperados en un
complejo F, puro®. E! complejo F,-IP
reconstituido muy diferente al endégeno
en términos de su activacién™®, esto es, se
npecesitan  condiciones mds  agresivas
mantenidas por tiempos largos para activar
al complejo. Debido a estos factores, se

cree que el complejo enddgeno representa
al complejo F\E, in vivo.

Existen dos propuestas principales
que asignan la regién inbibitoria minima a
diferentes segmentos de la [P:

En la primera, la regién inhibitona
minima consiste de los residuos 14- 47.
Esta regi6on cowmesponde a la que se
encuentra en Jla interfase af,, en la
estructura cristalogrifica del complejo F,-
[P reconstituido .

En la segunda, la region inhibitoria
minima estarfa localizada en el segmento
42-58. En el contexto de la estructura
cristalogrifica, este segmento se eacuentra
fuera de la interfase aff, sin ningdn
contacto con el F,. La inhibicién por este
segmento es aditiva con la de la IP
silvestre, indicando un sitio de interaccién
diferente *.

Es indudable que para entender
todos los aspectos estructurales y
funcionales que caracterizan a la ATP
sintasa, adp hace falta conocer Ia
estructura e Interacciones de  las
subunidades de F,, y de las subunidades
supernurnerarias, con el segmento F,.
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Planteamiento general del
problema.

La [P es un regulador enddgeno de
Ja actividad de sintesis e hidrélisis de ATP
en el complejo F/F, de mitocondrias de
Bos taurus, es sensible a cambios de pH y
al potencial electroquimico.
Ante la posibilidad de una regulacién
basada en cambios en ¢l estado
oligomérico de la R,, se decidié estudiar
los efectos de 1a IP sobre este complejo.

En el presente trabajo se busco
caracterizar la interaccién de la IP con el
complejo F, tomando como paradigma el
complejo F,-IP enddgeno, el cual
representa upa forma de la enzima mds
cercana a su forma in vivo que el complejo
E,-IP reconstituido.

Hipdtesis:

Existe abundante literatura sobre la
inhibicidn de la hidrélisis de ATP por la IP
y un mecanismo para la regulaciéu del
estado oligomérico de la IP, pero se carece
de un esquema que integre el mecanismo
de inhibicién, Jlas interacciones no-
inhibitorias de Ja IP y la regulacién por pH
de la inhibicién. Con el conocimiento de
los efectos funcionales y estructurales de
la interaccién de la IP con el complejo F,
debe ser posible plantear un esquema
general de la regulacion de la actividad de
hidrélisis de ATP del segmento F, por la
IP.

Por ello, planteamos los siguientes
objetivos particulares:

Objetivos:

l.- Obtener un complejo F,-IP
endGgeno de alta pureza, evitando en lo
posible la contaminacién de Ja
preparacién con complejo F,.

2.~ Caracterizar los efectos de la
interaccién de la IP sobre Jos diferentes
niveles de estructura del complejo F,-IP
aisJado.

3-  Caracterizar los efectos
funcionales de la interaccion entre el F,
y laIP.

4- Con las  estructuras
tridimensionales del complejo F,, 1a]P y
de] F,-IP reconstituido, y los datos
obtenidos de dinamicas moleculares,
propoper un modelo que integre las
observaciones in vitro ¢ in silico.
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Resultados.

La seccion de resultados se dividid en dos partes: una corresponde a los
experimentos realizados para cumplir con los objetivos 1, 2 y 3 . La otra es el analisis
tedrico de las estructuras cristalograficas del complejo F,, F,-IP reconstituido e IP
cristalografico y de RMN, para cumplir con el objetivo 4.
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Resultados 1.
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Purificacidén del complejo F,-IP.

El complejo F,-IP endégeno
obtenido por cromatografia de afinidad’®
(ver Métodos: Preparacion de F,-IP) mivo
una actividad basal de hidrélisis de ATP
de 5-10 pmolas min' mg', y cuando se
incubd en condiciones de activacidn (ver
Métodos: Activacién de F,-IP) alcanzé
una actividad de 80-90 pmolas min” mg’.
Este complejo fue sometido a una
cromatografia por exclusién molecular
(CEM) en HPLC utilizando una columna
SEC 4000, el perfil cromatogrdfico mostrd
dos componentes diferentes: el primero, de
menor tiempo de elucién (mayor peso
molecular aparente) contribuye
mayoritariamente al perfil cromatogrifico
(figura 10, linea discontinua). El segundo
es un hombro distinguible del primer
componente. De la calibracién de la
columna se obtuvieron los siguientes
pesos moleculares aparentes:

670 000 y 380 000 Daltones (inserto de la
figura 10) para el primer y segundo
componentes, respectivamente.

El perfil cromatogrifico del complejo F,
solamente reveld6 un componente de
aproximadamente 370 000 Daltones
(figura 10, linea sélida), la cromatografia
de una mezcla de F,-IP endégeno y de F,
(figura 10, linea punteada) mostré que el
hombro del complejo enddgeno es
indistinguible del complejo F,. Sin
embargo, la actividad de hidr6lisis de ATP
basal de! complejo F\-IP endégeno fue
baja y activable (ver més adelante).

Normalted AU [2R0 nm}

— T
’ Vv, (mL) .

Figura 10. Cromatografia de exclusién
molecular del complejo F,-IP endégeno.

Perfil cromatogrifico el complejo F, (pea
continua), del complejo F-IP endégeno
(linea discontinua) y de 1a mezcla del F-IP +
F, (linea punteada) se compard contra varios
esténdares de peso molecular (ver Métodos:
Calibracién de Ja CEM). En el regrafico de
calibracién (inserto) se indican la fraccién
monomérica (1) y la fraccién dimérica (2).
En este experimento se utilizaron 100 pg de
F,y F-IP.En lamezcla F\-IP + F, s¢
utilizaron 100 pg de F\-IP y 10 pug de F,.

A partir de esta separacidn por
exclusion  molecular, se intentd
fraccionar ambos componentes, para ello
se seleccionaron las fracciones sefialadas
en la figura 11A. Al recromatografiar la
fracci6on dimérica (figura 11B) y la
fraccién monomérica (figura 11C) de
manera independiente, se observé que 12
fracci6én dimérica exhibia adn cierto
contenido de mon6mero, también la
fracciop monomérica mostré un

remanente de dimero; esto sugirié una
interconversion entre ambas formas
oligoméricas.
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Figura 11. Repurificacién de las formas dimérica y monomérica del complejo Fi-1P endégeno.

De la CEM en FPLC (con la columna Superdex 200 HR) del complejo F;-IP end6geno obtenido por
cromatografia de afinidad, se eligiecon fracciones de alto peso molecular (dimero, lineas rojas) y de bajo
peso molecular (monémero, lineas verdes). Las fracciones dimérica y monomérica se concentraron y se
recromatografiaron (B y C, respectivamente).

La posibilidad de interconversién
se explor6 utilizando la CEM a diferentes
concentraciones de proteina (figura 12). A
3.5 mg/mi se obtuvo un perfil muy
semejante al de la figura 11A, a 1 mg/ml
se observé un incremento en el tamafio del
hombro que corresponde a la fraccidén
mopomérica, y a 0.16 mg/ml todo el 1
complejo F,-IP se encontt6 en la forma A v e SRR
monomérica (Tabla 2). vomh

Figara 12. Cromatografia de Exclusién
Molecular en HPLC del complejo Fi-IP a
diferentes concentraciones de protefna.

Se muestran los cromatogramas del complejo
F,-IP a 14 mg/ml (linea continua), 10 mg/ml
(linea discontinna) y a 0.32 mg/ml (1inea
puntuada). El amortigeador nsado es el
medio para FPLC (ver Métodos: Preparacién
de F,-IP).

Normakzed AU (280 nm)




Tabla 2. Deconvolucién de los cromatogramas a

diferentes concentraciones de proteina.

Proteina Midiximoe Distribucién
total de (porcentaje)
(mg) elucién D M
(mL)
350 6.9 69+10 2110
100 7.0 5710 23+10
16 7.5 1x10 90+ 10

Las dreas bajo la curva de los cromatogramas de
la figura 12 se usaron para estimar |la cantidad
de dimero y mondmero en las muestras. Los
célculos se realizaron como se indica en
Métodos.

A pesar de esta interconversién, las
fracciones dimérica y monomérica se
obtuvieron en formas enriquecidas de cada
una, a la fraccién enriquecida con la forma
dimérica se le denominé dimero (D); a la
fraccién enriquecida con la forma
monomeérica se le llamé monémero (M).

La electroforesis desnaturalizante
del dimero y del mondémero (figura 13)
mostré  los  mismos  componentes:
afyde, OSCP e IP. La actividad basal de
la fraccién D fue de 7-13 pmolas min’
mg’ y la de la fraccién M fue de 10-15
umolas min "' mg'. Esto sugirié que
ambas fracciones tenian su IP enddgena
unida a la F,. La velocidad de activacién
de ambas fracciones, al ser incubadas en
100 mM de KCl, pH 8.0 a 40° C (ver
Meétodos: Activacién de F1-IP), es muy
similar (figura 14), y al término de 1 hora
de incubacién ambas preparaciones

alcanzaron 100 pmolas min® mg’,
actividad tipica del complejo F,.

Actividad {umotas min” ma"')
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Figura 13. Electroforesis desnaturalizapnte
de los complejos F;-IP dimérico (A) y
monomérico (B).

Las fracciones dimérica y monomérica
obtenidas como en la figura 12, se corrieron
en un gel de von Jagow al 16%. Se indican
las subunidades de ambas fracciones basadas
en los pesos moleculares aparentes.

° 10 20 0 © 50 60
Tiempo {minulas)

Figura 14. Activacién de los complejos F-

IP  dimérico
monomérico
complejo F-IP.
La activacién se realizé como se indica en
los Métodos a pH 8.0, a una concentracién de
proteina de | mg/ml. Las barras de error
corresponden al error estdndar de 5
experimentos diferentes.

