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RESUMEN

Se sabe que el gen cox2 de las algas cloroficeas Polytomella sp. y
Chlamydomonas reinhardtii se encuentra fragmentado en dos partes a las
cuales se les denomind cox2a y cox2b. Ademas se encontré una secuencia en
el extremo N-terminal de COX2A la cual probablemente funcione como
presecuencia mitocondrial para internalizar a la COX2A hacia la matriz,
también se encontro una extension atipica en su extremo C-terminal y otra
extension atipica en el extremo N-terminal de COX2B. Se propuso que las
extensiones en estas proteinas de las algas, estabilizan a ambas subunidades
formando un heterodimero, para integrarse al complejo enzimatico de la
citocromo c¢ oxidasa como una subunidad semejante a la subunidad COX2
tipica.

La subunidad COX2A forma la parte hidrofébica con dos cruces
transmembranales que se insertan en la membrana interna mitocondrial y
COX2B la parte soluble que contiene dos atomos de cobre de importancia para
recibir los electrones provenientes del citocromo c soluble de la cadena
respiratoria.

Posteriormente se observd que el gen cox2 fragmentado también se
encontraba en apicomplejos como Toxoplasma gondii (causante de la
toxoplasmosis) y Plasmodium falciparum (causante de la malaria), y que
también contaban con las extensiones identificadas en algas cloroficeas, lo
cual tiene consideraciones evolutivas y de interés en salud publica dado el
caracter de estos parasitos patdégenos.

Revisando las bases de datos como el NCBI se siguen encontrando mas
secuencias de genes cox2 fragmentados de otras algas de este mismo
género, asi como de otros apicomplejos y de dinoflagelados. Esto apoya la
propuesta de que estos genes fragmentados migraron del genoma ancestral de
un alga verde al genoma de un ancestro apicomplejo.

Actualmente hay evidencia bioquimica de la presencia heterodimerica de
COX2A y COX2B en algas y en T. gondii. Sin embargo, aun no se ha analizado
el papel que juegan dichas extensiones. En el presente trabajo abordamos el
aspecto funcional de las extensiones a partir de estudios realizados con
proteinas recombinantes de COX2A y COX2B de Toxoplasma gondii, lo cual
nos permite analizar si las extensiones son 0 no necesarias para la interaccion
entre dichas subunidades.



ABREVIATURAS

COX2
COX2A
COX2B
anti-COX2B
anti-GST
GST

NCBI

IPTG
EDTA
MOPS
BCIP
NBT
DMF
SDS
PMSF
TEMED
PBS

TBS
TTBS

subunidad dos de la citocromo c oxidasa

subunidad dos A de la citocromo ¢ oxidasa

subunidad dos B de la citocromo ¢ oxidasa

anticuerpo contra COX2B

anticuerpo contra GST

glutation s transferasa

del inglés National Center for Biotechnology Information
(centro nacional para informacién biotécnologica)
isopropil-tio-3-D-galactopirandsido

acido etileno diamino tetracético

acido 3-n-morfolino-propanosulfénico

sal de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato

cloruro nitro-azul de tetrazolio

dimetilformamida

dodecilsulfato sodico

fluoruro de fenil metil sulfonilo

tetrametil etilendiamino

del inglés Phosphate Buffered Saline (amortoguador de
fosfatos salino)

del inglés Tris Buffered Saline (amortoguador de Tris salino)
del inglés Tris Tween Buffered Saline (amortoguador de Tris
Tween salino)
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1. El parasito Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado que pertenece al
phylum de los apicomplejos. Este parasito produce abortos en mujeres
embarazadas y dafio en personas inmunosuprimidas (Black y Boothroyd,
2000). También afecta diversas especies animales. El gato juega un papel
importante en la transmision del parasito al humano. El parasito se transmite
por via transplacentaria y por consumo de carne y agua contaminada. Otras
especies representativas de los apicomplejos incluyen al parasito de la malaria
Plasmodium falciparum, Cryptosporidium parvum que afecta a individuos
inmunosuprimidos, Eimeria tenella provoca coccidiosis en aves de corral,
Babesia sp. causa la babesiosis y Theileria parva produce fiebre de la Costa
Este en ganado.

2. El Ciclo Biolégico de Toxoplasma gondii

Su ciclo se divide en dos partes; uno es el ciclo sexual exclusivo de los felinos
y otro asexual que se lleva acabo en diversas especies como bovinos, ovinos,
caprinos, aves y humanos. El ciclo asexual consiste de dos estados de
crecimiento dependiendo de la fase de infeccion, si es cronica o aguda. La
fase aguda de la toxoplasmosis se define por la presencia de taquizoitos, una
forma de rapido de crecimiento. La fase crénica se define por la presencia de
bradizoitos formando quistes en el tejido. Los quistes se encuentran
principalmente en sistema nervioso central y en tejido muscular. Al ingerir
quistes por alimentos contaminados estos se rompen y liberan bradizoitos en el
aparato digestivo, infectando el epitelio intestinal y diferenciandose al estado de
taquizoito completando asi el ciclo asexual (Black y Boothroyd, 2000). El ciclo
sexual de T. gondii ocurre solo en el epitelio intestinal de felinos, produciendo
esporozoitos dentro de oquistes en las heces. (Dzierszinski y col., 2004).

Hay tres estados infectivos de T. gondii : el de taquizoito (forma libre del
parasito) y el de bradizoito (quiste tisular) dentro de lo que es el ciclo asexual.
Y dentro del ciclo sexual el tercer estado infectivo, es el de esporozoito (en
ooquistes). Los taquizoitos tienen un tamafio de 2um x 6um. Una vez que el
parasito invade a la célula inicia la formacién de una vacuola parasitéfora que
lo protege de los mecanismos de defensa de la célula. Los taquizoitos se
multiplican asexualmente por divisidn binaria repetidas veces hasta que se
rompe la célula. Después de varias divisiones, los taquizoitos pasan al estado
de bradizoito en forma de quistes tisulares. Estos quistes en el tejido
permanecen dentro de la célula, su tamafo varia entre 5 a 70 um y contienen
varios cientos de bradizoitos. Los quistes se desarrollan en pulmones, higado,
rifones, cerebro, o0jo, masculo esquelético y cardiaco principalmente. Tras la
ingestiobn de quistes tisulares por el gato, la pared celular del quiste es
degradada por enzimas proteoliticas del estbmago e intestino delgado del gato
liberando los bradizoitos. Algunos bradizoitos penetran hacia la lamina propia
del intestino delgado y se multiplican como taquizoitos. T. gondii puede
permanecer en el intestino y otros tejidos por meses incluso toda la vida. Los



ooquistes solo se encuentran en gatos domésticos y felinos silvestres, y
pueden encontrarse en este estado después de la ingestion de taquizoitos,
bradizoitos o esporozoitos. Tanto el gato como los hospederos pueden adquirir
el parasito a través de tejido de animales infectados o comida y agua
contaminados con oquistes esporulados o por transmisién transplacentaria.
Después de la ingestion los bradizoitos se liberan ya sea de quistes de tejido o
esporozoitos de oquistes penetrando al tejido intestinal, transformandose a
taquizoitos, multiplicandose localmente, y diseminandose en el cuerpo por via
sanguinea. Después de varios ciclos de multiplicacion los taquizoitos se
transforman en bradizoitos en diversos tejidos. La infeccion durante el
embarazo puede infectar al feto, por lo tanto la toxoplasmosis congénita en
humanos, ovinos, y caprinos puede matar al feto (Dubey 2004). En la figura 1
se muestra un esquema del ciclo de T. gondii.
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Figura 1. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii (Tomado de Dubey 2004)
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3. La Mitocondria

La mitocondria cuenta con dos membranas, la membrana externa y la
membrana interna donde residen los complejos enzimaticos de la cadena
respiratoria. Cuenta con dos espacios, el espacio intermembranal y una matriz
mitocondrial donde se encuentran las enzimas para el ciclo de Krebs, la p-
oxidacion, la oxidacibn de aminoacidos, y también el DNA (del inglés
deoxyribonucleic acid que significa acido desoxirribonucleico) mitocondrial y los
ribosomas (Frey y Mannella 2000) (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de la mitocondria donde se pueden ver las dos membranas y los dos
espacios. (Tomado y modificado de Frey y Mannella 2000).

La mitocondria tiene su propio genoma y Su propia maquinaria para sintetizar
proteinas. Sin embargo la mayoria de las proteinas mitocondriales son
codificadas en el genoma nuclear, se sintetizan en el citosol y son importadas a
la mitocondria. La funcion de la mitocondria es la sintesis de ATP (del ingles
adenosine-5'-triphosphate) a partir del gradiente de protones formado en la
cadena respiratoria. La mitocondria estd involucrada en otros procesos,
ademas de los ya mencionados como la biosintesis de aminoacidos, vitaminas,
cofactores, acidos grasos, y grupos fierro-azufre. También esta involucrada en
la muerte celular programada (Logan 2006).

De manera general en la mayoria de los organismos la produccion de ATP en
la mitocondria se lleva a cabo por la ATP sintetasa (Complejo V) y por cuatro
complejos oxidoreductores: la NADH deshidrogenasa (Complejo I), la succinato
deshidrogenasa (Complejo 1), la citocromo c reductasa (Complejo 1ll), y la
citocromo c¢ oxidasa (Complejo IV). Estos complejos embebidos en la
membrana interna mitocondrial transfieren los electrones desde sustratos
reductores hasta el oxigeno. Del complejo | se transfieren los electrones
provenientes del NADH a la ubiquinona, una molécula lipofilica que difunde por
la membrana interna mitocondrial. El complejo Il transfiere los electrones
provenientes del succinato a la ubiquinona. ElI complejo Il transfiere los
electrones desde el ubiquinol al citocromo ¢ que es una pequefia proteina
soluble que se encuentra en el espacio intermembranal de la mitocondria.
Finalmente el complejo IV capta a los electrones provenientes del citocromo ¢
soluble y los utiliza en una reacciéon donde reduce el oxigeno molecular a agua.
Solo tres de los cuatro complejos acoplan el transporte de electrones a la
translocacion de protones desde la matriz mitocondrial al espacio
intermembranal, generando asi un gradiente de protones usado por el complejo
V para la produccion de ATP (Boekema y Braun 2007).



4. La Cadena Respiratoria Mitocondrial

La NADH ubiquinona: oxido-reductasa o complejo I, también llamado NADH
deshidrogenasa, es la primera enzima de la cadena respiratoria en mitocondria
y bacterias. Esta enzima cataliza la transferencia de dos electrones del nicotin
adenin dinucledtido reducido (NADH) a la quinona, acoplado a la translocacién
de cuatro protones a través de la membrana interna mitocondrial,
contribuyendo a la fuerza proton-motriz requerida para la sintesis de ATP. La
enzima contiene 45 subunidades en la mitocondria de vertebrados. En células
procariotas esta enzima se constituye de 13 a 15 subunidades. Homdlogos de
todas las subunidades bacterianas del complejo | se encuentran en la enzima
mitocondrial y también contienen los mismos componentes redox. Tanto el
complejo bacteriano como el mitocondrial tienen una estructura en forma de
“L”, con el brazo hidrofébico embebido en la membrana, y el brazo periférico
extendiéndose hacia el interior de la matriz mitocondrial o hacia el citoplasma
en el caso de bacterias. EI dominio hidrofilico de la enzima contiene el
mononucledtido de flavina (FMN), que es el aceptor del primer electron
proveniente del NADH, también contiene de 8 a 9 centros fierro-azufre (Fe-S),
comprendiendo el centro catalitico de la enzima. En el brazo embebido en la
membrana se encuentra la maquinaria para el bombeo de protones (Sazanov
2007).

El complejo 1l o succinato: ubiquinona-oxidoreductasa, también llamado
succinato deshidrogenasa, participa en el ciclo de Krebs, y cataliza la oxidacién
de succinato a fumarato en la matriz mitocondrial. La oxidacion del succinato
estd acoplada a la reduccién de ubiquinona a ubiquinol en la membrana interna
mitocondrial como parte de la cadena de transporte de electrones. Los
electrones son transferidos del succinato a la ubiquinona a través de los
diferentes grupos prostéticos, flavin adenin dintcleotido (FAD), los grupos [2Fe-
2S], [4Fe-4S] y [3Fe-4S], y un citocromo tipo b. Esta enzima no transloca
protones (Sun y col., 2005) y por lo tanto no contribuye a la formacion del
gradiente electroquimico.

El complejo Il o citocromo bc; también llamado ubiquinol-citocromo ¢ 6xido
reductasa transfiere los electrones desde la ubiquinona hasta el citocromo ¢
soluble. Este transporte esta acoplado a la translocacion de protones a través
de la membrana interna. En mamiferos existen 11 subunidades, pero solo tres
de ellas contienen los centros redox: el citocromo b (con 2 grupos hemos), la
proteina Fe-S (que contiene un centro tipo Rieske) y un citocromo c;. El
complejo bc; cataliza la oxidacién del ubiquinol (QH2) y la reduccion del
citocromo c soluble en la cadena respiratoria mitocondrial. Esta enzima cataliza
el paso de dos electrones desde el ubiquinol hasta dos citocromos tipo c, a
través de un mecanismo conocido como ciclo Q. El primer electron pasa por la
proteina Fe-S de Rieske, la cual transfiere los electrones a un grupo hemo c; y
de ahi al citocromo c soluble. El segundo electron pasa del ubiquinol al
citocromo b y de aqui a una quinona (Q) donde es reducida a ubiquinol por
dos electrones y con la participacion de dos protones (Crofts 2004).



El dltimo de los complejos de la cadena respiratoria es la citocromo ¢ oxidasa o
complejo IV localizado en la membrana interna mitocondrial y en la membrana
de algunas bacterias. Este complejo cataliza la transferencia de electrones del
citocromo c soluble al oxigeno molecular donde se reduce a agua, con la
contribucion de protones al gradiente en el espacio intermembranal (Maneg y
col., 2004). Nos referiremos a esta enzima de manera mas extensa en el punto
siguiente debido a su importancia para este trabajo (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de la cadena respiratoria donde se observan los diferentes complejos.
(Tomada y modificado de Belevich y Verkhovsky 2008).

5. La citocromo c oxidasa

La citocromo c oxidasa de mamiferos contiene 13 subunidades y puede
encontrarse como un dimero. Las subunidades I, Il y Il se encuentran
codificadas en el genoma mitocondrial y las demas subunidades estan
codificadas en el genoma nuclear (Carr y Winge 2003) (Figura 4).

La citocromo c¢ oxidasa de bacteria solo tiene entre tres y cuatro subunidades.
Las secuencias de las subunidades |, Il, y lll de bacterias son homologas a las
subunidades de la mitocondria, estas tres subunidades son la unidad minima
necesaria para que la enzima sea activa en la mitocondria (Belevich y
Verkhovsky 2008). La subunidad tres no contiene grupos prostéticos pero se
piensa que podria estar involucrada en el ensamblaje y estabilidad entre la
subunidad uno y dos (Fontanesi y col., 2006). Se sabe que la enzima es mas
activa como dimero que como monémero (Stanicova y col., 2007) (Figura 5).



Figura 4. Estructura con las 13 subunidades de la citocromo c oxidasa de bovino (Tomado de
Carr y Winge 2003).

Figura 5. Dimero de la citocromo c oxidasa (Tomado y modificado de Stanicova y col., 2007)

La enzima ubicada en la membrana interna mitocondrial lleva a cabo la
reduccion del O, a agua, necesita 4 electrones que son suministrados uno por
uno por el citocromo ¢ desde del lado P de la membrana, y 4 protones
provenientes desde el lado N de la membrana. La reaccidén de la citocromo ¢
oxidasa se puede describir con la siguiente ecuacion (Belevich y Verkhovsky
2008).