(circulos
(circulos
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Se prepararon fracciones de
Dimero (D) y de Mon6émero (M) para
obtener imdgenes en el microscopio
electrénico. La fraccibn monomérica
observada a dos diferentes aumentos
(figura 15A y 15C, respectivamente)
mostrd las esferas caracteristicas de la F,,
la mayoria separadas entre si, con la

fraccién dimérica se observd una parte
de la poblacién como dos esferas muy
proximas (figura 15B y 15D). Cabe
resaltar que ambas fracciones fueron
diluidas 1000 veces (aproximadamente a
I ug/ml), explicando la baja proporcién
de dimeros observados en la fraccién D.

Figure 15. Microscopia electrénica de los complejos F,-IP dimérico y monomérico.
En A y B se muestran los monémeros y dimeros, respectivamente, a un aumento de 120 000x. Las flechas
indican los dfmeros que se observan en ambas preparaciones. En Cy D se muestran los mismos campos
que en A y B, pero con un aumento de 200 000x.

Las barras corresponden a 100 nmen A y B, y a 50 nm en C y D. Las muestras fueron preparadas como se
describi6 antes® pero las rejillas del microscopio electrénico se lavaron con el medio para HPLC (ver
Métodos) antes de la Llincién con tungstato de metilamina al 4%.

Caracteristicas espectroscépicas de los
complejos F-IP diméricos (D) vy
monoméricos (M).

Se decidié estudiar las fracciones
enriquecidas de dimero y monémero por

medio de dicroismo circular (CD) con el
fin de identificar cambios en las
estructuras secundarias de los complejos
cuyo origen pudiera atribuirsele a la IP.
Como punto de referencia, se determiné
el espectro de CD del segmento F,. Se
obtuvo el espectro de CD desde 260 nm
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hasta 185 nm (UV lejano, figura 16). Los
espectros de CD del complejo F, y del
mondmero fueron précticamente
indistinguibles. El espectro del dimero fue
ligeramente mas intenso en la regién de
las hélices alfa (alrededor de los 220 nm).
La deconvolucion de los espectros,
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260

no
revelé ninguna diferencia significativa,
esto es, las diferencias observadas en los
contenidos de estructura secundaria de
los diferentes complejos estin dentro del
error experimental.

Figura 16. Espectros de dicrofsmo circular de los complejos F;-IP dimérico (cuadros), monomérico

(triAngulos) y del complejo F; (rombos).

Los espectros fueron realizados a 20 °C, a pH 6.5 (ver Métodos). Para el célculo de la elipticidad molar sc
utilizaron los pesos moleculares indicados en Métodos: Dicroismo Circular en el UV lejano. Cada
espectro es ¢l promedio de tres espectros de la misma muestra.

Los espectros de fluorescencia
intrinseca de los complejos mostraron
algunas diferencias. Bl espectro de
emisién al excitar a 280 nm, mostr$ que la
intensidad de emisién de la forma
dimérica del F,-IP es mayor que la de la
forma monomérica, la cual a su vez, es
mayor que )a del segmento F, (figura
17A). El espectro de emisidn al excitar a
295 nm mostté un comportamiento
difereate (figura 17B), el espectro de
emisién del complejo F, es igual al del
mondmero, sin embargo la forma dimérica
del F,-IP muestra el doble de intensidad de

emisién. En el complejo F, hay 98
tirosinas y un triptofano, OSCP
contribuye con 5 tirosinas y la IP solo
tiene una tirosina y ningdn triptofano,
dado que la contribucién de la IP 2 la
emisién a 280 nm debe ser nula, las
diferencias se deben a cambios en el
ambiente global de las tirosinas. Por el
contrario, el efecto sobre la emisién del
Unico triptofano del complejo F; puede
deberse a cambios muy localizados en el
ambiente de ese residuo, estos cambios
solo ocurrieron en la forma dimérica del
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Figura 17. Espectros de fluorescencia intrinseca de los complejos F,-IP dimérico (triingulos
invertidos) , monomérico (cuadros) y del complejo F, (circulos).

En A se muestran los espectros de emisién obtenidos al excitar a 280 nin. Eo B se muestran los espectros
de emisi6n al excitar a 295 am. Los espectros fueroo realizados a 20 °C. pH 6.5 (ver Métodos), y son el

promedio de tres de la misma muestra.

Interconversibn entre dimeros vy
monémeros de F;-IP enddégenos.

Se estudi6 la estabilidad de los
complejos D y M a 4 °C en funcién del
tiempo, bajo estas condiciones la
liberacién de la IP fue casi nula. Para el
dimero, una incubaciébn de 2 horas,
convirtié 13 % del D en M (Tabla 3,
experimento A), al agregar 100 mM KCl
al medio de imcubacién los cambios
ocurrieron més rdpido, en la incubacién de
1 minuto, 18 % de D se transformé en M.
Al cabo de 2 horas, sélo qued6 un 19 % de

D (Tabla 3, experimento B). De magera
similar, la incubacién del mondémero en
presencia de KC] durante 1 minuto
provoco la disminucién det D en up 23
% (Tabla 2, experimento C), al cabo de
2 horas se observé s6lo un 10 % de D.

La actividad basal de hidrdlisis de los
complejos F,-IP dimérico y monomérico
fueron de 2 pmolas min™' mg”, y al cabo
de las 2 horas de incubacién a 4° C
alcanzaron 1641 pmolas min' mg’ y
1742 pmolas min’' mg”,
respectivamente. Eso  sugiere que
durante esta interconversion, la mayor
parte de los complejos permanecen con
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su IP unida, a pesar de la monomerizacién

del D.

Tabla 3. Estabilidad de los complejos F;-IP dimérico y monomérico.

Experimento.  Preparacion

inicial.

Dimero 0

1 min
1 hora
2 horas

Dimero 0

1 min
1 hora
2 horas

Mondmero
C 0

1 min
1 hora
2 horas

Tiempo.

Porcentajede  Porcentaje de

Dimero. monémero.
602 40+3
5442 46+3
4944 5143
4743 53x2.7
602 403
41%1.5 58+2
20+2.1 7942
19+1.7 80+1
334 6713
9.7+0.7 90+1
18+1.7 91x1.6
10+1.2 89+1.7

Las incubaciones se reslizaran en amortiguador de fasfatos 50 mM, pH 6.5, 8 4 °C. A los tiempos
indicados se tomo una alicuota y se inyecté al HPLC. Los experimentos B y C tienen ademas 100 mM de
KCl. Los porcentajes de dimero y monémero fueron calculados a partir del érea bajo la curva de los
cromatogramas como se indica en Métodos. Se muestra el promedio de dos experimentos.

Dado que la dimerizacién es una
reaccién bimolecular, se estudié el efecto
de la concentracién de proteina en la
proporcién Dimero/Monémero (D/M) de
las fracciones del complejo F,-IP. La
fraccién dimérica fue incubada a una
concentracién de 10 mg/ml y a una de 1
mg/ml (figura 18A), y se sigui6 mediante
CEM. Se observé que a 1 mg/ml, la
fraccién dimérica pasé de una proporcién
de 1.6 D/M a 0.5 al cabo de cuatro horas
de incubacién mientras que a 10 mg/ml,

pasé de 2.0 D/M a 1.5 en el mismo
intervalo. En la fraccion monomérica,
incubada a una concentracién de |
mg/ml, la proporcién pasé de 0.48 a
cerca de 0.2 en seis horas; a 10 mg/ml la
proporcién inicial de 0.66 se increment6
a 0.8 durante la dos y cuatro horas de
incubacién, y decrecié 0.65 a las seis
horas de incubacién (figura 18B). La
concentracién de proteina tuvo el efecto
esperado en una reaccién bimolecular,
estabilizando la forma dimérica a mayor
concentracion.
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Figura 18. Regrifico de las proporciones Dimero/Monémero como funcién de la concentracion de

profefma.

Las muestras a 10 mg/ml (circulos abierto) y a 1 mg/ml (cfrcalos cerrados) fueron incubadas a2 pH 6.5, 25
°C, como se indica en Métodos. A) La fraccién dimérica a 10 mg/ml cambia més leotaments su
proporcién D/M que la dimérica a | mg/ml. B) La fraccién monomérica exhibe un incremento transitoto

de D.

Liberaci6én de 1a IP de los complejos Fy-
IP dimérico y mondémerico endégenos.

El complejo F,-IP endégeno
obtenido de la purificacién por CA se
incub6 en condiciones de activacién pH
8.0, 100 mM KCl y 40 °C). La figura 19
muestra la activacién de las fracciones
dimérica y monomérica del complejo F;-
IP a diferentes valores de pH, ambas
especies  respondieron de  manera
semejante, a pH 6.5, ambas formas se
activaron lentamente (figura 19, cuadros),
y a pH 7.0, ambas formas se activaron mis
rdpidamente que a pH 6.5 (figura 19,
tridngulos invertidos), y se diferenciaron
ligeramente entre si; a pH 8.0 se observd
la  activacién mds rdpida, también
indistinguible entre dimero y monémero.

3

-

Activided {umolas mia™ mg'!)
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Figura 19. Activacién de las fracciones
dimérica (simbolos cerrados) y
monomérica (simbolos  abiertos) del
complejo F-IP en funcién del pH.
La activacién se llevé acabo a pH 6.5
(cuadros), pH 7.0 (trifngulos invertidos) y
pH 8.0 (circulos), en amortiguador Tris/Bis-
Tris (ver Métodos: Activacién de F,-IP), con
1 mg/ml de protefna. La barras representan el
error estdndar de 5 experimentos.

Bstas activaciones también fueron
seguidas por CEM, de manera que los
cambios en el estado oligomérico de los
complejos F,-IP fueron cormrelacionados
con los cambios en actividad, ya que de
esta informacién podrfa deducirse si
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ambas especies, dimero y monémero, son
capaces de liberar a la IP. Los perfiles
cromatograficos de la fraccion dimérica
(figura 20A) y la fraccién monomérica
(figura 20B) se obtuvicron como funcién
del tiempo (a 0, 10 y 60 minutos). En los
perfiles  cromatogrdficos la  forma
monomeérica del F-IP y la F, son
indistinguibles. El contenido de F, en el
cromatograma se estimé a partir de las
activaciones a pH 8.0 (figura 19) de la
siguiente manera:

Se asume que tanto el complejo F,-IP
dimérico como el monomérico puros
ticnen una actividad basal de cero,
cualquier actividad diferente de cero es
debida a la contaminacion por F, en el
pico correspondiente al monémero®.
Ademids, la mdxima actividad que se
alcanza con la activacién de los complejos
F,-IP es de 100 umolas min™' mg”’, este es
el 100% de actividad cuando todos los
complejos F-IP han liberado a su proteina
inhibidora.

En el tiempo cero, la fraccién
dimérica estaba formada por 60% de
dimero y 40% de monémero (figura 20A),
con una actividad basal de hidrélisis de
ATP de 632 pmolas min” mg’ (Bgura 19),
esta actividad basal podria corresponder a
un 6% de contaminacién por F,. A Jos 10
minutos de activacion, se observé 33% de
dimero y 66 % de monémero, con una
actividad de hidrolisis de 40+1 pmolas
mio' mg’, en este punto sélo se ha

alcanzado un 40% de la actividad
méixima (40 pmolas min' mg?), y sélo
queda el 33% de dimero. Si e] 60% de
actividad restante dependiera de la
activacién del dimero de F|-1P, este ser{a
insuficiente para alcanzar el 100%. Al
cabo de 60 miputos, todo el dimero ha
desaparecido y se alcanzé la actividad
de 100 pmolas min "' mg.

El mismo experimento se realizé
con la fraccién monomérica (figura
20B), en el tempo cero, el monémero
estaba compuesto por 33% de dimero y
66% de monémero, con upa actividad
basal de hidrolisis de ATP de
7+1 pmolas min”' mg”’ (figura 19). A los
10 minutos, los dimeros fueron ¢l 19% y
los mondmeros el 81%, la actividad de
hidrélisis de ATP fue de 3632 wmolas
min' mg". Esto es, falta mds del 60% de
activacién cuando sOlo queda 19% de
dimero, si la activacién dependiera de la
transformacion del dimero de F,-IP este
seria insuficiente para alcanzar el 100%
de la actividad. A los 60 minutos, habia
un 100% de monémero y se alcanzd la
activacién maxima. Es importante notar
que al inicio de la activacién de la
fraccibn monomérica, se observé un
66% de mondémero con una actividad
baja de hidrélisis. Este dato, junto con la
conversion de dimeros en mondémeros
que ocurre a 4 °C, podria indicar que el
monémero de F-IP se acumuld durante
ja activacién.
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Figura 20. Perfiles cromatogrificos de las fracciones dimérica y monomérica del complejo F,-IP

endégeno durante la activacién a pH 8.0.

Se muestran los perfiles cromatogréfico de la activacién (a | mg/ml de proteina) de la fraccién dimérica
(A) y monom¢érica (B), respectivamente, a diferentes tiempos: al ticmpo cero (Linea sélida), a los 10
minutos (linea discontinua) y a fos 60 minutos (linea punteada). Bo el lado izquierdo de la gréfica se
indica el porcentaje de dimero y monémero obtenido por la deconvolucién del perfil cromatogréfico.

Para determinar el efecto de la
interconversién Dfmero/Monémero sobre
la activacidn, se realizé la incubacién para
activar los complejos FI1-IP a alta
concentracién de proteina, cuando se
activaron Jlas fracciopes dimérica vy
monomérica 2 10 mg/ml, 12 velocidad de
activacién decrecié a la mitad (figura 21).
La activacién del dimero a 1 mg/ml
durante 10 minutos presentd una actividad
de 40 pmolas min"' mg”’, en cambio, a 10
mg/ml durante 10 minutos alcanzé una
actividad de 16 umolas min™" mg". Con la
fraccién monomérica ocurrid 1o mismo,
indicando que cuando se favorece la forma
dimérica se hace mdés lenta la activacidn.

1 T T
100} 4
@
£ ool i
€
€
o 60 -1
(-3
° ]
€ ol ]
E —o— D1mg/mi |
> —@— D10 mg/mi
5 2 ~O— M1mg/ml
~O— M 10 mg/ml
% T2 w = e
Time (minutes)

Figura 21. Activacién de las fracciones
dimérica (simbolos cerrados) y
abiertos) del

monomérica (simbolos
complejo F,-IP endégeno.
Los d{meros y mondmeros se activaron a 10
mg/rl (rombos) 6 a 1 mg/ml (circulos) a pH
8.0 y 40 °C. En los tiempos indicados, se

tomé una alicuota para determinar actividad.
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Reinterpretacién Estructural de las

Interacciones de la IP con el complejo
F,.

En la seccidn de Resultados I se
mostré que la fluorescencia intrinseca del
unico triptofano del complejo F,
increment6 su intensidad en el dimero de
F,-IP respecto al complejo F, (figura 17 y
22). Disponiendo de la estructura
crnistalogrdfica del complejo F,-IP
reconstituido, se buscd una explicacidn
estructural para la observacién anterior. El
unico triptofano del complejo F, se
localiza en la base de la estructura, en la
subunidad € (figura 22). Debido a su
movilidad, la subunidad & sélo se ha
resuelto en dos diferentes estructuras de la
F,, una de ellas estd inhibida con DCCD
(F,-DCCD, PDB ID 1E79); un
alineamiento estructural de la F,-DCCD
con el complejo F,-1P reconstituido (figura
22) mostrd que la [P estd a una distancia
de aproximadamente 12 A de la subunidad
€. El mismo alineamiento también mostré
que la interaccién de la IP con la
subunidad y distorsioné a la hélice amino
terminal de esta iltima. Esta hélice estd a
su vez en contacto con la subunidad & y su
triptofano.

Del mismo alineamiento estructural se
pudieron determinar otros efectos de la [P
en la interfase afp donde interactia:

1.- Los residuos 2 al 8 del extremo amino
terminal de la IP interactian con la
subunidad y, esta interaccidn distorsiona a
la subunidad y, empujando la hélice del
extremo amino terminal hacia la interfase
aBp (figura 22).

100A

Figura 22. Alineamiento estructural de las
subunidades y del complejo F, y del
complejo F-IP reconstituido.

Se muestan las subunidades y del complejo
F, (ep amarillo, PDB ID 1E79) y la
subunjdad y del complejo F{-IP (rojo, PDB
ID 10HH). La proteina inhibidora (verde,
PDB ID 10HH) interachia con el extremo
carboxilo terminal de la subunidad vy,
introduciendo una distorsién que se transmite
hasta el triptofano (superficie punteada en
verde) de la subunidad & (rosa, PDB ID
tE79) que esta en {a interfase con las
subunidad & (azul, PDB ID 1E79).

2.- Los residuos 16 al 27 de la IP
parecen desplazar los residuos 401 al
410 de la subunidad o de su lugar,
partir de este movimiento, la distorsién
se propaga a todo el extremo carboxilo
de dicha subunidad a(figura 23).
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Figura 23. Alineamiento estructural de las
subunidades opp del complejo ¥, y del
complejo Fy-IP reconstitufdo.

Se muestran la subunidad app del complejo F,
en ausencia de la [P (amarilla, PDB ID 1E79) y
la subunidad 0.5 en complejo con la IP (rojay
verde, respectivamente. PDB ID 10HH). Se
aprecia la distorsién del extremo carboxilo
tertninal de la subunidad app en presencia de la
IP.

3.- Un cambio semejante se observa en la
subunidad B. Resalta un cambio de
orientacién de un residuo del sitio
catalitico que, en presencia de la IP, deja
de hacer un puente de Hidrégeno con el
nucledtido. Es en la interaccién con esta
subunidad donde se oculta la mayor
cantidad de superficie (figura 24), en
incluye los residuos 6-37 de la IP.

- ]

Figura 24, Alineamiento estroctural de las
subonidades Bpp del complejo K, y del
complejo F;-IP reconstituido.

Se muestran la subunidad fp del complejo
F, en ansencia de la IP (amarilla, PDB ID
1E79) y la subunidad p, en complejo con ta
[P (rosa y azul, respectivamente. PDB ID
10HH).

A grandes rasgos, la interaccién de la IP
parece abrir la interfase afp, como una
cufia y esta distorsién afecta al menos un
residuo catalitico

Residuos de aminodcidos conservados
de la IP entre diferentes especies.

En la figura 25 se muestra un
alineamiento entre las IP de varias
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especies, €n la parte superior se indican las
interacciones del segmento inhibitorio de
la IP con las otras subunidades de Ja
interfase afy,e (cursivas) en la estructura
del complejo F,-IP recopstitnido. De los
residuos indicados, s6lo la serina 4 de la
[P varia de especie a especie, el resto ésta
altamente conservado entre mamiferos y
levaduras. En Ja figura 25 también se
indican las posiciones de la heptada en el
extremo carboxilo. Una gran diferencia
entre mamiferos y levaduras es que estas
Gltimas tienen una IP mdés corta. Algunas
posiciones de Ja heptada no estin
conservadas, de manera que Hegan a
sustituir H por S, Q 6 incluso M que de
acuerdo a.las reglas de las petadas, estas
susttuciones son desestabilizantes ',

E! motivo KKHHEne de la IP (en
maytsculas se indican los residuos
1dénticos y en miatsculas los que exhiben
variaciones) se encuentra muy conservado
en los mamiferos (figura 25). La segunda
histidina de este motivo (el residuo 49 de
la TP de B. taurus) es responsable de la
sensibilidad al pH de la inhibicién®™*. En
el estructura cristalografica del complejo
E,-IP, este motivo se encuentra fuera de la
interfase con las subunidades afypp’ .