4 cit C2+p + 8 H+N + 0, = 4cit C3+p + 2H,0 + 4H+P

Los electrones provenientes del citocromo c¢ soluble se transfieren a la
subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa a un centro binuclear de cobre (Cup)
posteriormente los electrones se transfieren a la subunidad | que contiene dos
grupos hemo (hemo a, y hemo az) y un grupo cobre (Cug), (Iwata y col., 1995).
El hemo a3 y el Cug forman el centro binuclear Fe-Cu donde se lleva a cabo la
reaccion de reduccién del oxigeno a agua tal y como se aprecia en la figura 6.
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Figura 6. Esquema de la subunidad | y Il de la citocromo ¢ oxidasa, mostrando la ubicacién de
los grupos hemo a, y hemo as, el centro Cua y Cug en sus respectivas subunidades. Las lineas
segmentadas muestran la ruta de los electrones y las flechas negras la ruta de los protones.
(Tomado de Abramson 2001).

6. La subunidad 2 de la citocromo c oxidasa.

La subunidad 2 de la citocromo ¢ oxidasa tiene una masa molecular de 27 kDa
aproximadamente, tanto en mitocondrias como en bacterias (Belevich y
Verkhovsky 2008). En Paracoccus denitrificans la subunidad dos comprende
tres segmentos: un asa N-terminal (residuos 1-26), 2 cruces transmembranales
tipo alfa-hélice, y un dominio globular C-terminal. El sitio de union para los
atomos de cobre (Cua 1y Cua 2) en el domino globular esta formado por dos
cisteinas, dos histidinas y una metionina (Figura 7) (lwata y col., 1995). Los
aminoacidos a donde se une el Cua se encuentran altamente conservados en
diversas especies (Speno y col., 1995).

Figura 7. Subunidad 2 de la citocromo ¢ oxidasa de Paracoccus denitrificans (Tomado de Iwata
y col., 1995).



7. Consideraciones evolutivas de COX2 de algas y apicomplejos.

Las algas y los apicomplejos se encuentran relacionados evolutivamente, para
lo cual hay que explicar algunos aspectos. Por un lado, el parasito apicomplejo
Plasmodium falciparum contiene un organelo llamado apicoplasto, nombre que
deriva de los términos apicomplejo y plastido. El apicoplasto se considera un
organelo homdélogo al cloroplasto en plantas. Este organelo en P. falciparum
contiene su propio genoma de 35 kb, el cual fue secuenciado por completo,
llevando a sugerir que los apicomplejos adquirieron este genoma por un evento
endosimbidtico con un alga verde o un alga roja (Wilson y col., 1996). También
se encontro por experimentos de hibridacion in situ, que Toxoplasma gondii
contenia un genoma semejante en su apicoplasto (Kohler y col., 1997). Por
otro lado se encontr6 que en las algas cloroficeas como Polytomella sp. y
Chlamydomonas reinhardtii y en los parasitos apicomplejos como P. falciparum
y T. gondii se encontraban presentes los genes fragmentados que codifican
para la subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa (COX2) (Pérez-Martinez y col.,
2001. Funes y col., 2002). Entonces se propuso un evento endosimbidtico
entre algas cloroficeas y apicomplejos donde los genes cox2 fragmentados
migraron del genoma del eucariote endosimbionte (un alga verde) al genoma
del hospedero (el ancestro apicomplejo).

También se hipotetizd que los genes cox2a y cox2b de origen cloroficea
eventualmente reemplazaron la funcién del gen cox2 mitocondrial del
apicomplejo, lo que llevo a la desaparicion de este ultimo, dado que no existen
genes cox2 en los genomas mitocondriales de los apicomplejos secuenciados
a la fecha. Con respecto a los demas genes de la citocromo ¢ oxidasa se sabe
gue solo estan presentes los genes que codifican para la subunidad | y Il en el
genoma mitocondrial de P. falciparum, en el caso de T. gondii aun no se cuenta
con la secuencia del genoma mitocondrial. De lo anterior se concluy6é que el
ancestro que dio origen al apicoplasto fue un alga de la clase Chlorophyceae
(Funes y col., 2002). Cabe hacer mencion que aun esta en debate si el origen
del apicoplasto proviene de un alga verde o roja, y que existen evidencias para
apoyar uno y otro origen evolutivo del organelo (Wilson y col., 1996. Kohler y
col., 1997)

8. La subunidad COX2 de algas y apicomplejos.

Generalmente la subunidad COX2 se encuentra codificada en la mitocondria y
esta formada por un solo polipéptido. En el caso de las algas cloroficeas como
Polytomella sp. y Chlamydomonas reinhardtii se encuentra codificada por dos
genes en el ndcleo, llamados cox2a y cox2b. El gen cox2a codifica para la
proteina COX2A que corresponde a la porcion N-terminal de una proteina
COX2 tipica, y el gen cox2b codifica para la proteina COX2B que corresponde
a la porcion C-terminal. La subunidad COX2A es la porcion hidrofobica de la
proteina, contiene en el extremo N-terminal una presecuencia mitocondrial de
130 residuos la cual se piensa dirige a la subunidad hasta la matriz
mitocondrial y se procesa cuando la preproteina ingresa a la mitocondria.



También tiene dos cruces transmembranales tipo alfa-hélice que son los que
se insertan en la membrana interna mitocondrial; en el extremo C-terminal
contiene una extensioén atipica de aproximadamente 20 residuos. Tanto la
presecuencia como la extension no estdn presentes en la secuencia de una
COX2 ortodoxa. COX2B es la parte soluble de la proteina la cual tiene una
extensiéon en el extremo N-terminal de aproximadamente 40 residuos que
tampoco se encuentra en la secuencia de una COX2 ortodoxa. La otra parte de
la proteina contiene el sitio de unién para dos atomos de Cu, dicho sitio se
encuentra conservado entre las COX2 conocidas. Se propuso un modelo en el
que la extension C-terminal de COX2A sirve para interaccionar con la
extension N-terminal de COX2B para formar un heterodimero estable, ademas
dichas extensiones contienen aminoacidos cargados lo cual podria favorecer
dicha interaccion. EI modelo propuesto se muestra en la figura 8 (Pérez-
Martinez y col., 2001).

Figura 8. Modelo de interaccibn de COX2A y COX2B del alga Chlamydomonas (Tomado de
Pérez-Martinez y col., 2001).

9. La subunidad COX2 de Toxoplasma gondii.

A partir del genoma completo de Plasmodium falciparum y el conocimiento
parcial del genoma de Toxoplasma gondii se observé que en los parasitos
apicomplejos también se encontraban los genes cox2 fragmentados y que
también presentaban extensiones semejantes a las de las algas (Funes y col.,
2002). Recientemente en nuestro laboratorio se demostro la presencia de las
subunidades COX2A y COX2B en mitocondrias de Toxoplasma gondii,
identificando a COX2A como una proteina de 23.8 kDa y a COX2B como una
proteina de 13.2 kDa (Morales-Sainz y col., 2008). No hay estudios sobre la
funcién o estructura de la subunidad dos de la citocromo ¢ oxidasa de parasitos
apicomplejos. Pero existe referencia sobre la sensibilidad por cianuro de la
citocromo c oxidasa de Toxoplasma gondii en estado de taquizoito (Vercesi y
col., 1998).



10. Maquinaria de importacién mitocondrial

Aproximadamente mas del 90% de las proteinas mitocondriales conocidas
estan codificadas en el ndcleo y sintetizadas en el citosol y posteriormente son
importadas a la mitocondria. Dado que las proteinas mitocondriales importadas
desde el ndcleo deben atravesar varios espacios en la mitocondria, estas
preproteinas han adquirido secuencias internas y presecuencias para
translocarse en la mitocondria. Se sabe que la mayoria de las preproteinas
mitocondriales son sintetizadas con una presecuencia en el extremo N-terminal
la cual contiene aminoacidos cargados positivamente. Al mismo tiempo la
mitocondria a desarrollado una maquinaria que reconoce a estas preproteinas.
Por ejemplo el complejo TOM (del inglés translocase of the outer membrane)
se encuentra en la membrana externa mitocondrial y se compone de varias
proteinas, entre ellas esta una proteina en forma de barril-beta que funciona
como canal, Tom40 que funciona como receptor y Tom70 que reconoce
sefales internas dentro de las preproteinas importadas. Otra proteina llamada
Tom20 reconoce presecuencias del extremo N-terminal de las preproteinas. En
la membrana interna mitocondrial se encuentra el complejo TIM23 (del inglés
translocase of the inner membrane) el cual consta de varias subunidades y
transloca a las preproteinas hasta la matriz mitocondrial reconociendo
secuencias del extremo N-terminal, y el complejo TIM22 que reconoce sefiales
internas para importar proteinas acarreadoras (Bohnert y col., 2007). La
presecuencia de una proteina que se ha importado normalmente es cortada
por una proteasa que se encuentra en la matriz mitocondrial (Rehling y col.,

2003). (Figura 9).
Preprotein
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Figura 9. Modelo que mustra la maquinaria de importacién de proteinas mitocondriales. Se
observa el complejo TOM, la proteina Tom70 y Tom20 insertadas en la membrana externa
mitocondrial (OM). Asi como las proteinas TIM22 y TIM23 dentro de la membrana interna
mitocondrial (IM). También se aprecia con las flechas la ruta que siguen las preproteinas que
contienen una secuencia interna (precursor protein with internal targeting signals) y las que
tienen una presecuencia (preprotein with prsequence), pasndo por el espacio intermembranal
(IMS) hasta llegar a la matriz mitocondrial (matrix protein) (Tomado de Rehling y col., 2003).



ANTECEDENTES

Solo en organismos como las algas Polytomella sp. Chlamydomonas reinhardtii
y en apicomplejos tales como Toxoplasma gondii, se encuentran los genes
cox2 fragmentados formando lo que conocemos como los genes cox2a y
cox2b, cuyos productos de sintesis forman un heterodimero estable. Ademas
se sabe que COX2A cuenta con una presecuencia mitocondrial ademas de una
extencion en el extremo C-terminal. En cuanto a COX2B, ésta cuenta con una
extencion en su extremo N-terminal. (Pérez-Martinez y col., 2001. Funes y col.,
2002. Morales-Sainz y col., 2008).

Aun no hay informacién sobre el papel que juegan las extensiones presentes
en las proteinas COX2A y COX2B de estos organismos, 0 si participan en la
formacion de un heterodimero estructuralmente estable en Toxoplasma gondii.
Dicho sitio de interaccion no esta presente en subunidades COX2 ortodoxas y
podria llegar a ser un eventual blanco terapéutico, si se consigue desestabilizar
la interaccion entre COX2A y COX2B.



HIPOTESIS

Las extensiones de las subunidades COX2A y COX2B estabilizan la
interaccion entre ambos polipéptidos para formar una subunidad COX2
heterodimerica en la citocromo ¢ oxidasa de Toxoplasma gondii.

OBJETIVOS

De manera general estamos interesados en saber si las extensiones C-terminal
de la subunidad COX2A y N-terminal de la subunidad COX2B son necesarias
para la formacion de un heterodimero entre ambas subunidades.

Para tratar de satisfacer nuestro objetivo general nos planteamos los siguientes
objetivos particulares:

1. Hacer un analisis in silico con las secuencias primarias de la sproteinas
COX2A y COX2B.

2. Sobreexpresar la subunidad COX2B recombinante de Toxoplasma gondii.

Llevaremos a cabo esto amplificando el gen cox2b desde una genoteca de
cDNA de Toxoplasma gondii, clonando el gen en un vector de sobreexpresion
en un sistema bacteriano para obtener la proteina recombinante.

3. Hacer anticuerpos anti-COX2B de Toxoplasma gondii.

Una vez purificada la COX2B se haran anticuerpos anti-COX2B para poder
inmunodetectar a la subunidad COX2B en ensayos tipo western.

4. Sobreexpresar la subunidad COX2A recombinante de Toxoplasma gondii.

a)- Amplificaremos un fragmento del gen cox2a a partir de la genoteca de
cDNA de Toxoplasma gondii y lo clonaremos en un vector que incluye a la
proteina de fusibn GST (glutation S-transferasa), para posteriormente
sobreexpresar y purificar la proteina. Dicho gen amplificado no incluira la
secuencia que corresponde a los dos cruces transmembranales de la proteina
nativa COX2A.

b)- Sobreexpresar a la GST sin COX2A con la finalidad de utilizarlo en los
ensayos de interaccién como control carente de la extension.

5. Hacer ensayos de interaccion entre las proteinas COX2A Y COX2B.
Una vez obtenidas las proteinas COX2A y COX2B haremos ensayos de

interaccién y las detectaremos con los anticuerpos por medio de inmunoréplica
tipo western.



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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METODOLOGIA



1-Amplificacion de genes.

Soluciones utilizados:

-TAE 10X (1L)

Trizma base 48.4¢g
Acido acético 11.42 ml
EDTA 20 ml
pH 8.0

-Geles de agarosa
Agarosal% 2g
TAE 200 ml

-Bromuro de etidio
1 g de bromuro de etidio en 100 ml de agua.

El gen cox2b se clond en los sitios de restriccion BamHI y Kpnl y el gen cox2a
en los sitios BamHI y EcoRI. Se utilizaron los siguientes cebadores:

-gen cox2b Fw. 5" CGCGGATCCGATGTTTTCCGGTCCTTCTGGAAC 3
-gen cox2b Re. 5" CGGGGTACCTCAGTCTTTGTACCACTTCTTTGC 3
-gen cox2a Fw. 5" CGCGGATCCTACATGCTCGACGAA 3’
-gen cox2a Re. 5" CCGGAATTCCTACTCCTCGTCGTC 3

Los genes se amplificaron por la técnica de la PCR (del inglés polimerase chain
reaction que significa reaccion en cadena de la polimerasa). En un volumen de
50 ul se utilizé lo siguiente: DNA complementario (cCDNA) de una genoteca de
T. gondii a razon de 1 ug; 5 unidades de Tag DNA polimerasa marca Qiagen;
1x del amortiguador de la enzima; 200 ng de cada oligonucleétido; una
concentracion de 10 mM de los deoxinucledtidos trifosfato (ANTPs); una
concentracion de 2 mM de MgCl,; se completé el volumen requerido con agua.
Para la PCR los parametros utilizados fueron los siguientes:

95°C 5 minutos (desnaturalizacion inicial)

94°C 45 segundos (desnaturalizacion)

50 ciclos 4 60°C 1 minuto (alineamiento)
72°C 1 minuto (extension)
72°C 10 minutos (extension final)

El producto de la PCR se analiz6é en geles de agarosa al 1% con amortiguador
TAE. Se agregdé 1 ul de bromuro de etidio a una concentracion de 10 ug /ul
antes de que el gel polimerizara.



2-Ligacion de los genes amplificados

Vectores utilizados:
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Figura 10. Mapa del vector de sobreexpresiébn pQE-30, que muestra de entre varias
caractéristicas los sitios de restriccion (MCS), el sitio que codifica para le etiqueta de histidinas
(6xHis) y el sitio donde se encuentra el gen de resistencia a ampicilina (Ampicilin).
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Figura 11. Mapa del vector de sobreexpresion pGEX-4T-2, que muestra de entre varias
caractéristicas los sitios de restriccibn (BamHI - Notl), el sitio que codifica para la GST
(glutathione s transferase), y el sitio donde se encuentra el gen de resistencia a ampicilina

(Amp).