Propiedades Dindmicas de 1a Estructura
Cristalogréfica de la IP.

Con Ja disponibilidad de 1la
estructura cristalogrifica de la IP (mutante
H49K*) se decidi6 explorar la existencia
de dominios dindmicos en la proteina
Para este fin, se empled el programa de
computo conocido como DynDom'®'*,
De manera general, este programa
compara dos estructhras y determina si
hay un cambio significativo entre ellas
(ver Métodos: Determinacién de Dominios
Dindmicos utilizando el programa

DynDom), en caso de encontrarlo,
determina Jos residuos involucrados y
reporta varios valores asociados a las
diferencias entre ambas estructuras. En
la tabla 4 se muestran los datos
obtenidos de este andlisis al comparar
los cuatro monémeros de la [P derivados
de la estructura cristalogrifica®™, en
cinco de las seis comparaciones
posibles, s¢ determiné la existencia de
dos dominios unidos por upa bisagra
efectiva (definida por los Ca de la
proteina que estdn a menos de 3A del eje
definido por el movimiento de los
dominios). Los residuos consenso que
forman la bisagra estin en el segmento
45-52. Solo en el caso de 1la
comparacién entre las cadenas C y D
(C/D) el RMSD que identifica los
dominios dindmicos no disminuyé
respecto a un alineamiento global por
ello, este resultado particular se
considero como un control interno.
Tomando en.cuenta que la regién de la
IP definida por este algoritmo incluye al
residuo 49, s¢ consideré relevante
confirmar de manera independiente los
resultados anteriores.

Para ello se utilizd e} Anélisis de Modos
Normales'® (NMA), este andlisis busca
Jos movimientos de baja frecuencia
(milisegundos) que  exhiben las
proteinas. Con cualquiera de los 4
mondmeros de la [P se reprodujo el
comportamiento observado para las
estructuras determinadas
cristalograficamente. En la comparacién
de los resultados, sélo un modo normal
de la subunidad A de la IP se analizé
con el programa DynDom (tabla 4), los
valores obtenidos con esta aproximacion
son muy semejantes a los obtenidos para
las comparaciones internas de la
estructura cristalogrdafica (ej. la del par
de monémeros A/D).
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Como una tercera aproximacién, se
decidié generar un fragmento in silico de
la IP, con los residuos 36-62. Este
fragmento fue sometido a una Dindmica
Molecular (MD) con hidratacidn explicita
durante 3 ns a 300 K, al final de esta
simulacién, las trayectorias resultantes
fueron analizadas por los algoritmos de
Dindmicas Esenciales (ED). Este iiltimo
algoritmo extrajo las conformaciones
extremas que ocurrieron durante la
simulacion, finalmente, estas
conformaciones extremas se analizaron

con el programa DynDom vy los
resultados se muestra en la tabla 4.

Los resultados estin de acuerdo tanto
con los pardmetros obtenidos para el
andlisis de la estructura cristalografica
asi como los derivados del NMA, a
pesar de que la MD fue realizada con un
segmento pequenio de la [P, En el caso
de las IP de mamiferos, la regién de la
bisagra, que corresponde a la secuencia
KKHHNEN de B. raurus, estd muy
conservada (figura 25).

Tabla 4. Identificacién de Dominios Dindmicos de la IP utilizando el programa DynDom.

Par A/B A/IC A/D
comparado

Nimero de 2 2 2
dominios.

Tamafio de 29 27 21
dominio 26 28 31
(residuos)

RMSD dela 0.31 0.41 1.08
cadena 0.12 0.43 0.53
principal (A)

Intervalode 22-50 22-48 25-45
residuosen  51-77 49-76 46-76
cada

dominio:

Angulode 112 201 257

rotacién

(degrees)

Translacion 0.3 -0.2 0.5
A)

Cierre (%) 207 703 905
45-47

Residuos de  48-52 48-49

la bisagra

BC BD CD* A A*

2 2 - 2 2

26 21 - 29 9

29 31 - 32 13
0.38 1.07 - 0.56 0.12
046 0.6 - 0.7 0.13
22-47 25-45 - 21-49 38-50
48-76 46-76 50-81 51-59
21.8 290 - 29.7 11.6
0.3 0.9 - 047 0.21
100 9895 - 96.3  59.2
4748 45-46 - 46-51 49-51

* Comparacion de subunidades de la estructura cristalogréfica de la IP que na exhibe dominios dinamicos.
* Andlisis de OynDom de dos conformaciones del primer modo normal de la cadena A de la IP.
‘Andlisis de DynDom de las dos conformaciones extremas obtenidas por Dindmica Esencial del segmento

38-62 de la IP.
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Figura 25, Alineamiento de secuencias de IP de nueve diferentes organismos,

Los residuos de Ja IP de 8. taurus que interachian con la subunidad & (a, rojo), P (b, azul) y ¥ (g, verde) se indican. Los residuos de las posiciones a y d de la héptada se

indican en gris. Con asteriscos se sefala la region KKHHENE de la bisagra.
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Diferencias entre las estructuras de la
IP determinadas por difraccion de
rayos X y por RMN.

Dos diferencias béasicas entre la
estructura cristalogrdfica y la de RMN
deben tenerse en cuenta:

i) La estrucura cristalogréfica
tiene la mutacion H49K?. En ésta
estructura solo se resolvié uno de los dos
B&1 (figura 26).

ii) La estructura de RMN? ticoe Ja
HA49 silvestre pero carece de los primeros
47 residuos del extremo amino terminal.
En esta estructura se observaron los dos
residuos E81 (figura 26).

El andlisis de la seccidén anterior no se
pudo realizar ficilmente con la estructura
de RMN de la IP, sin embargo, se realizé

una comparacion entre ambas estructuras
considerando  Ynicamente su  region
dimerizante. Con este fin se utilizé el
programa SOCKET'®, el cual determina la
distribucidn de las posiciones a y d de las
heptadas con base en la estructura.
Mientras Ja estructura cristalografica ticne
tres y media heptadas desde el residuo 49
hasta el 81 (figura 26), la estructura de
RMN perdié cuatro de las interacciones
del residuo L63 (figura 26), esta estructura
también perdié6 dos interacciones del
residuo 167, quedando Gnicamente con dos
heptadas.

Esto podria sugerir un impacto de la
posicién 49 en la estabilidad de la
interfase de la IP, es decir que tanto la
carga como el tamafio del residuo que
ocupe esta posicién serd muy -importante
en la estabilidad del dimero de IP.
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B

49 63 67

HHENEISHHAKEIERLQKEIERHKQSIKKLKQSED
register defgabcdefgabcdefgabcdefgabedefga
knobtype -----4--4---4------2--4---4--4---—-

HHENEISHHAKEIERLQKEIERHKQSIKKLKQSED
register defgabcdefgabcdefgabecdefgabecdefga
knobtype ~----4--4---4--———-D-—~4---f=f-—-—-

Figura 26. Anilisis de las héptadas de las estructuras de RMN (PDB ID 1HF9) y cristalogrifica
(PDB ID 1GMJ) de 1a IP.

En A) y C) se muestran las secuencias de las estructuras 1GMJ* y 1HF9%, respectivamente. En la parte
superior s¢ indican algunos residuos importantes. Con letras miniisculas se indican las posiciones de las
heptadas, los nimeros indican la cantidad de interacciones (por residuo) con la cadena polipeptidica
opuesta.

45



Discusi6n

46



Interconversion dimero-mondémero y
activacién del complejo F;-IP endégeno.

Existen al menos dos formas del
complejo F,-IP endégeno de B. taurus:
una dimérica y otra monomérica. Los
resultados experimentales (ver Resultados
[) muestran que ambas formas son
interconvertibles 'y funcionales; esto
contrasta con las propiedades del complejo
F,-IP reconstituido, el cual es solamente
dimérico y de diffcil activacién "',

Las incubaciones para activar los
complejos FI-IP en funcion de la
concentracién de proteina (figura 21)
indican que al incrementar la proporcién
de dimero de FI-IP disminuye Ila
velocidad de la activacion; la estabilidad
del dimero a 4° C en presencia de sal
(Tabla 3) indican que la transformacién
del dimero en el monémero de F,-IP no es
directamente responsable de la activacion,
esto es, no se libera la IP al monomerizar
al F,-IP dimérico. En el esquema 1 se
presentan tres posibilidades de 1la
interconversién del dimero y el monémero
asi como de la activacién.

(1)

|_. (IP)2+ 2 F1
(2)

D —P F1{IP), + Fi—P (IP), +F1

1

3
2MLP2IP+2F1

Esquema 1. Posibles vias de intercomversion
dimero-monémero y su activacién.

Solo el paso de dimero a mondémero (y
viceversa) es reversible. D representa al dimero
de F\-IP end6geno, M al monémero, F, al
complejo F, activo, F,-(IP)2 es una F, con un
dimero de IP unido, IP es la proteina inhibidora
endégena en forma monomérica y (IP), es la
forma dimérica.

En todos las vias, el dimero y el
monémero de F,-IP est4n en equilibrio.
Si el dimero fuera la forma oligomérica
capaz de activarse, dando origen a dos
F, activas, la activacién seguiria la via
(1). En esta via, al aumentar 1la
concentracién de proteina, se deberia
incrementar la velocidad de activacién
porque la formacion de mondémero
coincidiria directamente con la aparicién
de la actividad. Esto es opuesto a lo que
se observa en la figura 20 (Activacién a
varias concentraciones de proteina).

. Ademds, en esta via no podria existir un

monémero de F,-IP (i.e. una F, inhibida

. por una IP). Esto no es ocurre asi pues la

incubacién a 4° C de los dimeros de F,-

. IP produce monémeros de F,-IP (Tabla

3).

En la via (2) el dimero se .
activarfia dando-origen a una F, activa y
a una F, con un dimero de IP unida. En
este esquema la velocidad de activacién
aumentaria al incrementar la
cencentracion  (experimentalmente se
observa lo contrario, figura 20) de
proteina pero la aparicién del monémero
seria dos veces mds rdpida que la de la
actividad. Esto quiere decir que al
agotarse la forma dimérica del F,-IP
solamente se deberia alcanzar el 50% de
la actividad méixima. El 50% restante
estaria en forma de F, con un dimero de
IP unido.

El via (3), coincide con las
observaciones de la acumulacién del
monémero de F,-IP durante Ila
incubacién para la activacién (figura
20), la incubaci6n a 4 °C en presencia de
sal (Tabla 3) y la disminucién de la
velocidad de activaciéon a altas

concentraciones de proteina (figura 20).




El F,-IP en ]a forma monomérica es la que
es capaz de activarse, liberando un F, y
una IP.

Los complejos F-IP diméricos y
monoméricos obtenidos en este trabajo
son originales debido a que contienen
tanto a la subunidad OSCP como a la IP'”
(figura 13) mientras que los complejos F,-
IP reconstituidos parecen carecer de
OSCP”.

Reinterpretacion de la Estructura de la
IP a Nivel Atémico.

A partir de la estructura del
complejo F,-IP reconstituido se pueden
hacer las siguientes observaciones que son
compatibles con los resultados
experimentales obtenidos en este trabajo:

1.- El cambio de la intensidad de
fluorescencia del dnico triptofano que se
observa en el dimero de F,-IP puede
explicarse con la estructura del complejo
reconstituido. Esto sugiere que ambos
complejos diméricos son muy semejantes
estructuralmente, excepto que el dimero
endégeno sabemos contiene OSCP,
mientras que el reconstiuido parece
carecer de dicha subunidad”.

2.- La interfase afyp,, donde
interactia la IP con el complejo F, es
diferente de la misma interfase en su
ausencia. Esto puede significar dos cosas:
La primera es que la conformacion donde
se une la IP es transitoria y la segunda es

que se requiera de un cambio
conformacional significativo para
formarse. Ambas opciones con

compatibles con el requerimiento de los
varios ciclos de hidrélisis de ATP para que
se lleve acabo la inhibicién.

3.- La regi6n minima inhibitoria
formada por los residuos 14-47% es
consistente con la estructura de la [P**%
y del complejo F1-IP reconstituido”. En
ésta dltima, la bisagra formada por los
residuos KKHHNEN esta en una regién
importante, fuera de la interfase con la
F, y de la regién dimerizante de la IP.

Las bisagras son un elemento
comun en las enzimas y su funcién es la
de mediar grandes cambios
conformacionales’''*'**. La bisagra que
describimos para la IP es novedosa; ya
que mediarfa cambios conformacionales

. de gran amplitud (debido al tamafio y la

forma de la IP) en funcién del pH. La
histidina 49 de la IP es un residuo Gnico,
ya que cambia de neutro a cargado en
valores de pH cercanos a 7.0%%. Nuestros
resultados  tedricos  enfatizan la
importancia de este residuo como sensor
del pH para la [P de mamiferos. Esta
distincién es relevante, dado que la IP de
S. cerevisiae es incapaz de dimerizar y .
podria indicar una divergencia evolutiva
mas profunda de los mecanismos de
oligomerizaciéon y regulacién. Esta
bisagra es también un nuevo dominio

- funcional de la IP, y sugerimos que para

ser un buen regulador fisiolégico
requicre de sus tres regiones: la
inhibitoria del extremo amino terminal,
la dimerizante (6 de anclaje) del extremo
carboxilo terminal y la bisagra,
mediando la respuesta al cambio en el
pH.

Papel de la dimerizacion mediada por
IP en la regulacién del complejo FF,.

Nuestros resultados muestran
que en la forma soluble del F-IP
endégeno la oligomerizacién parece no
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tener un impacto importante sobre la
activacion, ya que ambas formas
oligoméricas se activan pricticamente a la
misma velocidad. Esto es debido a que la
interconversion entre dimero y monémero
ocurre mds rapido que la activacién, sin
embargo, la concentracién de proteina en
la membrana interna mitocondrial es
elevada y su difusién limitada al plano de
la misma membrana. En esa situacién, el
dimero de F-IP podria la forma
predominante y dado que la IP es sensible
a los dos componentes de la fuerza
protonmotriz, en la mitocondria podria
mediar la activacion del complejo asi
como su estado oligomérico en funcién del
estado energético del organelo.

La literatura reciente de la interaccién de
la IP con el segmento F, ha sefalado la
interaccion del extremo amino terminal de
la IP con la interfase aBppy’’”°, asi como
la interaccion de su extremo carboxilo
terminal con la subunidad OSCP**'"°. Es a
la luz de la estructura atémica de la F,-IP
reconstituida, de los datos antes
mencionados y de nuestra descripcion de
la bisagra de la IP, que la activacién sin
liberacién de la IP se puede explicar
(esquema 2):

La proteina inhibidora puede
dimerizar al complejo F, cuando su
extremo carboxilo terminal esta libre, esta
interaccién es sensible a cambios en la
fuerza idnica (i.e. la concentracion de sal),
apuntando a su naturaleza electrostdtica.
La interacciéon homodimérica de la IP
compite con la interaccién IP-OSCP. La
interaccién IP-OSCP monomeriza el
complejo F,-IP, estableciendo el equilibrio
dimero-monémero. Una vez formado el
mondémero, la bisagra monitorea los
cambios de pH mediante la H49. A pH
alcalino, la bisagra remueve a la IP del

sitio inhibitorio sin disociarla de la
OSCP. En esta forma de la enzima,
capaz de hidrolizar ATP, la IP esta unida
al complejo mediante su extremo
carboxilo terminal y su regién
inhibitoria esta libre sin interactuar con
el segmento F,.

A

Dimeros de Fil

9 B f
ﬂ ﬂ Monomaeros de F:l
c
B B
ADP + PI ADP + Pl
i |
ATP ATP

Esquema 2. Esquema de las posibles
interacciones del complejo F,-IP
endégeno.

En (A) se muestran dos F, unidas por dos IP.
En (B) se muestra el monémero de F,-IP
enddgeno donde el extremo carboxilo
terminal de la IP estd interactuando con
OSCP. La bisagra de la IP con la histidina 49
en su forma neutra se indica en azul. Dimero
y monémero de F,-IP estdn en un equilibrio.
A pH alcalino(C) las histidinas se protonan
(bisagra en rojo) y la IP deja su sitio
inhibitorio sin disociarse del complejo F;-
OSCP.




Conclusiones.

El complejo FE,-IP endégeno in
vitro existe en su forma soluble en un
equilibrio entre dos formas que dependen
de la IP, a saber, un dimero y un
monémero de F-IP. Ambas formas se
encuentran en un  equilibrio de
interconversion mds rdpido que la
activacién, el que involucra es
desplazamiento de la regidn inhibitoria de
la IP.

En esta forma soluble de Ila
enzima, el efecto de la oligomerizacion en
la activacion es discreto, esto podria ser
diferente en la.enzima asociada a la
membrana; sin embargo, la
oligomerizacién introdujo un nuevo paso
de regulacién ya que el dimero debe
monomerizarse para poderse activar.

La IP presenta una bisagra que
contiene el residuo 49, sensor del pH, y
divide su estructura en -dos dominios

dindmicos: el extremo amino inhibitorio y.

el extremo carboxilo dimerizante o de
anclaje. Esta bisagra permite explicar dos
aspectcs de la interaccion de la IP con el
complejo F,: primero permite explicar los
fenémenos la regulacion de la proteina
inhibidora sin invocar la existencia de una
forma tetramérica soluble de la IP¥, y
segundo, la liberacién la IP que permite la
hidrdlisis de ATP sin que ésta proteina se
disocie del complejo F/F,.

- cristalogrédfica del

Perspectivas.

El complejo F,-IP endégeno se obtiene
con su OSCP asociada, si el esquema 2
es correcto, la ausencia de OSCP es la
razén por la que el complejo F-IP
reconstituido es incapaz de
monomerizarse |y activarse. Para
demostrar esto es necesario estudiar si la
adicion de la OSCP al complejo F;-IP
reconstituido lo hace idéntico al
endogeno, es decir, activable y
formando dimeros y monémeros.

Por otra parte, determinar la estructura
complejo. F,-IP-
endégeno en ambas formas oligoméricas
confirmaria el esquema 2 y aportaria la
estructura de OSCP y su interaccién con
la IP.

Genéticamente hablando, la ATP
sintasa de mitocondria de B. taurus es
un sistema .ain inaccesible. Por ello, es
dificil mostrar que la IP es importante en
la dimerizacion del complejo en la
mitocondria. Se requieren nuevas
metodologias que hagan accesibles al
estudio las formas oligoméricas que
ocurren durante los diferentes estados
energéticos de la mitocondria.
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Obtencion de mitocondrias de corazon
bovino.

En el cuarto frio (a 4° C) se limpid el

corazon de tejido conectivo, grasa y
coagulos de sangre; se corté el musculo en
tiras. Se moli6 la carne. Generalmente se
obtuvo entre 400 a 600 g de carne de un
corazon de tamaifio regular.
Se adicionaron 4 litros de amortiguador A
por cada kg de carne molida y se ajusto el
pH a 7.4 con Tris saturado. Este paso se
realizd burbujeando nitrégeno a las
muestras. Se licué6 a méxima velocidad
durante 90 segundos y se ajustd
nuevamente el pH a 7.4 con Tris saturado.
Se coloco el licuado en botellas de
centrifuga de 500 ml de capacidad y se
centrifugd a 1100 x g durante 10 minutos 2
4 °C. El sobrenadante rojo se decant6 a
través de una malla de gasa triple colocada
en un vaso de 5 litros. El precipitado se
desecho. El filtrado se centrifugd a 16000
X g durante 10 minutos a 4 °C. El
precipitado obtenido son las mitocondrias,
las cuales se resuspendieron en 500 ml del
amortiguador B por cada kg de carne
molida. Se recentrifug6é la suspension a
600 x g a 4 °C. Se descartd el precipitado
blanco rojizo que confiene miosina. El
sobrenadante se recentrifugé a 16000 x g
por 15 minutos a 4 °C. Se descartd el
sobrenadante.