De manera general para ligar los genes amplificados al vector de
sobreexpresion se utilizaron entre 20 y 40 ng del vector linearizado y entre 20 y
120 ng del inserto digerido previamente con enzimas de restriccion, el
amortiguador de la enzima se utilizd a 1x. Se utilizO DNA ligasa T4 (Marca
Roche) a razén de una unidad, toda la reaccion se llevo a un volumen de 20 pl
con agua. Se incubd por 3 horas a 25° C.



Vectores de sobreexpresion

Se utilizé para el gen cox2b el vector de sobreexpresion pQE-30 de la marca
QIAGEN (Figura 10) que contiene una region nucleotidica que codifica para
una etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal de la proteina
sobrexpresada. Para el gen cox2a se utilizé el vector pGEX-4T-2 de la marca
Amersham Biosciences (Figura 11) que contiene la secuencia del gen que
codifca para la proteina de fusidén glutation s transferasa (GST) en el extremo
N-terminal. Ambos vectores tienen el gen de resistencia a ampicilina. Y ambos

son inducibles por IPTG (isopropil-tio-R-D-galactopirandsido).

3-Transformacién de bacterias

Soluciones utilizadas:

Amortiguador |

Para 45 ml Concentracion final

1M de CH3;COOK 1.35ml 30 mM
1M de MnCl, 2.25 ml 50 mM
1M de RbCl 4.50 ml 100 mM
1M de CaCl, 0.45 ml 10 mM
Glicerol 5.40 ml 12%
Agua 31.0 ml
Amortiguador |1

Para5 ml Concentracién final
1M de MOPS pH. 7 50 ul 10 mM
1M de CaCl, 375 ul 75 mM
1M de RbCI 50 ul 10mM
Glicerol 600 ul 12%
Agua 3.93ml
-Medio de cultivo LB 1Lt.
NaCl 1.0% 10g
Triptona 1.0% 10g
Extracto de levadura 0.5% 5g

-Medio de cultivo LB 1Lt para cajas de Petri

NaCl 1.0% 10g
Triptona 1.0% 10g
Extracto de levadura 0.5%  5g
Agar 1.5% 15g




Para transformar se mezclé toda la reaccidén de la ligasa (20 pl) con 50 ul de
células competentes de Escherichia coli cepa XL1blue que contiene un gen de
resistencia a tetraciclina; se incubé 30 minutos en hielo, posteriormente 2
minutos a 42°C y 2 minutos mas en hielo, se agregaron 200 pl de medio LB y
se incubd por una hora a 37° C. Finalmente se sembrd en cajas de Petri con
medio Luria Bertani (LB) con 25 pg/ml de tetraciclina y 100 pg/ml de ampicilina.

Preparacion de células competentes (cultivo 100 ml)

Se coloco un cultivo de bacterias E. coli XL1blue en medio LB con tetraciclina
(25 pg/ml) toda la noche hasta que alcanzé una densidad Optica de 0.06, se
centrifugé a 27,000xg por 10 minutos en un rotor SS34. La pastilla se
resuspendié en 40 ml del amortiguador |, se incubd 2 horas en hielo, se volvid
a centrifugar, la pastilla se resuspendié en 4 ml del amortiguador Il y se incub6
una hora en hielo, se hicieron alicuotas de 200 pl, se congelaron en nitrégeno
liquido por 10 minutos y se guardaron a -70° C.

4-Sobreexpresion de proteinas

Todas las construcciones se sobreexpresaron de la misma forma. Se coloc6 un
cultivo de 200 ml toda la noche a 37°C en presencia de antibidticos (tetraciclina
25 pg/ml y ampicilina 100 pg/ml) hasta alcanzar una densidad Optica de 0.06 y
se procedid a inducir el cultivo. Como agente inductor se utilizé IPTG. Las
condiciones de induccion variaron entre las diferentes construcciones como
muestra la siguente tabla.

IPTG (mM) Tiempo (horas) Temperatura (°C)
COX2B pQE-30 1 4 37
COX2B pQE-30 0.1 6 25
COX2A pGEX-4T-2 0.15 5 25

La sobrexpresion de la proteina COX2B se realizd en presencia de 1 mM de
CuCl; (Kelly y col. 1993) con la idea de que se pudiese insertar in vivo el centro
diatémico de cobre propio de la subunidad COX2 de la citocromo oxidasa. Una
vez finalizado el tiempo de sobreexpresion se centrifugo el cultivo a 12000xg
en un rotor SS34 y se solubilizé la pastilla en un amortiguador de fosfatos.

Para corroborar el patron de sobreexpresién observado en el gel de acrilamida
transferimos dicho gel a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) para
detectar a las proteinas con anticuerpos. Dicha técnica se detalla mas
adelante; esta metodologia también se utilizé para detectar a las proteinas
guiméricas GST-COX2A y COX2B en los ensayos de interaccion.




5-Transferencia de proteinas por la técnica de western blot en camara
semihumeda.

Soluciones utilizadas:
-Amortiguador salino de Tris (TBS)

20 mM de Tris-HCI pH 7.5
0.5 M de NaCl

-Amortiquador salino de Tris y Tween (TTBS)
20 mM de Tris-HCI pH 7.5

0.5 M de NaCl

0.05% de Tween-20

-Solucién de Magnesio
0.1 M de NaHCOs3,

1 mM de MgCl,

pH 9.8

-Solucién de sal de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP)
BCIP 30 m

DMF 4 ml

-Solucién de cloruro nitro-azul de tetrazolio (NBT)

NBT 60 mg
DMF 2.8 ml
Agua 1.2 ml

-Amortiquador para el catodo
300 mM de &cido e-amino-n-caproico 39.4 g/l pH8.5

0.05% SDS 0.5¢g/
-Amortiquador para el anodo

150 mM de Tris 18.2 g/l

50 mM de Tricina 9 g/l
Metanol 20% 200 ml/l

-Anticuerpos utilizados

-Anti-COX2B de proteina recombinante de Toxoplasma gondii hecho en
conejo.

-1gG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma).

-Anti-Glutatiéon s transferasa de Schistosoma japonicum (Calbiochem).

Para la mayoria de los geles que se transfirieron para poder inmunodetectar las
proteinas COX2B, GST-COX2A y GST se utilizd la misma técnica que a
continuacion se describe. Una vez que corri6 el gel de poliacrilamida se coloco
en un recipiente que contiene el amortiguador del catodo asi como 3 papeles
filtro whatman del tamafio del gel y en el amortiguador del &nodo se colocaron
tres papeles whatman y la membrana de nitrocelulosa. Se colocan en la



camara de transferencia en orden de abajo hacia arriba primero tres papeles
whatman, la membrana, el gel y otros tres papeles whatman. Se transfiere de 1
a 3 horas a 1 mA/cm? de membrana.

Después se lavaron las membranas con TBS por 5 minutos dos veces y se
bloquearon con 3% de gelatina en TBS por 5 horas, se volvieron a lavar por 5
minutos dos veces con TTBS. Se colocd el anticuerpo anti-COX2B a una
dilucion de 1:100000 en una solucion de 1% de gelatina en TTBS y se incub6
por 5 horas. Luego se lavo la membrana por 5 minutos dos veces con TTBS.
Se colocé el anticuerpo anti-conejo acoplado a peroxidasa (de Sigma) a una
dilucion 1:3000 en una solucién de 1% de gelatina en TTBS, se incubd por 5
horas y se lavé dos veces con TTBS por 5 minutos. Para revelar se agrego a la
membrana 20 ml de una solucién de magnesio y posteriormente 200 ul de
solucion NBT y 200 ul de solucion BCIP, se colocaron en agitacion y se esperd
hasta visualizar las bandas (Hawkes y col., 1981. Towbin y col., 1979).

Para detectar la proteina COX2B sobrexpresada se utiliz6 un método diferente,
en el cual los pasos de incubacion y lavado son los mismos, pero en lugar de
usar gelatina se utilizo leche deslactosada al 5%. Se reveld por
guimioluminiscencia con un paquete de la marca Pierce y un anticuerpo
acoplado a peroxidasa de rdbano que detecta la etiqueta de histidinas, se
utilizé luminol y perdxido que se mezclan en una relacion 1:1. se incuba la
membrana de nitrocelulosa con esta mezcla y posteriormente se revela en una
placa radiogréfica.

6-Produccion del anticuerpo anti-COX2B de T. gondii

Soluciones utilizadas:

-Amortiquador de fosfatos
50 mM de NaH,PO,4

300 mM de NaCl

pH 7.8

-Solucién con inhibidor de proteasas
100 mM de PMSF
1 ml de Isopropanol

-Amortiguador de guanidina

6 M de Hidrocloruro de guanidina
50 mM de NaH,PO,4

500 mM de NaCl

pH 7.8

-Solucién de lavado

6 M de clorhidrato de guanidina
50mM de NaH,PO4

300 mM de NaCl




pH 7.8

-Solucién de elucién

100 mM de imdazol

6 M de clorhidrato de guanidina
50mM de NaH>PO,4

300 mM de NaCl

pH 7.8

-Amortiquador salino de Tris (TBS)
20 mM de Tris-HCI pH 7.5
0.5 M de NaCl

-Amortiquador de TRIS
20mM de Tris pH 6.8

-Geles de Laemmli de arcrilamida al12% de 1.5 mm de espesor

Separador
Agua 2.7 ml
Acrilamida 30% 3ml
Tris2 M 1.5 ml (pH 8.8)
SDS 10% 150 wl
Persulfato de amonio 10% 100 ul
Temed 10 ul

-Acrilamida 30%
Arcrilamida 3049
Bisacrilamida 0.8g
En 100 ml de agua

-Amortiguador para el gel separador
Tris base 18.17 g

SDS 10% 4 ml

pH 8.8 con 12N HCI

En 100 ml de agua

-Amortiguador para el gel concentrador
Tris base 6.06 g

SDS 10% 4 ml

pH 6.8 con 12N HCI

En 100 ml de agua

-Amortiguador de corrida

TRIS 649
Glicina 28.8 ¢
SDS 10% 20 ml

En 2| de agua

Concentrador

3.55 ml
0.5 mil
325 ul (pH6.8)
50 wll
100 ul
10 ul



-Amortiquador de corrida para gel azul
TRIS 3¢

Glicina 144 ¢

Azul de Serva 25 mg

SDS 0.05% 20 ml

En 11 de agua

-Solucion digestora

SDS 10%

Glicerol 30%

Tris-HCI 100 mM pH 6.8
Azul de bromofenol 0.3%
Mercaptoetanol 4%

-Resina utilizada
Resina de niquel unida a sefarosa de la marca Amersham Biosciences.

Produccién de la proteina.

Posterior a la sobreexpresion se rompieron las células en un sonicador con una
intensidad del 50% a una potencia de tres Watts por un minuto repitiendo este
paso 4 veces. Se centrifugé a 17000xg 20 minutos para separar la fraccion
soluble de la pastilla. Se cargaron las fracciones a un gel de Laemmli del 12%
de acrilamida y se encontr¢ a la totalidad de la proteina en la fraccion insoluble.
Por tanto, la pastilla se incub6 toda la noche a 4°C en un amortiguador de
fosfatos con clorhidrato de guanidina 6 M, se centrifug6 la muestra a 17000xg
y el sobrenadante se incubd en agitaciéon por 2 horas a 4°C con la resina de
niguel-Sefarosa (Amersham), después se cargd la muestra unida a la resina a
una columna de vidrio para cromatografia. Se le agregé a la columna el
amortiguador de lavado, posteriormente el amortiguador de eluido, y se obtuvo
a la proteina COX2B parcialmente pura. A los amortiguadores de lavado y
eluido se les agreg6 6 M de guanidina.

Se tomaron varias alicuotas de 100 ul de la proteina pura y se precipitaron con
metanol-cloroformo para retirar la guanidina y se cargaron a un gel de 12% de
acrilamida con el sistema de Laemmli (Laemmli 1970) y se corrieron con un
amortiguador para gel azul nativo. Posteriormente se cortaron las bandas
correspondientes a la proteina COX2B y se maceraron en un mortero con 2 mi
de amortiguador de TRIS. Se hicieron 4 alicuotas de 400 ul y se conservaron a
-70°C.

Produccién del anticuerpo.

Cada alicuota de 400 ul se utilizé como una dosis y cada dosis se prepar6 con
1 ml de adyuvante de Freund de la marca Sigma (Freund y col., 1942)



incubando por 1 hora 30 minutos en agitacion a temperatura ambiente. Se llevo
a cabo una primera inyeccion con adyuvante completo de Freund en un conejo
y posteriormente tres refuerzos con adyuvante incompleto de Freund en un
intervalo de 22 dias. Al final se obtuvo el suero de conejo el cual se precipitd
con sulfato de amonio al 40%, se centrifugd a 10000 rpm (12000xg) 30
minutos, la pastilla se disolvi6 con 2 ml de un amortiguador de TBS y se
hicieron alicuotas de 200 ul y se conservaron a -70°C. Una vez que se obtuvo
el anticuerpo anti-COXIIB se utiliz6 a una dilucién 1:100,000 para los ensayos
de Western blot.

7-Solubilizacién de la proteina COX2B para ensayos de interaccion

Para obtener una proteina COX2B soluble después de ser purificada se retird
la guanidina de la proteina por medio de didlisis en presencia de 0.5% de lauril
maltosido. Se colocd la proteina en una bolsa de dialisis con un poro que
permite el paso de proteinas de 3500 de masa molecular. La bolsa de dialisis
se dejo en agitacion con un amortiguador de fosfatos con 5 M de clorhidrato de
guanidina, se fue cambiando cada hora en orden decreciente la concentracion
a4, 3, 2y 1 M de guanidina hasta intercambiar con el amortiguador libre de
guanidina, pero conteniendo 0.05% de lauril maltésido.

8-Purificacion de las proteinas GST y GST-COX2A para ensayos de
interaccién

Posterior a la sobreexpresion de GST y GST-COX2A se rompieron las células
en un sonicador con una intensidad del 50% a una potencia de tres Watts por
un minuto repitiendo este paso 4 veces. Se centrifugd a 17000xg 20 minutos en
un rotor de la marca Fiber-Lite F21-8x50 para separar la fraccion soluble de la
pastilla. Se cargaron las fracciones a un gel de Laemmli del 12% de acrilamida,
se observé en ambas un 70% aproximadamente de la proteina sobreexpresada
en la fraccion insoluble y un 30% en la fraccion soluble, el cual se incubd en
agitacion por 2 horas a 4°C con la resina de glutation-agarosa, después se
paso la muestra a una columna de vidrio para cromatografia. Se le agrego a la
columna el amortiguador de lavado, posteriormente el amortiguador de eluido,
y se obtuvo a la proteina GST pura. Como ya se explicé, la proteina GST-
COX2A no se obtuvo pura por este método, ya que dicha proteina
recombinante nunca se unio a la resina. Por esta razon utilizamos los extractos
crudos para los ensayos de interaccion como se explica enseguida.



9-Ensayos de interaccion

Soluciones utilizadas:

-Amortiguador de interaccién
20 mM de glutation reducido
0.5% de lauril maltosido

50 mM de NaH,PO,4

300 mM de NaCl

pH 7.8

-Solucion de lavado
0.5% de lauril maltosido
50mM de NaH,PO4
300 mM de NaCl

pH 7.8

-Solucién de elusion
0.5% de laurel maltosido
20y 100 mM de imdazol
50mM de NaH,PO4

300 mM de NaCl

pH 7.8

-Solucién de remocién (100 ml)

2% SDS 20 ml
6.25 mM de Tris-HCI, pH 6.8 12.5 ml
100 mM de 2-mercaptoetanol 0.7 ml

-Resina utilizada
Resina de niquel unida a sefarosa de la marca Amersham Biosciences.

Después de gue se purificd y se removid a la guanidina de la proteina COX2B
se incubd con las proteinas quiméricas de GST y GST-COX2A, de estas dos
Ultimas se utilizo el extracto crudo. Para los ensayos de interaccién se utilizaron
1.89 mg de la proteina COX2B, 116 mg del extracto crudo de la proteina GST y
110 mg del extracto crudo de la proteina GST-COX2A. En el ensayo de
interaccién se utilizdé el mismo amortiguador que se utilizé para solubilizar a la
proteina COX2B. Después de 30 minutos a temperatura ambiente se cargaron
las proteinas a una columna de afinidad, posteriormente se pasé el
amortiguador de lavado colectando tres fracciones de 1.5 ml, seguido de esto
se paso por la columna el amortiguador de elucion colectando las tres primeras
fracciones de 1.5 ml a una concentracién de 20 mM de imidazol y otras seis
fracciones de 1.5 ml a una concentracion de 100 mM de imidazol. Las
fracciones se corrieron en un gel de acrilamida de Laemmli del 12% y se
transfirieron para ser detectadas con el anticuerpo anti-GST y anti-COX2B.



La transferencia de proteinas se explica aqui mismo en la metodologia en el
punto cinco. Pero para reutilizar la misma membrana con otro anticuerpo se
tratd a la membrana con una solucion de remocién por 30 minutos a una
temperatura de 60°C en agitacion y posteriormente se tratdé a la membrana de

la misma forma tal como se describe en el punto cinco.



RESULTADOS



Andlisis in silico de los genes y proteinas COX2A Y COX2B.

1-Presencia de los genes COX2A y COX2B en apicomplejos, algas y
dinoflagelados.

Ademas de las secuencias ya reportadas se han encontrando otras de algas y
dinoflagelados que corresponden a los genes cox2a y cox2b. Solo las
proteinas COX2A y COX2B de Polytomella sp., Chlamydomonas reinhardtii y
Toxoplasma gondii se han caracterizado bioquimicamente (Pérez-Martinez y
col., 2001, Morales-Sainz y col., 2008). Los otros genes cox2 fragmentados se
han encontrado en la secuencia total o parcial del genoma nuclear de algas,
apicomplejos y dinoflagelados, y otros genes los hemos detectado por las
secuencias EST (del inglés expression sequence tags) encontradas en las
bases de datos como el NCBI (National Center for Biothecnology Information)
(Tabla 1).

cox2a | cox2b
APICOMPLEJOS
Toxoplasma gondii V V
Plasmodium falciparum V V
Plasmodium berghei V V
Plasmodium chabaudi V V
Plasmodium yoelii V V
Neospora caninum V V
Theileria parva V \/
Theileria annulata V X
Eimeria tenella V X
Sarcocystis falcatula X V
ALGAS
Polytomella sp. V \/
Polytomella parva. V V
Chlamydomonas reinhardtii V V
Chlamydomonas incerta V V
Haematococcus pluvialis V V
DINOFLAGELADOS
Karlodinium micrum V V
Karenia brevis V v
Ostreococcus tauri V V
Oxyrrhis marina V V
Perkinsus marinus V X
Alexandrium tamarense X V

Tabla 1. Organismos donde se han encontrado los genes cox2a y cox2b. (V) indica presencia y
el (xX) que el gene no ha sido aun identificado. (Tomado y modificado de Morales-Sainz y col.,
2008).



2-Secuencias de las subunidades COX2A y COX2B de apicomplejos y
algas.

La identidad entre las subunidades maduras COX2A de apicomplejos es de
45% con una similitud del 18%. Con la presecuencia la identidad es de 21% y
una similitud del 10% (Figura 12). Los alineamientos se realizaron con las
secuencias de T. gondii, P. falciparum, T. parva y N. caninum. Los
alineamientos en este trabajo se realizaron con el programa Clustal w.

La secuencia de la proteina madura de los apicomplejos alineados con la
proteina COX2A de Polytomella sp. y C. reinhardii sin la presecuencia dan una
identidad del 16% y una similitud del 12%. La identidad y la similitud
disminuyen cuando se alinean estas mismas secuencias incluyendo también la
presecuencia. En el caso de T. gondii su presecuencia es la de mayor tamafio
con respecto a los demas apicomplejos e incluso con las de algas. En cuanto a
la extension del C-terminal de COX2A es extremadamente corta o incluso nula
en apicomplejos con respecto a la de algas (Figura 13).
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Figura 12. Alineamiento de la subunidad COX2A de apicomplejos con presecuencia (Tg,
Toxoplasma gondii., Nc, Neospora caninum., Pf, Plasmodium falciparum., Thp, Theileria parva).
Sombreado en gris corresponde a la presecuencia mitocondrial. Encerradas en cuadros en los
extremos C-terminales se indican las extensiones.
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Continua pie de figura.



Figura 13. Alineamiento de la subunidad COX2A de apicomplejos con presecuencia (Tg,
Toxoplasma gondii., Nc, Neospora caninum., Pf, Plasmodium falciparum., Thp, Theileria parva.)
y Algas cloroficeas (Poly, Polytomella sp., Chlr, Chlamydomonas reinhardtii.). Sombreado en
gris corresponde a la presecuencia mitocondrial. Encerrado en cuadro en el C-terminal se
observan las extensiones.

Con respecto a la identidad de COX2B entre los apicomplejos T. gondii, P.
falciparum, T. parva y N. caninum es de 77% y una similitud de 12%. Y de
estos con respecto a algas (Polytomella sp. y Chlamydomonas reinhardtii) la
identidad es del 52% y una similitud del 23% (Figura 14). Tomando en cuenta
las secuencias de la proteina COX2B de estos apicomplejos y algas incluyendo
las extensiones la identidad es de 32% con una similitud del 15% (Figura 15).
El sitio donde se une el CuA es altamente conservado entre las algas y los
apicomplejos. En realidad, es un sitio conservado en todos los organismos.
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Figura 14.
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Alineamiento de la subunidad COX2B de apicomplejos sin extensiones (Tg,

Toxoplasma gondii., Nc, Neospora caninum., Pf, Plasmodium falciparum., Tha, Theileria parva)
y algas cloroficeas (Poly, Polytomella sp., Chlr, Chlamydomonas reinhardtii.) también sin
extensiones.
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Figura 15. Alineamiento de la subunidad COX2B de apicomplejos (Tg, Toxoplasma gondii., Nc,
Neospora caninum., Pf, Plasmodium falciparum., Tha, Theileria parva.) y algas cloroficeas
(Poly, Polytomella sp., Chilr, Chlamydomonas reinhardtii). Encerradas en cuadro se observan
las extensiones N-terminal y en el extremo C-terminal en negritas y cursivas el sitio de uniéon a

cobre.
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Se puede apreciar que las extensiones de la subunidad COX2B varian mucho
entre estas especies como veremos mas adelante.



3-Extensién de la subunidad COX2B de apicomplejos y algas.

Un alineamiento de las extensiones COX2B de apicomplejos con algas nos da
una identidad muy baja (4%) con una similitud del 8% (Figura 15). Pero a pesar
de no ser tan similares dichas extensiones conservan una alta y muy parecida
polaridad. Podemos observar en una grafica de polaridad la similitud entre las
extensiones de la subunidad COX2B utilizando las secuencias de Polytomella
sp. y Toxoplasma gondii (Figura 16), se puede apreciar en los 100 aminoacidos
del extremo N-terminal el aumento en la polaridad y una disminucién en los 60
residuos del C-terminal. En ambas secuencias es muy similar el patron de
polaridad.

10 20 30 40 50 60
COX2B_Tg —-MDVFRSFWNR-RGAAPGGAATSSGRPAGCR---EENSSVLLQOS-LKANSQQK-——————
COX2B_Nc —-MDVFRSFWNR-RGAASGGAATSSGRPAECRSTGEEKSSVLLQS-LKASSEQKSGATLON
COX2B_Poly = ——————- MSDA-KDQLKEQLKASPSFRAELK-—-DKLKAALLS——————————————
COX2B_Chlamre  —-——-——-- MSES-KDQLKEKLKADPSFRAELK—-—-DRIKNALLS————————————— e
COX2B_Pf —MDKIKSWLGF-NKKIVFTENKFLLRNVNDQ---ESLQAENVRA-EDYPIPEK———————
COX2B_Tp MVKSLNPSTHF INQTPPQGILESILGNVYAEG--PLLDSDLERSRERYPIPKK———————
Prim.cons. MMDVFRS22N2I322222G222S23R3AE222TGEEL2S2LL3SR2K2P2POKSGATLON

70 80
COX2B Tg  ————————— o YLDDPDKIPTYYV
COX2B_Nc VAASDYVTPQKYLDDPDKIPTYYV
COX2B_Poly =  ——————————— o KVPASQPIQYN
COX2B_Chlamre  ————————————- KVPASVPISYN
[o10).3: 1 -3 N —— YLEDPDKIPKYYV
COX2B Tp  ————————— - YLDNPELIPKYYS

. * * *

Prim.cons. VAASDYVTPQKYLDDPDKIP3YYV

Figura 15. Alineamiento de las extensiones de la subunidad COX2B de apicomplejos (Tg,
Toxoplasma gondii., Nc, Neospora caninum., Pf, Plasmodium falciparum., Tha, Theileria parva.)
y algas cloroficeas (Poly, Polytomella sp., Chilr, Chlamydomonas reinhardtii).
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Figura 16. Gréafica de polaridad de las extensiones de la subunidad COX2B de Polytomella sp

(Ps; linea punteada) y Toxoplasma gondii (Tg; linea continua).
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encuentra la puntuacion en la escala de polaridad.



4-Interaccion entre las subunidades COX2A y COX2B de Toxoplasma
gondii.

En un analisis de la estructura secundaria de la parte que clonamos de la
subunidad COX2A (33 aminoacidos) observamos que la parte central de la
secuencia corresponde a una estructura beta-plegada y que la secuencia tiene
predominantemente cargas negativas. Incluso los cuatro aminoacidos del
extremo C-terminal que son los pertenecientes a la extension de COX2A estan
cargados negativamente. Con respecto a la extension de COX2B observamos
gue se predicen varias hélices alfa y que la carga predominante de ésta
extension es positiva (Figura 17).

-COX2A C-terminal
4l seee——)

Pred: CHHHHCCCEEEEEEEEEEEEEEEEECCCCCCCC

_ + + - - _——

AA: MLDEAVYAAMTVKVIGRQWYWIYEVESPVDDEE
10 20 30

-Extension COX2B.

— . S .

Pred: CHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHC
-+ ++ + +-- + ++ - -

AA: MDVFRSFWNRRGAAPGGAATSSGRPAGCREENSSVLLQSLKANSQOKKGETPLONVAAAD
10 20 30 40 50 60

—n
Pred: CCCHHHHHCCHHHCCCCCC
+ - 4+
AA: YVTPQKYLDDPDKIPTYYV
70

Figura 17. Prediccion de estructura de las extensiones de las subunidades COX2A y COX2B
de T. gondii. Los rectangulos negros corresponden a hélices tipo alfa y las flechas en color
negro a hojas tipo beta. También se esquematizan los aminoacidos cargados positiva (+) y
negativamente (-). Los amino4cidos encerrados en cuadro son los que corresponden a la
extension de COX2A.

Dado lo anterior podemos observar que posiblemente la parte que no
corresponde en secuencia a la extension de COX2A pero que tiene varias
cargas negativas podria ser de importancia para su interacciéon con la extensién
de COX2B.



5-Presecuencias mitocondriales de apicomplejos.

La subunidad COX2A de Toxoplasma gondii tiene una masa molecular de 23.8
kDa (Morales-Sainz y col. 2007). La masa de la proteina precursora es de 34.4
kDa tomando en cuenta la presecuencia mitocondrial que es de 174
aminoacidos. Observamos que al alinear la secuencia de la subunidad COX2A
de T. gondii con la de Neospora caninum (otro apicomplejo) la identidad es del
60% (Figura 18). Incluso hay una gran similitud entre las presecuencias
(sombreado en gris en la figura 28). Los 79 residuos del N-terminal (Metl-
Lys79) de T. gondii no se encuentran en la presecuencia de N. caninum.
Calculamos una masa molecular tedrica de 25.8 kDa para la COX2A madura
de T. gondii sin tomar en cuenta los 79 residuos. Esta masa molecular es
cercana a la ya reportada. Posiblemente estos 79 residuos no se encuentran
en la preproteina o son eliminados en el proceso.

10 20 30 40 50 60

COX2A Tg MLAYFAASRELAVVFCVGTTLPENIFLFLSRRLAIIPASSPCSLFFGSRLYPIRSCCGRP

COXZA NC oo s

Prim.cons. MLAYFAASRELAVVFCVGTTLPENIFLFLSRRLAIIPASSPCSLFFGSRLYPIRSCCGRP

70 80 90 100 110 120

COX2A Tg AGFPAKIVYPFLSAHTFPKMMPLSSSLFRPYGHLFHQFPRRFFSSAQ-RGDYSLMLPRHF

COX2A Nc =  ———-——mmm e MVPLYTSLF-PYGQLLNHIPGRFLSLSRPRVDYSLMLSRHF

*:** :*** ***:*::::* **:* ] * ******.***

Prim.cons. AGFPAKIVYPFLSAHTFPKM2PL22SLFRPYG2L2222P2RF2S222PR2DYSLML2RHF

130 140 150 160 170 180

COX2A Tg SSTASSVTKPPQKTDAPAKHDE-HDSHHGTNNFYHMPSHHSPSRHHLNPDGTMRDLTTAE

COX2A Nc SSTSS-VTKPP-KTDAAAQHGEGHDSHHDTNNFYHMPSYHSASRHHLNPDGTMRNLTTAE

***:* k) k% ****.*:*.* *****.*********:**.************:*****

Prim.cons. SST2SSVTKPPQKTDA2A2H2EGHDSHH2 TNNFYHMPS2HS2SRHHLNPDGTMR2LTTAE

190 200 210 220 230 240

COXZA_Tg TFHWEHAEAETPAQQIVSVNGRKMVKGVETRDLVELFLVHQKNIPFWPRMRMNVWGNHDL

COXZA_NC TFHWEHAEAETPAQQIVSVNGRKMVKGVETRDLVELFLVHQKNMPFWPRMRMNVWGNHDL

*******************************************:****************

Prim.cons. TFHWEHAEAETPAQQIVSVNGRKMVKGVETRDLVELFLVHQKN2 PFWPRMRMNVWGNHDL

250 260 270 280 290 300

COXZA_Tg LMKAEFLFFWTPTFITWSLAIPMFTLLYMLDEAVYAAMTVKVIGRQWYWIYEVESPVDDE

COXZA_NC LMKAEFVFFWTPTFIIWSLAIPVFTLLYMLDEAVNAAMTVKVIGRQWYWIYEV-——————

******:******** ******:*********** PR SRR E SR EE S EEEEEEES

Prim.cons. LMKAEF2FFWTPTFI2WSLAIP2FTLLYMLDEAV2AAMTVKVIGRQWYWIYEVESPVDDE
COX2A_Tg E
COX2A_Nc -
Prim.cons. E

Figura 18. Alineamiento de la subunidad COX2A de T. gondii (COX2A_Tg ) y N. caninum
(COX2A_Nc). La parte sombreada corresponde a la presecuencia mitocondrial.