En la pastilla se encuentran las
mitocondrias. Es recomendable
resuspenderlas  y  mantenerlas  muy
conceniradas (50 a 70 mg/ml). Antes de
almacenarlas a -70° C, se determind
proteina por método de Biuret con
alicuotas de 20 wl y en presencia de
desoxicolato de sodio 0.33 % (w/v).

En estas condiciones las mitocondrias
permanecieron por lo menos 6 meses sin
perder sus propiedades.

Precauciones: El procedimiento
mecanico para obtener mitocondrias de
tejido debe ser tan suave como sea
posible para preservar la integridad de la
mitocondria y su grado de acoplamiento.

Amortiguador A:

Sacarosa 250 mM
Tris 5 mM
EDTA 15 mM
pH 7.4

Amortiguador B:

Sacarosa 250 mM
Tris - 5SmM
pH 7.4

Obtencién de particulas
submitocondriales de MgATP.

Las mitocondrias se resuspendieron
a 20 mg/ml en Medio I. El pH de la
suspension se ajusté a un intervalo de
6.9 a 7.1 con KOH saturado. Antes-de la
sonicacion, a las mitocondrias sc¢ les

- agrego el ATP al Medio I y se sonicaron

inmediatamente durante 45 segundos, en
lotes de 15 ml.

Después de la sonicacion, se centrifugd
la suspension a 22000 x g por 15
minutos a 4 °C. Se guardé el
sobrenadante (SN1), y los paquetes se
resuspendieron en la mitad del volumen
original en Medio I. El proceso se repitid
para obtener el SN2.

Se juntaron los SN1 y el SN2 y se
cenfrifugaron a 200000 x g por 45
minutos a 4 °C.

El  paquete obtenido de esta
centrifugacion se lavoé con un volumen
equivalente de sacarosa 250 mM. Se
centrifugd a 200000 x g por 45 minutos
a4°C.

53




El paquete se resuspendié a 10 mg/ml en
Medio Il y se centrifug6 a 200000 x g por
30 minutos, tras lo cual se guardd el
paquete de particulas submitocondriales
MgATP (MgATP SMP) a —75°C.

Medio I

Sacarosa 250 mM
ATP 6 mM
Acetato de Mg 6 mM
Medio IT

Sacarosa 250 mM
MES-Tris 10 mM
KCl 100 mM
pH 6.8

Preparacion de F,-IP.

El paquete de SMP-MgATP se
resuspendié a 10 mg/ml en 25 ml de
sacarosa 250 mM y se sonicé por 30
minutos manteniendo la temperatura en un
intervalo de 10-15 °C. Al sonicado se le
afiadi6 MES-Tris pH 6.8 a wuna
concentracion final de 10 mM y ADP a
concentracion final de 200 uM. Se
centrifugd a 200000 x g por 30 minutos a
4 °C. Se guardo el sobrenadante (SN1). El
paquete se resuspendi® en 20 ml de
sacarosa 250 mM. Esta suspension se
sonicd 15 minutos manteniendo la
temperatura en un intervalo de 10-15 ° C.
Al sonicado se le afiadi6 MES-Tris pH 6.8
a una concentraciéon final de 10 mM vy
ADP a concentracion final de 200 uM y se
centrifugd a 200000 x g por 30 minutos a
4 ° C. Se guardo el sobrenadante (SN2). Se
juntaron los sobrenadantes SN1 y SN2 y
se centrifugaron 60 minutos a 200000 x g.
El sobrenadante (aproximadamente 30 ml)
se aplic6 a una columna de Sepharosa-
hexil amonio (columna de afinidad, CA)
equilibrada previamente con 40 ml de

Medio 111, se lavé con 100 ml de Medio
Iy se eluyd con Medio III mas 500
mM KCl. El eluato se recolectd en tubos
en hielo, aproximadamente 3 ml por
tubo. Posteriormente se determind
proteina de cada fraccién con el método
de Bradford. Se leyé a 595 nm, en
cubeta de plastico de 1 ml.

Se seleccionaron y juntaron las
fracciones que contenian proteina.

Se agitd la mezcla de las fracciones que
contenian proteina en un bafio a 4° C y
se les afiadi6 sulfato de amonio sélido
hasta una saturacion del 50%. Se dejé en
agitacion 30 minutos a 4° C. La
suspension se centrifugd por 30 minutos
a 34000 x g a 4 °C y el paquete
resultante se resuspendié en 200 pl de
Medio IIl. Esta {ltima resuspensién se
centrifugd en tubos eppendorf por cinco
minutos. El  sobrenadante puede
almacenarse a -70 °C o procesarse en el -
FPLC.

La columna de FPLC que se utilizé para
purificar fue la = Superdex 200
(Pharmacia), con un limite de exclusion
de 1x10°. La columna se equilibré con
dos volimenes (50 ml) del Medio para
FPLC a pH 6.5. El flujo de la elucién
fue de 0.5 mL/min. Se colectaron en
fracciones de 0.5 ml. Posteriormente se
concentrd por ultrafiltracion (millipore,
corte de exclusién de 10000 MWCO) a
aproximadamente 10 mg/ml '%.

Medio I

Sacarosa 250 mM
MES 10 mM
pH 6.8

ADP 200 uM
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Medio para FPLC

PMSF 0.001% (w/v)
NaH,PO, 50 mM

pH 6.5

Medio para HPLC

Tris-SO, 50 mM
Glicerol 10% (v/v)
Azida de sodio 0.02 mM
MgSO, 10 mM
EDTA 1 mM

PMSF 0.001 % (w/v)
pH 6.5

Los experimentos que utilizaron
CEM en FPLC sec realizaron con la
columna Superdex 200 (Pharmacia). Los
que utilizaron SEC en HPLC se realizaron
con la columna SEC 4000 (Spheromex) se
utilizé el medio para HPLC.

Calibracién de 1a Cromatografia de
Exclusién Molecular.

Para la obtencién de los pesos
moleculares aparentes mediante
cromatografia de exclusion molecular se
utilizaron los estandares de filtracion de
Bio-Rad, que contienen:

Tiroglobulina, de 670,000
v- globulina, de 158,000
ovalbumina, de 44,000
Mioglobina, de 17,000
Vitamina By, de 1,300

El regrafico de calibracion (figura 10
inserto) involucra el logaritmo (log) del
peso molecular v el Kg. Este 1ltimo

formula:

K, =WV, -V)I(V,-V,)

Donde Ve, Vo y V, son el volumen de
elucién de la proteina, el volumen vacio,
y el volumen total, respectivamente.

Purificaciéon de F;.

SMP-Tris para F;

Las mitocondrias se diluyeron a
30 mg/ml en Tris/HC1 10 mM, pH 7.4 y
Sacarosa 250 mM (aproximadamente
100 ml). Esta suspensién se sonicé en
lotes de 50 ml por 4 minutos a 30 °C. El
sonicado se centrifugd 20 minutos a
34000 x g. Se guardd el SNI. Se
resuspendié la pastila en 50 ml de
sacarosa 250 mM, Tris 10 mM pH 7.4.
Se sonicé 4 minutos- a 30 °C. El
sonicado se centrifugd 20 minutos a
34000 x g. El sobrenadante obtenido
(SN2) se juntdé con el SNI y se
cenfrifugaron a 200000 x g por 45
minutos. La pastilla se resuspendié en
80 ml de sacarosa 250 mM, Tris 10 mM
pH 7.4. Se sonic6 1 minuto en lotes de
20 ml. El sobrenadante se centrifugb a
200000 x g por 45 minutos.
La pastilla, que contiene las particulas
submitocondriales, se guardé a -70°C.

Preparaciéon de F;.

Las SMP-Tris se resuspendieron a 30
mg/ml en 25 ml de medio de ATP.

Se ajusté el pH a 9.2 con NH4-OH y se
incubé toda la noche a temperatura
ambiente, con agitaciéon. Se reajustd el
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pH a 92 con NH4-OH. Se sonico la
suspension 16 minutos a 30 °C. Se
centrifugd a 200000 x g por 45 minutos a
25 °C y se guardo el sobrenadante, SN1.
Se resuspendio la pastilla en 15 ml de
medio de ATP y se ajustd el pH a 9.2 con
NH4-OH. La suspensiéon se sonicoO 8
minutos a 30° C y después se centrifugo6 a
200000 x g por 45 minutos a 25 °C. Se
junto6 este sobrenadante con el SN1. Se les
ajusto el pH a 5.4 con acido acético ] Ny
se centrifugaron rapidamente a 34000 x g
por 1 minuto. Se reajust6 el pH a 8.0 con
Tris concentrado inmediatamente tras la
centrifugacion.

El sobrenadante obtenido se cargdé a una
columna de Sepharosa-hexil amonio (1.7 x
5 cm) preequilibrada con 40 ml de medio
de ATP. Se lavé con 100 ml de medio de
ATP, y se eluy6é con medio de ATP maés
KCl 1 M. Durante la elucion se colectaron
fracciones de 3 ml. Se determiné actividad
de ATPasa de cada fraccion y se reunieron
las fracciones con actividad. Estas
fracciones se precipitaron con un volumen
de sulfato de amonio saturado, pH 7.4. La
precipitacion se incubo -en hielo 45
minutos.

Tras esta incubacion, se centrifugo las
suspension a 34000 x g 20 minutos a 4 °C.
El precipitado se resuspendié 200 pl de
medio de ATP y se centrifugd 15 minutos
‘a 3000 r.p.m. en una centrifuga clinica. El
sobrenadante se precipitdé con ! volumen
igual de sulfato de amonio saturado.