Para obtener un analisis mas amplio sobre la presecuencia analizamos los 79
aminoacidos del N-terminal que solo se encuentran en la subunidad COX2A de
T. gondii y que no se encuentran en la presecuencia de N. caninum
(aminoacidos subrayados en la figura 19). Se intentd conocer si estos 79
aminoacidos se relacionan con presecuencias mitocondriales de apicomplejos
utilizando un programa (PlasMit) especifico para prediccion de péptidos
mitocondriales de P. falciparum. El programa predijo un 99% de probabilidad
gue estos 79 residuos no pertenecen a la mitocondria de P. falciparum, y los
otros 96 aminoacidos de la presecuencia que si alinean con la de N. caninum
analizados con el mismo programa predicen con un 91% de probabilidad que
si pertenecen a mitocondria de P. falciparum.

Se llevé a cabo un andlisis de estructura secundaria con la presecuencia
completa de COX2A de T. gondii (174 aa). Se encontraron varias regiones que
forman hélices tipo alfa (rectangulos negros de la figura 19). De particular
interés fue una region alfa hélice que tiene varios residuos con carga positiva,
lo cual es caracteristico en presecuencias mitocondriales (Roise y col. 1988),
dicha regidon se encuentra entre los residuos Ser84 y GIn107 (rectangulo en
gris de la figura 19). Aunado a que esta regidbn se encuentra dentro de la
prediccion de péptidos mitocondriales en el programa PlasMit, se propone
como una presecuencia mitocondrial para COX2A de T. gondii a partir de la
Met80 (parte de la secuencia no subrayada en la figura 19) con un sitio de corte
predicho por el programa MITOPROT en Val126 (residuo encerrado en cuadro
en la figura 19). Esto daria lugar a partir de Val126 como proteina madura a
una masa molecular para la subunidad COX2A de 20.3 kDa, cercano al
reportado por Morales y col. (23.8 kDa). Por lo tanto la presecuencia propuesta
a partir de Met80 es eliminada al momento de internalizarse en la mitocondria
en T. gondii, por lo que ya no se encontrarian en la proteina madura. Como a la
fecha no ha sido posible secuenciar el extremo N-terminal de esta proteina, no
conocemos todavia si nuestra hipoétesis es correcta.



Pred:
: MLAYFAASRELAVVFCVGTTLPENIFLFLSRRLAITIPASSPCSLFFGSRLYPIRSCCGRP

Pred:
: AGFPAKIVYPFLSAHTFPKMMPLSSSLFRPYGHLFHQFPRRFFSSAQRGDYSLMLPRHFS

Pred:
AA:

Figura 19. Prediccion de estructura secundaria de la extension COX2A de T. gondii. Las barras
negras son las hélices tipo alfa, y las flechas las beta plegables.
subrayados son los que no aparecen en la secuencia de la extension de COX2A de N.
caninum. Los aminoacidos con carga positiva estan sombreados en gris. (El sitio de corte fue

—u e —— )

CCCEEECCCCEEEEEEECCCCCCHHHHEEEEEEEEEECCCCCEEEECCCCCHHHHHCCCC

10 20 30 40 50 60

—ep—

CCCCHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCEEEECCHHHC

70 80 90 100 110 120

- -

CHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEC c ceeeeecececececececececececececce

STASS@TKPPQKTDAPAKHDEHDSHHGTNNFYHMPSHHSPSRHHLNPDGTMRDL
130 140 150 160 170

predicho con el programa MITOPROT).

La region entre Metl-Lys79 podria formar también parte de la presecuencia, o
incluso no traducirse en T. gondii tomando en cuenta la carencia de ésta en N.

caninum, ademas de no presentar sitios de corte en la prediccion.

Los 79 aminoacidos



Produccién del anticuerpo anti-COX2B de Toxoplasma gondii.
6-Sobreexpresion de COX2B de Toxoplasma gondii.

Para obtener un anticuerpo anti-COX2B se amplificé el gen cox2b a partir de
una biblioteca de cDNA de T. gondii, se cloné el gen en un vector de
sobreexpresion (pQ-E30) que codifica a una etiqueta de histidinas, se
sobrexpreso en un sistema bacteriano por cuatro horas con IPTG, se lisaron las
bacterias y se purificod la proteina recombinante. La sobreexpresion se realizé
en presencia de cobre pensando en que seria necesario para el sitio CuA
propio de la parte hidroffiilica de la subunidad 2 (Figura 20).
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Figura 20. Gel de acrilamida del 12% que muestra los extractos crudos de la sobreexpresion de la
proteina COX2B. Tiempos de una hora (t0 al t4), y el cultivo de toda la noche (0.n.).

Para detectar a la proteina COX2B sobreexpresada se utilizé6 un anticuerpo
anti-histidinas acoplado a peroxidasa (Figura 21).
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Figura 21. Placa radiografica de una inmunoréplica tipo western de la sobreexpresién de COX2B.
Tiempos de una hora (t0 al t4), el cultivo de toda la noche (0.n.). Detectado con peroxidasa acoplada a
anticuerpo anti-histidinas y revelado por quimioluminiscencia.

Obtuvimos a la proteina en la fraccion insoluble (Figura 22), probablemente en
cuerpos de inclusién. Por lo tanto se trataron a las células lisadas con
clorhidrato de guanidina para solubilizar a la proteina. La proteina se purificé en



una columna de niquel que por afinidad se une selectivamente a las histidinas
extra. Posteriormente se carg6 a la fraccion enriquecida de la proteina en un
gel de acrilamida (panel A de la figura 23) y se cortaron las bandas de la
proteina COX2B direcctamente del gel, se maseraron y se inyectaron a un
conejo para producir el anticuerpo anti-COX2B. Una vez obtenido el anticuerpo
lo probamos contra la misma proteina recombinante por la técnica de
inmunoréplicas tipo western (panel B de la figura 23).
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Figura 22. Gel de acrilamida del 12% donde se muestra la fraccién soluble (S) y fraccion
insoluble (1). Se aprecia la COX2B en la fraccion insoluble entre la banda de 21 y 31 kDa.

anti-COX2B
I S M E2 E1 Q) E. coli

COX2B—— COX2B —

Figura 23. Panel A: gel de acrilamida del 12% donde se muestra la fraccidn soluble (S) e
insoluble (l) del extracto crudo de la sobreexpresién de COX2B, el marcador (M) y la fraccién
del eluido 1 y 2 (E1, E2) de la purificacion de COX2B en columna de afinidad a niquel. En E2
se aprecia la COX2B parcialmente pura. Panel B: Inmunoréplica tipo western mostrando la
fraccion insoluble (l) del extracto crudo de la sobreexpresion de COX2B marcado con el
anticuerpo anti-COX2B, y en el segundo carril el extracto de la bacteria (E. coli) no
transformada. En la fraccion insoluble se aprecia una banda de mayor intensidad que
corresponde a la reaccién con el anticuerpo, y en el otro carril no se ve la marca del anticuerpo
anti-COX2B cuando se utiliza E. coli no transformada como control.



6.1-Obtencion de la proteina COX2B recombinante de Toxoplasma gondii
en condiciones solubles.

Dado que la proteina COX2B se obtuvo en la fraccidn insoluble con las
condiciones utilizadas, se procedio a hacer una variacion en la temperatura de
crecimiento de la bacteria y en la concentracion de IPTG tratando de obtener a
la proteina soluble. Se probaron diferentes temperaturas y concentraciones de
IPTG (Tabla 2).

Temperatura Concentracion mM de IPTG
37°C 0.1 0.3 05 | 0.8 1
30°C 0.1 0.3 05 | 0.8 1
28°C 0.1 0.3 05 | 0.8 1
25°C 0.1~ 0.3 05 | 0.8 1

Tabla 2. Se muestra en la columna izquierda las diferentes temperaturas de sobreexpresién y
en las demas columnas las diferentes concentraciones de IPTG con las que se sobreexpresa la
proteina COX2B. La condicién en la que se obtuvo méxima sobrexpresion esta marcada con un
asterisco.

La proteina COX2B se obtuvo nuevamente en la fraccion insoluble utilizando
una concentracion muy baja de IPTG, diferente de la ya obtenida para generar
el anticuerpo anti-COXIIB. Esta nueva condicién tenia una concentracion de 0.1
mM de IPTG y una temperatura de 25°C con un tiempo de induccion de 6 horas
(figura 24).
COX2B, 0.1 mM IPTG, 25°C
[ A— —
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Figura 24. Gel de acrilamida del 12% donde se muestran las fracciones del estracto total de la
lisis de bacterias de la sobrexpresion de COX2B a una menor concentracion de IPTG. El nuevo
parametro se observa en la parte superior de la figura. Se observan los tiempos (t0-t6) con una
hora de diferencia entre cada uno.



Dado que no se obtuvo a la proteina COX2B en condiciones solubles durante
la sobreexpresion, se intentd purificar en presencia de clorhidrato de guanidina
6 M. Asi que sobreexpresando a 25°C, con 0.1 mM de IPTG por un tiempo de 4
horas y solubilizando con 6 M de guanidina, se hizo dialisis hasta retirar la
guanidina. Después de varios intentos para obtener a la proteina soluble
obtuvimos una condicion favorable, adicionando 0.5% de L-maltosido al
amortiguador al momento de retirar la guanidina por didlisis (Figura 25).
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Figura 25. Panel A: Gel de acrilamida donde se muestra a la proteina COX2B pura y libre de
guanidina. Panel B: Inmunoréplica tipo western donde se muestran las bandas de reaccién que
corresponden al anticuerpo anti-COX2B detectando a la proteina COX2B. En ambos paneles
se muestra en la parte superior las concentraciones de proteina por carril.

6.2-Obtencion de la secuencia de la proteina COX2B recombinante de T.
gondii por espectrometria de masas.

Con el fin de asegurar la expresion de la proteina deseada, se obtuvo la
secuencia de COX2B recombinante de T. gondii por espectrometria de masas,
la cual nos arroj6 varios fragmentos (Figura 26).

/IEENSSVLLOSLK

/IIYLDDPDK
IINPTYYVEQSNMVTDEDLLPGMLR
/I/ELITATDVIHSWAVPALGIK

MRGSHHHHHHGSDVFRSFWNRRGAAPGGAATSSGRPAGCR///EENSSVLLOSLK///
ANSQQKKGETPLQNVAAADYVTPQK//IYLDDPDK///IPTYYVEQSNMVTDEDLLPGML
R/IINLEVDKRLTLPTRTHIR///ELITATDVIHSWAVPALGIKADAIPGRLQRINTFIQREGV
GYGQCSELCGALHGFMPIVIEAVSPETYAAHAKKWYKD

Figura 26. Secuencia de COX2B recombinante de T. gondii obtenida por espectrometria de
masas. Con tres lineas diagonales (///), subrayados se indican los fragmentos obtenidos.



7-Obtencion de COX2A recombinante de Toxoplasma gondii.

La proteina COX2A de T. gondii corresponde a la parte hidrofébica de una
COX2 ortodoxa. La extension del extremo C-terminal es muy corta, de tan solo
solo cuatro aminoacidos, y en algas esta extension es de 20 aminoacidos.

Amplificamos la parte del gen cox2a (Figura 27) que codifica los ultimos 33
aminoacidos del extremo C-terminal de la subunidad COX2A, con el objeto de
eliminar los dos cruces transmembranales y poder obtener una proteina
soluble. Pensamos que parte de estos 33 aminoacidos que estan fuera de
dichos cruces son los que participan de manera importante en la interaccién
con la extension de COX2B.

Clonamos la secuencia del gen COX2A correspondientes a los 33 aminoacidos
del extremo C-terminal en un vector que contiene la secuencia de la proteina
de fusion GST, sustituyendo asi a los cruces transmembranales por la GST. La
construccion resulto en una proteina quimérica con la GST en el extremo N-
terminal y la estension de COX2A en el extremo C-terminal (GST-COX2A). La
expresion de la proteina le confiere solubilidad a toda la construccion y sirve
también para poder purificar a la proteina quimérica GST-COX2A ademas de
contar con un anticuerpo comercial (anti-GST) para poder inmunodetectarla.
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Figura 27. Gel de agarosa al 1% donde se muestra el gen cox2a amplificado por la técnica de
la PCR. El gen corre a la altura de la banda del marcador de 100 pb.

Una vez que amplificamos el gen, lo sobreexpresamos y obtuvimos
aproximadamente el 30% en la fraccion soluble y el 70% en la fraccidon
insoluble (Figura 28).
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Figura 28. Gel de acrilamida al 12% que muestra la sobreexpresion de GST-COX2A. Marcador
(M), fraccion insoluble (1) y fraccién soluble (S).

Después se inmunodetecté a la COX2A con el anticuerpo anti-GST en
extractos totales (Figura 29).
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Figura 29. Inmunoréplica tipo western donde se muestran los extractos totales. Marcador (M),
GST-COX2A con IPTG, GST-COX2A sin IPTG, XL1 Blue con IPTG, XL1 Blue sin IPTG.

Posteriormente se intentd purificar a la proteina a partir de la fraccién soluble,
pero se encontrd0 que la proteina quimérica recombinante no se une a la
columna de glutation. En contraste la GST sin la parte de COX2A en las
mismas condiciones se une a la columna y se puede purificar
satisfactoriamente. Pensamos que el inserto de 33 aminoacidos de COX2A
interfiere con la GST evitando unirse a la columna de glutation.

Se probaron varias condiciones para purificar a la proteina GST-COX2A. Se
intentd purificar a la proteina en condiciones desnaturalizantes con diferentes
concentraciones de clorhidrato de guanidina desde 6M hasta 3M y 2M sin
obtener una fraccién pura. Se purificé a la GST a una concentracion de 1M de
guanidina pero la eficiencia de purificacion disminuye aproximadamente en un
90%, hicimos lo mismo para GST-COX2A sin obtener proteina pura. Se intentd
purificar a la proteina en presencia de la resina de glutatibn-agarosa y 6M de



guanidina y dializar hasta retirar la guanidina, esto mismo se repitié con resina
de otra marca sin obtener resultados favorables. También probamos solubilizar
a la proteina con 1% de Tritbn X-100 y L-maltésido al 0.3% por separado
tratando de darle cierta flexibilidad a la proteina y que pudiera unirse a su
ligando en la resina sin obtener proteina pura. De manera general en estos
intentos la proteina se agregaba impidiendo la purificacion, y en otros casos
simplemente no se unia a la columna. En otro intento para obtener proteina
COX2A pura clonamos el mismo gen COX2A en otro vector de la misma serie
pGEX, el 2T, el cual tiene los mismos sitios de restriccion con un sitio multiple
de clonacion mas reducido a diferencia del 4T tratando de evitar parte de la
region del sitio multiple de clonacion que se traduce, pensando en que esto
pudiera ayudar a la estructura de la construcciéon GST-COX2A al momento de
traducirse y poder purificarla. Dicha nueva construccion la sobrexpresamos en
las mismas condiciones que la anterior construccion, y utilizamos la parte
soluble (30% aproximadamente) pero tampoco obtuvimos una fraccién pura.
Con esta misma construccion tomamos la fraccion insoluble que es de
aproximadamente el 70% y la solubilizamos con 6M de guanidina y la
dializamos hasta quitar la guanidina en presencia de 0.5% de L-maltésido. A
diferencia de otros intentos, la proteina no se precipitd teniendo asi una
fraccion solubilisada libre de guanidina. Sin embargo esta proteina tampoco se
unio a la columna de glutation.

Después de varios intentos tratando de purificar a la GST-COX2A decidimos
hacer ensayos de interaccion con el extracto total de ésta y con COX2B ya
purificada y en condiciones solubles.

7.1-Sobreexpresion y purificacion de GST.

Sobreexpresamos a la GST para utilizarla como control. También de esta
proteina aproximadamente el 70% es insoluble y el 30% soluble. Utilizamos la
fraccion soluble para purificar la proteina en una columna de afinidad que
contiene glutation reducido (Figura 30).

28-

17-

Figura 30. Gel de acrilamida al 12% donde se muestra la purificacion de GST. Marcador (M).
Extracto total (1), sobrenadante que no se pega a la resina (2), Lavados con PBS (3-4) y
elucion con 10 mM de glutatién reducido (5-9).



8-Interaccién de COX2B con COX2A.

Para los ensayos de interaccion se utiliz6 a la proteina COX2B pura en
condiciones solubles después de tratarla con clorhidrato de guanidina. De la
proteina GST-COX2A se utilizé la fraccion soluble del extracto total, y para
mostrar que la unidn es especifica se utilizé la proteina GST de extractos
totales.

Se colocé a las proteinas GST y GST-COX2A en las mismas condiciones que
la COX2B, en 0.5% de L-maltésido y en amortiguador de fosfatos. Y pensando
en que la extension de COX2A interfiere con el sitio activo de la GST, al medio
se le adicion6 una concentracion elevada (20 mM) de glutation reducido para
saturar el sitio activo de la GST-COX2A y posiblemente liberar y proveerle
cierta flexibilidad a la extensién de COX2A y facilitar su interaccion con COX2B.
Se incubo a la proteina COX2B con GST-COX2A y como control se incubo a la
proteina COX2B con GST. Posteriormente los extractos totales se cargaron a
una columna de Ni-sefarosa para unir a la proteina COX2B, después se lavo la
columna con una solucién de lavado (L1-L3 de la figura 31), y luego se eluyé
a diferentes concentraciones de imidazol (E1-E9 de la figura 31). Si existiera
interaccion entre las proteinas COX2B y GST-COX2A deberian eluir en la
misma fraccion mientras que en el control solo deberia eluir COX2B. Las
fracciones obtenidas se corrieron en un gel desnaturalizante de Laemmli, se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se marcoé primero con el
anticuerpo anti-GST. Para marcar con el anticuerpo anti-COX2B se utilizaron
las mismas membranas, y para esto se lavaron con una solucién de remocién
para poder reutilizar dichas membranas, posteriormente se trataron a las
mebranas de manera usual para poder incubar el anticuerpo anti-COX2B. Esto
con la intencion de apreciar en la misma membrana la presencia o ausencia en
una misma fraccién a las dos proteinas identificadas con los dos diferentes
anticuerpos, y debido a que es un gel desnaturalizante veriamos en distinto
peso a las proteinas pero de haber interaccion aparecerian en una misma
fraccion. Sugiriendo asi la interaccion entre ambas subunidades COX2A y
COX2B.

Lo anterior se puede apreciar en la figura 31. En el panel A se observa la
marca con el anticuerpo anti-GST localizando a la proteina GST-COX2A en las
fracciones de eluido E3 y E4, en la misma membrana se detecta a la proteina
COX2B con el anticuerpo anti-COX2B (panel B de la figura 31), la fraccién E4
es la de mayor concentracion de imidazol y en esta fraccion coinciden la
presencia de COX2A y COX2B quiméricas. En el control se obtuvo a la
proteina GST en la fracciébn E1 y E2 (panel C de la figura 31) que contienen
una baja concentracion de imidazol y poca presencia de COX2B, y en las
fracciones donde es més abundante la proteina COX2B la proteina GST ya no
aparece ( panel D de la figura 31).
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Figura 31. Inmunoréplica tipo western donde se muestra la interaccion entre COX2B con GST-
COX2A y COX2B con GST, purificadas en columna de Ni-sefarosa. En las figuras se observa
el extracto total (EC1), el extracto después de pasar por la columna (EC2), los lavados (L1-L3)
y los eluidos a diferentes concentraciones de imidazol (E1-E9). Los asteriscos sefialan la
fraccion en que se encuentran GST y COX2A al mismo tiempo que COX2B. Se coloc6 el anti-
GST primero y se reutilizé la membrana para colocar el anti-COX2B.



DISCUSION

Los parasitos apicomplejos como Plasmodium falciparum y Toxoplasma gondii
adquirieron por un proceso endosimbidtico con una alga verde o roja un
organelo llamado plastido, el cual se conoce como apicoplasto (Wilson y col.,
1996. Kohler y col., 1997). Al encontrarse el gen cox2 fragmentado en algas
cloroficeas y posteriormente en apicomplejos (Pérez-Martinez y col., 2001.
Funes y col., 2002), se propuso que los genes cox2 migraron del genoma del
eucariote endosimbionte ancestral de un alga verde, al genoma del hospedero,
un ancestro apicomplejo. Estos genes fragmentados de origen clorofita
reemplazaron al gen cox2 mitocondrial del apicomplejo. Por lo mismo, se
propuso que el ancestro que dio origen al apicoplasto fue un alga de la clase
cloroficea.

En este trabajo, encontramos mas genes fragmentados cox2a y cox2b en la
base de datos (NCBI), tanto en algas cloroficeas, como en apicomplejos y
dinoflagelados. Estos dos ultimos pertenecen al grupo de los alveolados. Lo
anterior apoya la idea de que la migracién de los genes fragmentados de algas
a apicomplejos y dinoflagelados sucedi6 como un evento de transferencia
horizontal. De manera mas reciente se encontré a un microrganismo llamado
Chromera velia con caracteristicas ultraestructurales de un alveolado y
filogenéticamente relacionado con apicomplejos, que ademas cuenta con un
plastido fotosintético (Moore y col. 2008). Seria interesante saber si este
organismo también cuenta con genes cox2 fragmentados.

La busqueda de estos genes en la base de datos presupone que los productos
peptidicos correspondientes se encuentran presentes de manera fisica en las
mitocondrias de dichos organismos y que no son solo vestigios genéticos. La
Unica evidencia bioquimica de que las subunidades COX2A y COX2B estan
presentes en la mitocondria se ha realizado en estas algas verdes (Pérez-
Martinez y col., 2001) y muy recientemente en el apicomplejo T. gondii
(Morales Sainz y col. 2008). Se sabe de presencia de proteinas COX2
heterodimericas tanto en las algas como en T. gondii (Pérez-Martinez y col.,
2001; Morales Sainz y col. 2008). Lo que no se sabe es como es que se
estabiliza estructuralmente el heterodimero de COX2A y COX2B para que sea
funcional. En el caso de COX2A de algas se conocen los aminoacidos que
forman la presecuencia mitocondrial, ya que se han secuenciado las proteinas
maduras. Sin embargo en el caso de T. gondii no se ha podido secuenciar el
extremo N-terminal de la proteina COX2A madura, por lo tanto se desconoce
COMO €es que se procesa su presecuencia (Morales Sainz y col. 2008).

Para complementar este trabajo se realizé un analisis in silico que nos ha
permitido observar que la presecuencia de COX2A en T. gondii es de mayor
longitud con respecto a las de algas y a las de los otros apicomplejos. En este
trabajo predecimos un sitio de corte para la presecuencia de COX2A de T.
gondii, el cual nos da una masa molecular de la proteina madura aproximada a
la observada en mitocondrias de T. gondii. Esto podria ser confirmado cuando
se obtenga la secuencia del extremo N-terminal de la proteina COX2A de T.
gondii.



Continuando con el analisis in silico observamos que la extension C-terminal de
COX2A de las algas es relativamente grande, mientras que en los apicomplejos
es muy corta o incluso nula (4 a 5 residuos Unicamente). Por otra parte, la
extension N-terminal de COX2B es de mayor tamafio en T. gondii con respecto
a la de otros apicomplejos y a las algas. Esto nos hace suponer que la
extensiéon de COX2B juega un papel importante en la interaccién entre COX2A
y COX2B. Al alinear la extension de COX2B de T. gondii con la de Polytomella
sp. observamos que la similitud es baja, pero que comparten graficas de
polaridad muy parecidas, implicando una funcion similar en ambas. La
extension de COX2A en T. gondii es de cuatro aminoacidos, muy corta, sin
embargo contiene varias cargas negativas que pudieran ser importantes para la
interaccion entre las dos subunidades. También analizamos la estructura
secundaria de los 33 aminoacidos que utilizamos para hacer la construccién
GST-COX2A de T. gondii y observamos la presencia de varios residuos
cargados y la presencia de una region beta-plegada. Esta regidén esta presente
después del cruce transmembranal, por lo que estaria expuesta hacia el
espacio intermembranal mitocondrial. Pensamos que también podria participar
en la interaccion con la subunidad COX2B.

Por otro lado la obtencion del anticuerpo anti-COX2B de T. gondii fue
importante para poder inmunodetectar a la proteina recombinante COX2B en
un trabajo relacionado con éste. Sin embargo, para los ensayos de interaccién
in vitro necesitdbamos una proteina recombinante soluble y estructuralmente
estable. La proteina sobreexpresada se localizé consistentemente en cuerpos
de inclusion, y fue necesario utilizar clorhidrato de guanidina para solubilizarla.
Logramos eliminar la guanidina de la proteina COX2B pura y tenerla en
condiciones solubles para los ensayos de interaccién. Cabe sefialar que una
proteina que ha sido desnaturalizada con guanidina no necesariamente
conserva el mismo plegamiento de su contraparte nativa (Singh y Panda 2005).

Con respecto a la proteina quimérica GST-COX2A, a pesar de
sobreexpresarse parcialmente en los sobrenadantes, fue imposible de purificar.
Hipotetizamos que la adicion del fragmento de la proteina COX2A bloquea el
sitio de interaccion de la enzima con el glutation. Por lo tanto decidimos utilizar
el extracto crudo de GST-COX2A para los ensayos de interaccion. Nuestra
estrategia fue incubar a las proteinas COX2B y GST-COX2A, permitir su
posible interaccion, y purificarlas uniendo a la proteina COX2B a una columna
de afinidad con niquel. Después, detectamos a las proteinas en los eluidos con
sus respectivos anticuerpos. Observamos que COX2B y GST-COX2A migran
juntas en la misma fraccion donde se eluye con la maxima concentracién de
imidazol, sugiriendo una posible interaccion entre ambas. Para los controles
utiizamos ensayos de interaccion entre COX2B y GST donde la Unica
diferencia fue la presencia de GST recombinante, sin la extensién
correspondiente a COX2A. Ahi observamos que en la fraccién que eluye con
mayor concentracion de imidazol se encuentra Unicamente a la subunidad
COX2B. Este ensayo tiene varias consideraciones, por un lado la proteina
COX2B reconstituida después de eliminar la guanidina puede no conservar su
estructura nativa (Kohono y col. 1990). Otro factor es el posible impedimento
estérico de la etiqueta de histidinas que se encuentra en el extremo N-terminal
de la proteina COX2B.



Ademas la utilizacién de extractos crudos de GST-COX2A y GST resulta en
una probabilidad mas elevada de interacciones inespecificas (Singh y Panda
2005).

Existen varias alternativas para darle continuidad a este trabajo. Una de ellas
seria sobrexpresar las proteinas en un sistema eucariote, que permita la
expresion de proteinas en el medio soluble como por ejemplo, utilizando
sistemas de expresion en levadura, como Pichia pastoris o Kluveromyces lactis
(Li y col. 2007., Fleer y col. 1991). Otra posibilidad es utilizar el sistema TAP
(del inglés tandem affinity purification) que permite la purificacion de proteinas
gue se encuentran interaccionando (Puig y col., 2001). Otra modificacion que
podria hacerse en un futuro, es la de incluir un brazo flexible formado con
residuos extras entre la proteina GST y la extension de COX2A. También
podria seguirse intentando sistemas de sobreexpresion bacterianos utilizando
como vehiculo una proteina mas soluble que GST, como por ejemplo los
vectores de la serie pET (Edgerton y col. 2000). Otra opcién para descartar
una interaccion inespecifica seria obtener una construccion de COX2B con la
etiqueta de histidinas en el extremo C-terminal. Y también contemplar como
control una proteina diferente a GST.



CONCLUSIONES

Se logré expresar la proteina recombinante COX2B de T. gondii y generar
anticuerpos convencionales conra ella. Dicho anticuerpos fueron utlizados para
identificar la subunidad nativa en el parasito.

Se logrd expresar a un fragmento de la proteina COX2A de T. gondii unida a la
protein GST.

La proteina recombinante GST-COX2A no pudo purificarse por métodos
convencionales, probablemente porque el fragmento de COX2A impide
estéricamente la unién de glutation al sitio activo de GST.

Experimentos de union entre la proteinas GST-COX2A y COX2B, sugieren una
posible interaccion entre ellas.

El plegamiento correcto de las proteinas COX2A y COX2B probablemente
juega un papel fundamental para la interaccién entre ambas subunidades.

El uso de herramientas in silico fue util como un complemento al conocimiento
de las proteinas COX2A y COX2B en diversos parasitos.
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Abstract

' Two genes encoding cytochrome ¢ oxidase subunits. Cox2a and Cox2b, are present in the nuclear genomes of apicomplexan parasites and
show sequence similarity to corresponding gencs in chlorophycean algae. We explored the presence of COX2ZA and COX2B subunits in the
cywochrome ¢ oxidasc of Toxoplasma gondii. Antibodics were raised against a synthetic peptide containing a 14-residue fragment of the COX2ZA
it polypeptide and against a hex, idine-tagged recombinant COX2B protein. Two distinct immunochemical stainings localized the COX2A and
*1 COX2B proteins in the parasite’s mitochondria. A mitochondria-enriched fraction exhibited cyanide-sensitive oxygen uptake in the presence of
succinate. 7. gondii mitochondria were solubilized and subjected to Blue Native Electrophoresis followed by second dimension clectrophores
Selected protein spots from the 2D gels were subjeeted to mass spectrometry analysis and polypeptides of mitochondrial complexes 11, IV and
4 were identified. Subunits COXZA and COX2B were detected immunochemically and found to co-migrate with complex TV; therefore, they are
+ subunits of the parasite’s cytochrome ¢ oxidase. The apparent molecular mass of the 7. gondii mature COX2A subunit differs from that of the
chiotophycean alga Pohvomella sp. The data suggest that during its biogenesis, the mitochondrial targeting sequence of the apicomplexan

i intermembrane space {1,

COX2A precursor protein may be processed differently than the one from its algal counterpart.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

{ Kevwords: Toxoplasma gondii, Cytochrome ¢ oxidase; COX2A subunit: COX2B subunit; Fragmented cox2 gene; Apicomplexan parasite