Este precipitado se almacené en bafio de
hielo en el refrigerador. Para eliminar la
sal, una alicuota se centrifuga a 1400 x g
por 15 minutos. La pastilla se resuspende
en medio de ATP (entre 25 y 100 pl) y
carga en una columna de Penefsky
(aproximadamente 1 ml de Sephadex G-50
fine). Se centrifuga 1minuto a 3000 r.p.m.
El eluato se us6 para determinar la

concentracion de proteina y su actividad
de hidrolisis de ATP.

Medio de ATP:

Sacarosa 0.1 M
ATP 4 mM
EDTA 2 mM
pH 8.0

Activacion de Particulas
Submitocondriales con KCL

Las particulas submitocondriales
MgATP se resuspendiecron a una
concentracion de 1 mg/ml, en medio.
Sacarosa 250 mM, Tris-SO4 20 mM, pH
8.0 y 100 mM de KCI. Para evaluar la
actividad de ATPasa las particulas
submitocondriales se incubaron en un
bafio con agitacion a 40° C y se tomaron
a alicuotas a diferentes tiempos. ‘La
actividad de hidrolisis se-calculd a partir
del cambio de absorbencia del NADH a
340 nm.

Medio de ATPasa-SMP

Sacarosa 250 mM
Tris-Acetato 50 mM
pH74

Mg-Acetato 3 mM
K-Acetato 30 mM
ATP 3 mM
PEP 1.5 mM
NADH 100 uM
PK 3U
DHL 3U
Rotenona 1 pg/ml (Nota:

este es un inhibidor del Complejo I de la
cadena respiratoria. )
FCCP

es un ionéforo.)

3 uM (Nota: este
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Activacion de Fi-IP.

Una alicuota de enzima (dimero de
F-1P, monomero de Fi-1P 6 Fy) diluy6 a la
concentracion de proteina requerida en
Medio de Activacion.

Medio de Activacion:

ATP 10 mM
Tris-SOy4 50 mM
EDTA 2 mM
KCl 100 mM
H,O

pH 8.0

Medio de Actividad:

MgSO4 3 mM
Tris-SOy4 25 mM
KSO4 30 mM
pH 8.0

ATP 3mM
PEP 1.5 mM
NADH 100 uM -
PK 3U
LDH 30

El NADH se prepar6 fresco para cada
experimento ademas de que se agregd a la
cubeta justo antes de empezar el trazo.

Tras determinar el tiempo cero, €l medio
de activacion y la enzima se incubaron a
40 °C (con agitaciébn) y se tomaron
muestras a los tiempos requeridos. Cada
alicuota se diluy6 en el medio de actividad
y se leyé en el espectrofotometro a 340
nm. En caso de ser necesario, se diluyo
una alicuota de la enzima incubada en
Tris-SO; 50 mM antes de determinar
actividad.

Nota: Cuando se requirié cuantificar la
activacion en funcién del pH, se sustituyé

el Tris-SO, 50 mM por Bis-Tris 25 mM
y Tris-SO, 25 mM en el medio de
activacion. Cuando la activacion se
sigui6 con CEM, se utiliz6 el
amortiguador de Tris-SO, 50 mM, pH
8.0, durante la activacién. Durante la
cromatografia se utilizd el mismo
amortiguador que en la purificacién de
F,-IP (NaH,PO4 SO0 mM, pH 6.5 PMSF
0.001 %).

Determinacion de proteina por BCA.

Para la determinacion de la
concentracion de proteina por este
método se realizO una curva de
concentracion estindar, utilizando una
solucion de proteina de concentracion
conocida y calibrada por absorbencia a
280 nm. Se utilizO Albumina de Suero
Bovino (BSA) a una concentracion de 2
mg/ml. Se determiné la absorbencia de
este estindar para 5 concentraciones
diferentes de proteina (ej. S, 10, 15, 20,
25 ug/ml), de una regresion lineal se
interpol6 la concentracién de la muestra
problema. Se tom6 un volumen de la
muestra o el estindar y se llevo a 50 ul
con H,O. A este volumen se le agreg6 1
ml de una mezcla 1:50 de los reactivos
A y B, respectivamente, del kit"*"’,
Después de esta adicion se incub6 a 30
°C durante media hora, o a temperatura
ambiente por dos horas. Finalmente, la
absorbencia se cuantificé a 562 nm.

Electroforesis Desnaturalizante en Gel
de Poliacrilamida (SDS-PAGE).

Se utiliz6 la camara de
electroforesis Mini-PROTEAN 3 de
Bio-Rad. Se prepar6 el gel separador y
con ayuda de una pipeta Pasteur, se
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llenando 3/4 partes de ella. Con cuidado,
se agregéd una capa de etanol a la
superficie del gel para asegurar su
gelificado horizontal. Se recomienda dejar
gelificando toda la noche, a 4 °C.

Una vez gelificado el separador, se
removié el etanol y se coloco el peine con
los carriles deseados sobre la camara. El
gel concentrador se vertid en la cdmara
con una pipeta Pasteur hasta que se
alcanzoé el borde de la camara, procurando
no dejar burbujas. Una vez gelificado, se
retir6 el peine y se montd la camara de
corrida. La cdmara interna se llen6 de
amortiguador superior y la externa de
amortiguador inferior, procurando cubrir
el filamento de platino.

Las muestras se prepararon mezclando 1:1
la muestra de proteina (concentracién de
entre 5 pug a 25 ug) y la mezcla de carga.
Cada muestra se vertié en un carril con
ayuda de una jeringa Hamilton, enjuagada
previamente tres veces en la mezcla de
carga.

Mezcla Acrilamida-bis:

49.5% T, 3% C

Acrilamida 6.75M

-bis 97.2 mM
Amortiguador del gel:

Tris 3M

HCI 8.28 % (w/v)
SDS 0.3%

Amortiguador inferior, anodo:

Tris/HC1 1.98 M

pH 8.4

Tris I M
Tricina 100 mM
SDS 1 %
pH 8.25

Para proteinas de pesos moleculares
entre 90,000 y 15,000:

16.5 % 4% T
(separador) (concentrador)

Mezcla 2 ml 0.32 ml
Archilamida-Bis

Amortignador 2ml 0.992 ml
Glicerol (wiv0.9 ml -

80%)

Agua 1 ml 2.655 ml
PSA 50 ul 50 ul
TEMED Sul Sul

Para proteinas de pesos moleculares
entre 60,000 y 5,000:

20%T 4% T
(separador) (concentrador)

Mezcla 24ml - 032 ml
Archilamida- :
Bis

Amortignador 2 ml 0.992 ml
Glicerol  (w/v0.9 ml -

80%)

Agua 0.6 ml 2.655 ml
PSA 50 ul © 50ul
TEMED Sul Sul

Este protocolo se basa en el método de

von-Jagow %

Mezcla de carga (para gel

desnaturalizante):

H,O 3.0ml

0.5 M Tris-HCl pH 6.8 1.0 ml
Glicerol 1.6 ml
SDS 10% 1.6 ml
2-mercaptoetanol 0.4 ml

0.5 % Azul de bromofenol 0.4 ml
Urea 30% (w/v)

Esta mezcla de carga no debe hervirse.
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proteinas en SDS-PAGE.

Para tefiir las proteina en geles
desnaturalizantes se utiliz6 la siguiente
solucién:

Serva Blue G 0.2 % (wiv)
Acido Acético 10 % (v/v)
Etanol 50 % (vIv)

Una incubacion de una hora en esta
solucién es suficiente. Para destefiir se usé
la siguiente solucién:

Etanol

’ 40 % (v/v)
Acido Acético

10 % (v/v)

Dos incubaciones de 1 hora cada una
fueron suficientes para destefiir un gel.

Tincién por plata de proteinas en SDS-
PAGE.

Se incubd el gel en solucion fijadora por
10 minutos. Después se lavd dos veces con
agua destilada, cada lavado de 5 minutos.
Se pretrat6 con solucion de pretratamiento
por 1 minuto. Se enjuagd dos veces con
agua destilada. Se incubd por 15 minutos
en solucion de plata. Se enjuagb con agua
destilada y con  solucion  de
pretratamiento. Se bafi6 en solucion
reveladora y, cuando se alcanzé la tincion
requerida se detuvo reacciéon con 4cido
citrico 2.3 M.

Solucion fijadora:.
MeOH 40 %
Formaldehido 5%

Solucion de pretratamiento:
N328203. 5H20

0.02 %

Solucion de plata (1 litro):
AgNO; 0.1 %

Solucion reveladora (1 litro):

Na;COs 3%

Formalina 0.05 % (se agrega
fresca).

Na28203.5H20 0.0004 %

Determinacion de proteina con Biuret.

El reactivo de Biuret '° se prepard
disolviendo 1.5 g de CuSO4 - SH,0 mas
6 g de tartrato de sodio-potasio en 500
ml de H,O hervida por al menos 20
minutos. Se le afiadieron 300 ml de
NaOH al 10% preparado también con
H,0 hervida. Se afor6 a un litro.

La calibracion del estindar de albimina
(BSA) se realizé a 280 nm (UV, usando
cubetas de cuarzo) tomando 10 ul de la
solucion de albumina. Se utiliz6 el valor
de €=0.557 para 1g/l. Se ley6 primero el
blanco carente de proteina y luego la
albiimina, a la lectura de esta (ltima se
le rest6 la del blanco y se utilizd € para
conocer la concentracion de proteina.

Se agreg6 primero un volumen
de la muestra (entre 25 y 100 ul).

Se agregaron 0.2 ml de DOC 1%

Se afor6 a 0.8 ml con H,O

Se agregd Biuret 2.0 ml, al
mismo tiempo para todos los tubos.

Como estandar se utiliza BSA de 10
mg/ml, se lee a 540 nm después de 20 o
30 minutos.




en el UV lejano.

Los barridos de longitud de onda se
realizaron desde 185 nm a 260 nm en un
espectropolarimetro Jasco J-715, y cada
trazo representa tres colecciones de datos
consecutivas de la misma muestra.
Durante los espectros, la temperatura se
mantuvo a 20 °C. La muestra se diluy6 a 1
mg/ml en amortiguador de NaH,PO, 20
mM a pH 6.5Para los calculos de
elipticidad molar y Ae de los complejos
enzimaticos, se utilizaron los siguientes
parametros:

Subunidad a 510 aminoicidos (total de
1530 a).

Subunidad B 480 aminoacidos (total de
1440, por tres )

Subunidad y 273 aminoécidos.

Subunidad OSCP aminoacidos.

Subunidad & 146 aminoacidos.

Subunidad € 50 aminoacidos.

IP 84 aminoacidos.

Por lo tanto:
F;-IP monomérica 3523 aminodcidos.
F,-1P dimérica 7046 amino4cidos.

Férmulas:

[e]=9*100*Mr
c*]
[8]= ©*100* MRW
c*]
- O*100* Mr
Ql-—"
[ ] c*I*N,

Cuantificacién de la Fluorescencia
intrinseca.

Se usé6 el ISS Photon Counting
Spectrofluorometer con ldmpara
ajustada a 18 Amperes. La temperatura
fue mantenida a 20 °C con un baiio de
agua. La apertura para la excitacién
(bandwidth) fue de 0.5 nm y la de
emisién fue 1.0 nm. Cuando se excité a
280 nm, los espectros se tomaron €n un
intervalo de 290 a 400 nm; cuando se
excito a 295 nm, los espectros se
tomaron de 310 a 410 nm.

La muestra se diluyé a 1 mg/ml en
amortiguador de NaH,PO, 20 mM a pH
6.5.

Deconvolucién de fos cromatogramas.

La deconvolucion .de los datos
cromatogrificos se realizd con el
programa PeakFit (Jandel). En este
programa se utiliza la ecuacidn:

y =(a,/+[2ma,)exp(-1/2(x - q, /az))2

donde y es la absorbencia, a, es el 4rea
de la curva gausiana, g, el centro de la
curva gausiana, a, el ancho y x es el
volumen de elucién. Esta ecuacién
permitié el ajuste iterativo de curvas
gausianas. Para la estimacién de los
contenidos de dimero y monémero, se
asumié que el drea total del

cromatograma corresponde al 100% de
la muestra. El 4rea resultante de la
deconvolucién se utiliz6 para calcular el
porcentaje de cada fraccién.
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Determinacion de Dominios Dinamicos
utilizande el programa “DynDom”.

Para esté andlisis se uso el
programa DynDom v1.5 103,104 g1 codigo
fuente, programado en Fortran, se
distribuye en la pagina
http://www.cmp.uea.ac.uk/dyndom/dyndo
mMain.do sin costo pero bajo una licencia
restrictiva de distribucion e ingenieria
reversa. Se compilé en Mac OS X 103, y
se ejecutd en interfase de texto. También
se puede obtener como parte del suite
CCP4 ( Collaborative Computational
Project Number 4,
http://www.ccp4.ac.uk/main html).

Al programa se proporcionaron dos
archivos de estructura a comparar (los
PDBs con extension .pdb o .ent) asi como
un script donde se definié la ventana de
residuos, el minimo tamafio de dominio y
una proporciéon minima de desplazamiento
externo vs. interno. Los valores por
defecto de estos pardmetros son 5, 20y 1.0
respectivamente (ver Apéndice I, poner el
script). Estos valores también son
utilizados en la version en-linea del
programa, asi como su base de datos no-
redundante
(http://www.cmp.uea.ac.uk/dyndom/nrdb
Description.do). So6lo para el analisis del
péptido de la IP residuos 36-61 se utilizd
un tamafio minimo de dominio de 9.

Uso del servidor de Analisis de Modos
Normales (NMA) “elNémo”.

elNémo '

es una interfase en-
linea de un Modelo de Redes
Elasticas''. Este modelo es una
herramienta rapida y simple para la
determinacion de los modos normales de
baja frecuencia de las proteinas. Se puede

acceder en la direccion: http:/igs-

server.cnrs-mrs. fr/elnemo/index.html. El
servidor trabaja con una estructura base
(un PDB con extension .pdb o .ent, por
ejemplo). Por defecto, el servidor
calcula 5 modos normales de baja
frecuencia, con base en el intervalo de
perturbaciones de DQMIN = -100 a
DQMAX = 100, con un tamafio de paso
DQSTEP = 20. El programa calcula un
coeficiente de correlacion entre los
factores B observados y los predichos
por el NMA, este coeficiente debe ser
mayor a 0.6 para ser significativo.
También proporciona un archivo de
PDB por cada modo normal calculado.
Estos se visualizaron como animaciones
dentro de la misma pagina de resultados
6 mediante ¢l programa VMD'?,

Uso del servidor de determinaciéon de
Knobs-into-Holes “SOCKET”.

El programa SOCKET'%
(http://www lifesci.sussex.ac.uk/researc

h/woolfson/html/coiledcoils/socket/serv

er.html) determina el empaquetamiento
de las hélices enrolladas en base a la
estructura atomica. Al servidor se le
proporcioné una estructura base (un
PDB con extension .pdb o .ent). Por
defecto, el servidor asigné un corte de
empacamiento de 7.0 A, una extensién
de hélice de 0 residuos. El programa
calculd y entreg6 tres tipos de datos: un
texto que muestra la secuencia junto con
la correspondencia de las heptadas, un
script para Rasmol'® que despliega la
misma informacién y un archivo del
proceso.

El codigo C de este programa estd
disponible, pero en este trabajo se uso la
version en linea .
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Dinamicas Moleculares utilizando el
programa “GROMACS”.

El programa GROMACS'* es una

suite para realizar Dinamicas Moleculares
basadas en ecuaciones newtonianas. Se
distribuye bajo la licencia GNU GPL en la
pagina http://www.gromacs.org/. La hélice
correspondiente a los residuos 36-61 de la
IP fue solvatada en una caja rectangular de
6 x 4 x 3 nm, con 3130 moléculas de agua
(SPC, single point charge) y dos cloros
(Cl-) para neutralizar el sistema que consto
de un total de 9681 atomos. Se realiz6 una
minimizacién de energia de 100 pasos
previa a una dinamica de posiciones
restringidas de 20 picosegundos. Durante
la dindmica de posiciones restringidas, el
péptido 36-61 se mantuvo restringido
arménicamente a su posicion
cristalografica con una fuerza constante de
1000 kJ mol' nm™ Esto permite la
relajacion de las moléculas de agua. La
temperatura se mantuvo a 300 K mediante
un acoplamiento débil a un termostato de
Berendsen'* (con tiempo de acoplamiento
de 0.1 ps). La presion se mantuvo
constantemente a | bar mediante un
relajamiento  exponencial acoplado al
tiempo (tiempo de acoplamiento de 0.5
ps).
En la dindmica molecular libre, la
proteina, el agua y los cloros se acoplaron
al un termostato de Berendsen
independientemente, con las mismas
temperatura y presion que la dindmica de
posiciones restringidas. El campo de
fuerza utilizado fue el GROMOS96 43al.
El tiempo de integracion fue de 2 fs, tanto
el corte de distancias de interacciones
electrostaticas como de VAW fue de 1.0
nm. Las interacciones electrostaticas se
frataron mediante el método de Fast
Particle-Mesh Ewald (PME) en un espacio
de Fourier de 1.5 nm.

La dinamica molecular libre utilizé 108
horas en un doble procesador G5 de 2
Ghz con 2.5 Gbs de RAM.

Los andlisis de Dinamica Esencial (ED)
se realizaron con los ajustes por defecto
de GROMACS.
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APENDICE I: Script para el DynDom.

La siguiente es una muestra del script que usa el DynDom en su version 1.5 compilada
localmente. Las lineas que comienzan con un simbolo # son comentarios que pueden ir

dentro del script los cuales el programa ignora. El resto son pardmetros indispensables
para ¢l programa.

ESTE ES UN EJEMPLO DEL SCRIPT DE COMANDOS PARA EL ANALISIS
DEL CAMBIO CONFORMACIONAL DE LOS MONOMEROS DE LA IP

A PARTIR DE LA ESTRUCTURA CRISTALOGRAFICA CUYO CODIGO DE
PDB ES 1GMJ

DEFINICION DEL TITULO (REQUERIDO PARA NOMBRAR LOS ARCHIVOS DE SALIDA)

itle=IP-A/D

NOMBRE DE ARCHIVO DE LA PRIMERA CADENA POLIPEPTIDICA

S o3k = T 3 = e e ¥ 3 3k 3k

filenamel=1GMJ.pdb

#

# CODIGO DE LETRA PARA LA PIMERA CADENA, EN CASO DE QUE NO SE HAYA
#DEFINIDO DEJAR EN BLANCO

#

chainlid=a

#

# NOMBRE DE ARCHIVO DE LA SEGUNDA CADENA POLIPEPTIDICA, PUEDE SER EL
# MISMO QUE EL DE LA PRIMERA CADENA

#

filename2=1GMJ.pdb

#

# CODIGO DE LETRA PARA LA SEGUNDA CADENA

#

chain2id=B

#

# TAMANO DE VENTANA EN NUMERO DE RESIDUOS (POR DEFECTO 5 RESIDUOS)
#

window=5

#

# TAMANO DE DOMINIO MINIMO EN MUNERO DE RESIDUOS (POR DEFECTO 20
#RESIDUOS)

#

domain=20

#

# PROPORCION MINIMA ENTRE EL DESPLAZAMIENTO EXTERNO E INTERNO (POR
# DEFECTO 1.0)

#

ratio=1.0
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APENDICE II: ;ATP sintasa o ATP sintetasa?:

Las enzimas llamadas sintasas son aquellas que catalizan reacciones de condensacion en
las que no se requiere ninglin nicleosido trifosfatado como fuente de energia. Por el
contrario, las enzimas que requieren del ATP u otro nicleosido trifosfatado para llevar a
cabo la condensacidn se les llama sintetasas. Un ejemplo de este tipo de enzima es la
succinil-CoA sintetasa. A las sintetasas también se les conoce como ligasas'.
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