1, Introduction

Mitochondrial cytochrome ¢ oxidase (EC 1.9.3.1), or
complex IV, the terminal component of the respiratory chain,
transfers electrons from reduced cytochrome ¢ to oxygen. This
reaction is coupled to proton translocation from the matrix to the
1.2}, Cytochrome ¢ oxidase is an
oligomeric membrane protein complex of 1013 subunits that
contains four redox centers: a binuclear Cu,, home o, heme a3
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and Cug {3]. In the majority of eukaryotes, the three larges
subunits of cytochrome ¢ oxidase, COX1, COX2 and CQX3, arc
encoded by the corresponding cox/, cox? and cox3 genes of the
mitochondrial genome {4]. In chlorophycean algac, i.e., Chia-
mydomonas reinhardtii, Volvox carterii and Polviomella sp., the
cox2 gene is fragmented in two distinct genes, CoxZa and
Cox2b, located in different chromosomes of the nuclear genome
[5--8]. The Cox2a gene encodes subunit COX2A, homologous
to the amine terminal half of a typical one-polypeptide COX2,
while the Cox2b gene encodes subunit COX2B, equivalent to
the C-terminal half of an orthodox COX2. Fragmented COX2
subunits contain unique amino acid extensions: a C-terminal
extension in COX2A and a N-terminal extension in COX2B,
which are thought to stabilize the interaction between both
polypeptides [5]. In addition, the COX2A precursor protein
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contains a long mitochondrial targeting sequence (MTS) of 130
tesidues [5]. The non-covalent assembly of the COX2A and
COX2B subunits in the inner mitochondrial membrane gives rise
fo a heterodimeric COX2 subunit in green algal cytochrome ¢
oxidase. Cox2a and Cox2b genes are also present in the nuclear
genome of two taxa of alveolates (protists with a layer of flattened
vesicles): apicomplexan parasites (named for their distinctly
polarized cell apex) [7,9] and dinoflagellates (flagellated, often
photosynthetic protists) [10]. These findings correlate with the
fact that all mitochondrial genomes of apicomplexan parasites
characterized to date contain only the cytochrome oxidase
encoding genes cox/ and cox3, while the cox2 gene is invariably
absent [11]. The presence of COX2A and COX2B subunits in the
cytochrome ¢ oxidase of chlorophycean has been well docu-
mented [5,12,13], but the presence of cquivalent subunits in
apicomplexan parasites has not been ascertained. Here, we
explore the presence of COX2A and COX2B subunits in the
mitochondrion of the apicomplexan parasitc Toxoplasma gondii,
the causative agent of toxoplasmosis. Using different microscopy
techniques, we immumolocalized the COX2A and COX2B
subunits in 7. gondii mitochondria. We also describe the isolation
of a mitochondria-enriched fraction from the parasite and the
resolution of its protein components by Blue Native Electro-
phoresis (BNE), and provide immunochemical evidence for the
association of COX2A and COX2R subunits with T gondii
cytochrome ¢ oxidase. The data also suggest that the apicom-
plexan parasite COX2A precursor profein may be processed
differently during its biogencsis as compared to its chlorophy-
cean algal counterpart,

2. Materials and methods

2.1. Strains and cultures

T gonddii tachyzoites were cultured as previousiy reported [ E4], Tachyzoites
arc the stage of the parasite that rapidly multiplics in any cell of the intermediate
host and in nonintestinal epithelial s of the detinitive host. Nine-week old
fenate mice (strain Balb/c) were inoculated intraperitoneally with 1> 10° T
gondii tachyzoites strain RH in sterile PBS (pH 7.2). The parasites were
recovered four days post-infection from peritoncal exudates. Exudates were
passed through needles of different calibers to climinate contaninating celis, and
centrifuged"at 1200 xg for 10 min. The supernatant was filtered throngh a
polycarbonate filter (pore diameter of 5 um) and centrifuged again at 2400 =g
for 10 min. Freshly harvested tachyzoites were used for microscopy studies.
Otherwise, they were resuspended in a small volume of PBS and stored at
=70 °C until used.

2.2. Transmission electron microscopy

T gondii tachyzoites (10 10° cells) were fixed with 2.5 ghataraldehyde in
PBS {pH 7.2) for 2 h at 4 °C, and washed three times with PBS by centrifugation
4t 2400 xg in & table-top centrifuge. The parasite cells were post-tixed with 1%
osmiwm tetroxide. Dehydration was carried out at room temperature in a graded
series of ethanol at a concentration from 40 to 100% (v/v) in 10% increments.
Then, samples were placed two times during 5 min cach in propylene oxide.
Pre-embedding in 1:1 propylene oxide-epoxy resin was conducted overnight.
Thin sections (50 to 60 nm thick) were cut with un ultramicrotome (Leica
Ultracut R) and placed onto formvar-coated 200 mesh copper grids. Grids were
contrasted with uranyl acetate and lead citrate and examined undera JEOL 1200
EX 1I transmission electron microscope operating at 80 kV.

2.3. Antibody production against COX24 subunit

The sequence of 7. gondii COX2A subunit (accession rumbers AAO27EE3
and AF503914) [15] was analyzed for possible antigenic sites at the Molecular
Immunology Foundation Homepage (http://bio.dfel harvard edu/Tools/anti zenic.
himl) following the semi-empirical method for prediction of antigenic
determinants of Kolaskar and Tongaonkar {161 The l4-residuc anti genic
determinant ETRDLVELFLVHQK was chosen. An extra cysieine was added to
the N-terminus of this peptide to allow crosslinking with maleimidobenzoyl-y-
hydroxysuccinimide ester to a protein carrier for antibody production. Peptide
synthesis and coupling to keyhole limpet hemocyanin was carried out by NeoMPS
(San Diego, CA). The conpled peptide was then used to raise antibadics in rabbits.

2.4. COX2B overexpression and antibody production

Primers were d d based on the seq of the Cox2b gene (accession
numbers AAO27882 and AF499004) [15]: 5'-CGC GGA TCC GAT GTT TTC
CGG TCC TTC TGG AAC-3' and 5'-CGG GGT ACC TCA GTC TTT GTA
CCA CTT CTT TGC-3'. Underlined are the added BamFl and Kpnl restriction
sites included to facilitate cloning. A ¢cDNA library of T gondii was the template
for PCR amplification with Zag polymerase {15} The 560-bp product was
cloned into the restriction sites BamH/ and K, pnl of the pQE30 vector (Qiagen)
and the COX2B protein of 238 kDa containing 4 six-residue histidine tag at the
N-terminus was overexpressed in an Escherichia coli XL1 blue strain in the
presence of | mM IPTG (37 °C for 4 h). The overexpressed polypeptide, which
was mainly found in inclusion bodies, was extracted in the presence of 6 M
guanidine-HC], purified using a Ni-NTA agarose resin, and used to raise anti-
COX2B antibodies in a rabbit.

2.5 Immunoelection microscopy

The method described by Agredano-Moreno, et al. {171 was adapted for
T gondii cells. Tachyzoites (10x 10° celis) were fixed with 4% paraformalde-
hyde followed by dehydration with increasing concentrations of methano!, and
embedded in Lowicryl K4M resin. Polymerization was carried out in Eppendorf
tubes for 55 min under UV light (320360 nm). Thin sections {60 nm thick)
were placed onto 200-mesh formvar-coated gold-grids and incubated for 2 h
with 0.1% TBST (pH 7.6) in a humid chamber at room temperature. The grics

K]

were washed three times with TBS (pH 7.5} and incubated with anti-COX2B
antibody (1:50 difution in TBS) overnight at 4 °C in the humid chamber, washed

four times with TBS, and blocked with 1% ovoalbumin in 0.01 M PRS for
30 min as deseribed [1¥]. Grids were then incubated with the secondary
antibody (goat anti-rabbit IgG coupled to gold beads of 12 nm from Jackson
ImmunoResearch) in a 1:20 dilution. Subsequently, the grids were washed four
times with TBS and five times with distilled water. Finally, they were contrasted
with uranyl acetate and lead citrate and observed under a JEOL JEM 1010
electron microscope coupled to a digital camera MTi model CCD-300-RC.

2.6. Mitotracker staining of T. gondii tachyzoites

D asites (100 pl, ining 12.5% 10° tachyzoites)
was incubated with 2.5 pM Mitotracker CMX Ros (Molecular Probes) at room
temperature and in the dark for 20 min. The cells were washed four times with
PBS, resuspended in 10 pul of the same buffer, and loaded on slides covered with
0.1 M poly-L-lysine. The samples were cover-stipped and observed under a
Laser Scanning Confocal Microscope Fluoview FV 1000 Spectral {Olympus})
using a helium—ueon laser emitting at 543 nm. Where indicated, tachyzoites
were also incubated in the presence of DAPI (1 pg/mi) to stain nuclei, and blue
fluorescence was followed with a laser diode emitting at 405 nm. Also, where
indicated, before labeling with Mitotracker, 6.25x10* tachyzoites were
incubated in the presence of either 1 mM NaCN, 250 uM Antimycin A, or
6 mM CCCP during 30 min at room temperature.

A ion of living p

2.7. Confocal i localization studies

7. gondii tachyzoites (6.25% 10"} were labeled with 2.5 #M Mitotracker
CMX Ros (Molecular Probes) at room temperature and in the dark for 30 min.
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The cells were then washed four times by centrifugation (2400 xg for 10 min)
with PBS pH 7.2. The parasite cells were permeabilized with 0.05% Tween 20
for 90 min at room temperature, washed four times, and blocked with 1% BSA
for | h as previously described [19}. The tachyzoites were incubated at 4 °C
overnight either with the rabbit anti-Toxoplasma COX2B antibody (1:10
difution) or with the rabbit anti-Toxoplasma COX2A untibody (1:5 and 1:10
dilations), washed three times with PBS and incubated for 2 h with
fuorochrome-conjugated secondary antibodies (goat anti-rabbit Alexa Fluor®
488 from Molecular Probes, 1:100 dilution in PBS containing 1% BSA).
Primary antibodies were omitted from samples used us negative controls. The
cells were washed three times with PBS and incubated with DAPI{[ 1 g/mi) for
30 min at room temperature, and washed again four times. The cells were fixed
wih 4% paraformaldehyde in PBS and washed three times, Finally, the
tchyzoites were pelleted by centrifugation at 3600 xg for 10 min and
resuspended in 10 ul of PBS and observed under the Laser Scanning Confocal
Microscope. Alexa 488 (green fluorescence) was followed with an argon laser
emitting at 488 nm.

28. Isolation of mitochondria and oxygen uplake measurements

For the isolation of the mitochondrial fraction, we modificd the protocol of
Leriche and Dubremetz [20], originally developed for the isolation of T gondii
secretory organelles. All steps were carried out at 4 °C. T gondii tachyzoites
250 10%) were thawed and washed fwice by centrifugation at 2000 =g for
10 min and resuspension in 10 m! of a buffer containing 250 mM sucrose, | mM
potassium EDTA, and 5 mM tricthanolamine (pH 7.5) (TES buffer). The peliet
was resuspended in 10 mi of TES buffer and broken mechanicatly with a Potter
homogenizer with five to six gentle manual strokes of the teflon-pestle. The
broken cells were cenwifuged at 2000 xg for 30 min and the supernatant
centrifuged at 27,000 >g for 30 min. The resulting pelet was resespended in a
small volume. of TES butfer, taken to a final concentration of 40% Percoll, and
loaded onto 10 ml centrifuge tubes containing 40% Percoll in TES buffer,
Samples were centrifuged at 180,000 g for 45 min in a 50Ti rotor. Fractions of
00 pl cach were collected, and the mitochondrial fraction identified by
measuring the oxygen upiake of each fraction in the presence of 10 mM
suceinate at 27 °C. A Clark-oxygen electrode in a reaction vessel of 3 ml of air-
saturated respiration butfer (S mM MES, 0.6 M mannitol, 4 mM HaPO,, 20 mM
KCL and 0.5 mM MgCly ai pH 6.8) was used. Measurements wese performed
with 0.25--0.35 mg/ml of protein of the mitochondrinl-cariched fraction.

Table §
Species that contain fragmented Cox2e and Cox2b gencs
Lincage Species COX2A COX2B
Dinoflagellata  Alexandrium CK782370
tamarense
Karenia brevis CO060733
Karlodinium micrum  ABF22753,1 KMEODO16886
Oxyrrhis marina ABF22755.1 ABF22756.1
Apicomplexa  Eimeria tenellu CD666153
Neospora caninum CF423061 CF275235.1

Plasmodium berghei  XP_680277.

t XP_678991.1
Plasodittm chabaudi XP_738170.1

XP.731807.1

Plusmadinm XP.001350328.1 XP.001348462.1
Sfalciparim

Plasmodium yoelii EAA20212.1 XP.728989.1
Sarcocystis falcatula DV180913

XP_054616,1
XP_765620.1
AAO27883.)
AF443624.¢

Theileria annulaia

Theileria parva

Toxoplasma gondii
Chlorophyceae  Chlumydomonas

XP..766204.1
AAO27R82.1
AF305543_t

reinhardtii

Haemutocoecus DV203769 DV203283
phvialis

Polvtomella parva POEGOOODI62 POEOO004826

Polytomella sp. AF305541.1 AF305542.}

COX2A (23.8 kDa} —

COX28 (13.2 kDa)ors

Fig. 1. Immunoblot analysis of whole 7. gondii cell extracts, 7. gondii whole cell
protein extracts (equivalent to 40 ug of protein) were subjected to denaturing
SDS-PAGE and transferced to nylon membranes for Western blot analyses).
A) Lane decorated with the anti-COX2B antibody. B) Lane decorated with the
anti-COX2A antibody. C) Molecular mass markers. Two immunoreactive bands
with apparent molecular masses of 23.8 kDa (COX2A) and 13.2 kDa (COX2RB)
could be identified.

2.9. Blue native polyacrviamide gel electrophoresis

Sample preparation and BN-PAGE were carried out as described by
Schégger and von Jagow [21). Mitochondria were thawed and centrifuged at
magimum velocity of a table-top centrifuge for 5 min. The peliet was
resuspended in TES buffer, centrifuged again and the supermnatant was discarded.
Mitochondria were then resuspended in sample buffer (50 mM Bis—Tris, 0.75 M
amino caproic acid, pH 7.0) to a final protein concentration of 5 mg/m} and
solubilized in the presence of 2% (w/v) n-dodecyl malioside at the same protein
concentration for 30 min at 4 *C. After centrifugation at 100,000 xg for 30 min.
Coomassic Blue was added and the sample loaded onto 5-15% {w/v) gradient
polyacrylamide gels.

2.10. 2D-SDS-PAGE

Entire lanes from BN-PAGE were used to resolve the subunits in the second
dimension Tricine-SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (2D-SDS-PAGE)
(15% acrylamide) as previously described [21]. Apparent molecular masses
were estimated using BenchMark protein standards (Invitrogen).

2.11. Protein analysis

Protein cong s were d 1 as described {22]. After electrophor-
esis, proteins were electrotransferred onto nitrocellulose (BioRad) for Western
blotting. The antisera used were raised against 77 gondii COX2A and COX2B
subunits (see below). For protein identification, Coomassie Blue-stained spots
were excised from the gel and sent to the W.M. Keck Foundation Biotechnology
Resource Laboratory (Yale University, USA) for Liquid Chromatography/Mass
Sp y/Mass Sp v (LC-MS/MS) analysis.

2.12. Sequence analysis in silico

Protein sequences were obtained from ENTREZ at the NCBI server (www.
nebinlovnihgov), Multiple alignments were done with Clustal W (sear-
chlauncherbem.ime.edu). Molecular masses and p! calculations were done with
the compute p/MW tool [23] at the ExPASy Molecular Biclogy Server (www.
expasy.ch).
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Fig. 2. Subcellular fractionation of 7 gondii tachyzoites by Percoll gradient
centrifugation. Bottom panel, elution p'r()ﬁlc of the Percoll gradients. Protein
concentration (black triangles) and oxygen consumption rates {open circles) for
each fraction are shown. Upper panel, immunoblot analysis of scleeted fractions
forms the Percoll gradicnt, Numbers on top indicate the corresponding fraction
number. Fractions exhibiting anti-COX2A and anti-COX2B immunorcactivity
were those that exhibited maximal oxygen consumption activity using succinate
as substrate.

3. Results

Nucleus-localized Cox2a and Cox2b genes are present in a
limited number of eukaryotic lineages: chlorophycean algae,
apicomplexan parasites, and in some dinoflagellates, Table |
summarizes the COX2A and COX2B sequences that have been
identified to date and the corresponding accession numbers.
Although Cox2a and Cox2b genes are present in several
apicomplexan parasites, until now, biochemical evidence for
the presence of the corresponding protein products is Iacking.
This work explored the presence of mature COX2A and COX2B
subunits assembled in the cytochrome ¢ oxidase complex of an
apicomplexan parasite. We generated specific antibodies against
the parasite’s COX2A and COX2B polypeptides. Anti-COX2A
antibodies were induced against a 15-residue synthetic peptide,
while anti-COX2B antibodies were generated against the 6-His-
tagged recombinant protein. T gondii whole cell protein extracts
were subjected to denaturing SDS-PAGE and transferred to
nylon membranes tor Western blot analyses. Two immunor-
eactive bands with apparent molecular masses of 23.8 kDa
(COX2A)and 13.2 kDa (COX2B) could be identified (Fig. ). Tn
a parallel gel, using the same set of molecular mass markers,
Polytomella sp. extracts were run and transferred to membranes
for Western blotting, using antibodies raised against the algal

COX2A and COX2B subunits. The immunoreactive bands of

the alga exhibited apparent molecular masses of 13.0 kDa
(COX2A) and 15.0 kDa (COX2B) (data not shown).

Western blot analyses were also carried out with a 70 gondii
cell fraction enriched in mitochondria. For this purpose,

Fig. 3. Ultrastructure of a I0 gondii taquizoite and immunolocalization of COX2B to mitochondria by electron microscopy using gold-labeled secondary antibodics.
A) Electron micrograph of a sectioned tachyzoite. The main subeellular structures are indicated: conoids (C). dense granules (Dg), Golgi apparatus (G), internal
membrane complex (IMC), rhoptries (Rb), micronemes (Mn), mitochondria (Mi) and nucleus (N). Immunolocalization of COX2B to T, gondii mitochondria (Mi). The
other observed subcellular structures are also indicated: dense granule (Dy), thoptries (RD), nucleus (N). C) Higher magnification of pane B, that shows intense

fabeling in the mitochondrion,
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Fig. 4. Fluorescent images of mitochondria of 7/ gondii tachyzoites labeled with Mitotracker, Panels A, B, C, D, E and F show the different mitochondrial structures
found in tachyzoites incubated in the presence of 2.5 M Mitotracker Red CMX Ros. Panels 4, b, ¢, d, ¢ and f show the corresponding superimposed images of
Mitotracker-stained mitochondria and tachyzoitcs observed under differential interference contrast.

A

Fig.. 5. Immunolocalization of COX2A and COX2B polypeptides by confocal microscopy of permeabilized tachyzoites using fluorochrome-fabeled secondary
antibodies. Panel A: a) Staining of mitochondria with Mitatracker (red fluorescence). b) Labeling with the rabbit anti-Toxoplasma COX2A antibody followed by the
Alexa 488-conjugated anti-rabbit antibodics (groen fluorescence). ¢) Colocalization of antibody fluorescence and Mitotracker staining. d) Overlay of panel “c” and
tachyzoites observed under differential inferforence contrast, ¢} Staining of the nuclens with DAPI (blue fluorescence) and of mitochondria with Mitotracker (red
fluorescence). ) Overtay of panel “e” and tachyzoites observed under differential interference contrast. Panel B: a) Staining of mitochondria with Mitotracker {red
flucrescence). by Labeling with the rabbit anti-Toxoplasma COX2B antibody followed by the Alexa 488-conjugated anti-rabbit antibodies (green fluerescence).
¢) Colocalization of antibody fluorescence and Mitotracker staining, d) Overlay of panei “¢” and tachyzoites observed under differential interference contrast. ¢) Triple
overlay of stainings: nucleus with DAPI (blue fluorescence), mitochondria with Mi cker (red fluores ¢), and anti-Toxoplasma COX2B antibodics (green
fluorescence). f) Overfay of panel “c” and tachyzoites observed under differential interference contrast,
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ruptured 7. gondii tachyzoites were fractionated by ultracen-
trifugation on Percoll gradients. Cyanide-sensitive oxygen
uptake in the presence of succinate was detected in several
fractions of the Percoll gradient indicating the presence of
mitochondria (Fig. 2). The antiscra raiscd against the T. gondii
COX2A and COX2B subunits werc used to probe the
polypeptides in the Percoll gradient fractions. As shown in
Fig. 2, the cross-reactive polypeptides were found only in the
fractions exhibiting maximal oxygen consumption, indicating
that the two immunoreactive bands that correspond to the
COX2A and COX2B polypeptides are associated to mitochon-
dria. The same set of antibodics were then used to immuno-
localize COX2A and COX2B polypeptides in 7. gondii. Two
experimental approaches were followed: immunolocalization
by electron microscopy using gold-labeled secondary anti-
bodies and immunodecoration by confocal microscopy of
permeabilized tachyzoites using fluorochrome-labeled second-
ary antibodies. 7. gondii possesses one or few branched
mitochondria, with variations in shape and substructural
organization {24-27]. The mitochondrial structures were read-
ily identified by clectron microscopy in sectioned tachyzoites
(Fig. 3A). Although the Epon-embedded samples reveal a
detailed fine-structure of the mitochondria cristac, Lowicryl
K4M resin-embedded samples did not (Fig. 3B and C as com-
pared to A). Nevertheless, Lowicryl K4M was the only resin
that allowed immunogold localization. Immunogold electron
microscopy of Lowieryl K4M resin-embedded tachyzoites
decorated with anti-COX2B antibodics show high density

Vo

labeling associated with mitochondria (6.5 gold particles/jum®
in mitochondria against 0.7 gold particles/ um? in the rest of the
cell) (Fig. 3B and C).

The localization of COX2B in T. gondii tachyzoites was also
examined by confocal immunofluorescence analysis. To
illuminate mitochondria, living parasites were stained with
Mitotracker (red fluorescence, Fig. 4). This lipophilic cationic
dye is able to accumulate only in the matrix of mitochondria that
have built up a membrane potential. If . gondii cells were
preincubated with either cyanide, antimycin or CCCP, Mito-
tracker was not taken up by the organelle, and diffused through-
out the parasite’s cytoplasm (results not shown). The confocal
images of Mitotracker-stained T. gondii mitochondria were
similar to those previously obtained {27}, revealing the unusual
structural features of an ovoid mitochondrial cytoplasmic com-
plex. Mitochondria-internalized Mitotracker links covalently to
matrix proteins, preventing its wash-out after cell permeabiliza-
tion. Thus, tachyzoites containing Mitotracker-stained mito-
chondria were permeabilized with low concentrations of
detergent and incubated with anti-COX2A and anti-COX2B
antibodies, followed by incubation with fluorochrome-labeled
secondary antibodies. The immunolocalization of COX2A and
COX2B (green fluorescence, Fig, 5) was restricted to mitochon-
dria, and in all cases, colocalized with Mitotracker, Not all
Mitotracker-stained mitochondria reacted with the antibodies,
indicating that permeabilization, and thus antibody accessibility,
was not complete. In our hands, antibodics raised against the
recombinant protein (in this case anti-COX2B antisera) gave

Fig, 6. Two-dimensional resolution of the mitochondria-enriched fraction from I gondii. A) The identified OXPHOS complexes are indicated as V (F Fo-ATP
synthase), 1l (be; complex) and IV {cytochrome ¢ oxidase). Mitochondria-curiched fractions were resolved on BN-PAGE followed by 2D-Tricine-SDS-PAGE.
Bottom panel shows the spots that were identified as OXPHOS polypeptides by LC~MS/MS analysis. Spot 1, subunit « of F Fo-ATP synthase (complex V); spot 2,
F{Fo-ATP synthase subunit {5; spot 3, subunit core 1 of by complex {complex 11); and spot 4, subunit Vb of cytochrome ¢ oxidase (complex IV). Arrows indicate the
region where COX2A and COX2B wete identified by immunoblotiing. B) Immunablot analysis of a 2D gel in the region where complex IV is located. The two
immunoreactive bands with apparent molecular masses of 23.8 kDa (COX2A}) and 13.2 kDa (COX2B), previously identified in whole call extracts and in the

mitochondria-enriched fraction, migrated in association with complex 1V.
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much stronger signals and labeled more cells, than those raised
against the antigenic peptide (anti-COX2A antiscra).

To explore if the two immunoreactive bands (COX2A and
COX2B) were actually associated with complex IV (cytochrome
¢ oxidase), the 7 gondii fraction enriched in mitochondria,
obtained from Percoll gradients, was detergent-solubilized and
analyzed by BN-PAGE followed by denaturing 2D Tricine-
SDS-PAGE [21]. The polypeptide pattern of the obtained 2D gel
is complex, exhibiting bands associated with high molecular
weight OXPHOS complexes and abundant low-molecular mass
proteins, some of which smear along the gel (Fig. ). LC-MS/
MS analysis of selected protein spots excised from the 2D gels
revealed the presence of several secretion and surface compo-
nents of 7. gondii heavily contaminating the mitochondrial
preparation (results not shown). Nevertheless, several other
spots were unambiguously identified by LC~MS/MS analysis as
mitochondrial polypeptides. Some of the identified proteins that
pertained to OXPHOS complexes were the o and 3 subunits of
F;Fo-ATP synthase (GenBank 728921 and ABB17195 respec-
tively), subunit I and the Rieske iron—sulfur protein of the bey
complex (GenBank AAF07940 and ToxoDB4.1_641.m00178),
cytochrome ¢ oxidase subunit Vb (GenBank CAJ20625), and
the mitochondrial dihydrolipoamide dchydrogenase precursor
(GenBank ABE76503). COX2A and COX2B polypeptides
could not be identified in the spots analyzed by LC~-MS/MS,
Nevertheless, the abovementioned analysis allowed the identi-
fication of OXPHOS complexes, 11, IVand V (Fig. 6). A blotof
a similar 2D gel was probed with the anti-COX2A and anti-
COX2B antibodies. Again, the two immunorcactive bands with
apparent molecular masses of 23.8 kDa (COX2A) and 13.2 kDa

' (COX2B) were detected; both clearly migrated in association

with mitochondrial complex IV.
4, Discussion

4.1. T. gondii cytochrome ¢ oxidase contains a heterodimeric

© COX2 subunit

A previous biochemical study carried out with digitonin-

permeabilized tachyzoites provided uncquivocal evidence that

respiration and OXPHOS are functional in 7. gondii, and that a
cyanide-sensitive cytochrome ¢ oxidase is present in the

 parasite’s mitochondria [28]. We thought of the importance to

demonstrate that the presence of fragmented Cox2a and Cox2b
genes in this apicomplexan parasite is not mere evolutionary
remnants or pseudogenes, but fully functional genes whose
corresponding products are imported into mitochondtia, targeted
to the inner mitochondrial membrane and assembled, giving rise

. to an active cytochrome ¢ oxidase complex. In this work we

- demonstrated the presence of maturc COX2A and COX2B
i subunits in 7. gondii mitochondria by means of specific
| antibodies. Morcover, these polypeptides co-migrate with
| complex IV in BN-PAGE. The identification of COX2A
| (23.8 kDa) and COX2B (13.2 kDa) as distinct polypeptides
indicates that subunit COX2 is a heterodimer in 1. gondii like
previously shown for the fragmented COX2 subunit of the

chlorophycean algae Polytomella sp. {3 and C. reinhardtii {12].

BN-PAGE was the method of choice to address the study of
mitochondrial components in an apicomplexan parasite. At this
stage, secretory and surface proteins are still contaminating the
parasite mitochondrial preparation, and further purification of
mitochondria is required. Nevertheless, all the major OXPHOS
complexes could be identified. The combination of BN-PAGE
with mass spectrometry may allow the complete characteriza-
tion of the T, gondii mitochondrial proteome in a near future.

4.2. Mitochondrial targeting sequences

Very few studies have addressed the targeting of T gondii
proteins to mitochondria and the structure of mitochondrial
targeting sequences (MTS). Toursel et al. [29], demonstrated
that the mitochondrial chaperone HSP60 contains an orthodox
MTS. In contrast, Brydges and Carruthers [30] characterized an
atypical mitochondrial superoxide dismutase with an unusual
presequence, consisting of a hydrophobic segment similar to a
signal peptide followed by a MTS. Parasite mitochondrial-
targeted precursor proteins may exhibit unique MTS sequences
that ensure delivery to the mitochondria and exclude targeting to
other subcellular compartments (L.c., the apicoplast). The N-
termini of neither COX2A nor COX2B could be determined in
this work, therefore, no precise information on the processing
sites of the corresponding precursor proteins could be obtained.
Nevertheless, a striking difference between the apparent
molecular mass of the 7 gondii COX2A subunit (23.8 kDa)
and its Polytomella sp. counterpart (13.0 kDa) was evident from
the SDS-PAGE polypeptide patterns obtained using the same
buffer system and the same set of molecular mass markers. Tt is
known that highly hydrophobic polypeptides may exhibit
anomalous mobility (usually reflecting lower apparent mole-
cular masses) because of increased SDS binding to transmem-
brane regions [31]. Nevertheless, anomalous electrophoretic
mobility could not account for such a large difference in
apparent molecular masses (more than 10 kDa), An alternative
explanation invokes a different processing site for the MTS in
the parasite COX2A precursor protein, The N-terminus of the
Polvtomella sp. COX2A subunit has been determined experi-
mentally, and therefore the exact processing site for the MTS is
known [5]. The MTS of the COX2A protein from other
organisms has been predicted on the basis of sequence
similarity. If the T. gondii COX2A precursor protein would be
processed at the same site as in its chlorophycean counterpart
(as predicted only by sequence similarity alignment), a mature
COX2A subunit of 14.8 kDa would be expected. To account for
the experimentally observed T. gondii COX2A apparent
molecular mass of 23.8 kDa, we hypothesize that the MTS of
the COX2A precursor protein (accession number AF503914) 1s
processed between residues Hog and Qg7 (or somewhere in a
region close to these residucs), yiclding a 23.8 kDa mature
subunit. The MTS of the T gondii COX2A precursor protein is
longer than the algal onc, and their amino acid sequences
exhibit rather poor similarity. The processing site of the COX2A
MTS, and thus the structure of the mature COX2A subunit in
the parasite, may differ substantially from its counterpart in
chlorophycean algae.
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4.3. Evolutionary considerations

Nucleus-encoded Cox2a and Cox2b genes are present in a
limited set of cukaryotic lineages: chlorophycean algae, apicom-
plexan parasites and dinoflagellates. Remarkably, apicomplexans
and dinoflagellates form a well supported monophyletic group in
eukaryotic phylogenies [32,33]. In phylogenetic reconstructions
carried out with Cox2a and Cox2b genc sequences, chlorophy-
cean algae tend to affiliate with apicomplexans and dinoflagel-
lates, and appear far away from plant and other green algal
sequences [7,15,10,34,35], These results have been interpreted
based on two different evolutionary scenarios. On one hand, it
was suggested that apicomplexans acquired Cox2a and Cox2b
genes from an endosymbiotic chlorophycean alga through
horizontal gene transfer [7,15,36]. On the other hand, it has
been argued that mitochondrial cox2 genes fragmented and
migrated to the nucleus in both the chlorophycean and the
ancestor of dinoflagellates and apicomplexans in independent
and unrelated events {34,35]. A recent phylogenomic analysis of
the dinoflagellate Karenia brevis {37] revealed the existence of
six plastid proteins derived from green algae. A reasonable
explanation is that those dinoflagellate green genes derived from
an ancestral green algal endosymbiont before the acquisition of
the typical red-algal plastid of ‘chromalveolates’ [36,38]. Clearly,
the evolutionary origin of fragmented, nucleus-encoded Cox2
genes in apicomplexan parasites remains debatable. Never-
theless, the present work shows the presence of an active,
heterodimeric COX2 subunit in an organism outside of the plant
kingdom, and ascertains that the corresponding Cox2a and
Cox2b genes are not evolutionary relics, but encode proteins of
finctional relevance to the parasites.
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