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RESUMEN

La F|Fo-ATP sintasa mitocondrial del alga cloroficea Polytomella sp. puede aislarse como un
complejo dimérico altamente estable de 1,600 kDa. Este se compone de ocho subunidades ortodoxas
conservadas (a, B, v, 6, &, OSCP, a y ¢) y de nueve subunidades (Asal-9) exclusivas de las algas
cloroficeas. Las subunidades Asa sustituyen a las que componen el tallo periférico y los dominios de
dimerizaciéon de la ATP sintasa en otros organismos. Poco se sabe sobre la disposicion de las
subunidades Asa6, Asa8 y Asa9, para las cudles se predicen segmentos transmembranales, que junto con
la subunidad a y el anillo de subunidades c;o parecen constituir el dominio membranal Fo de la ATP
sintasa del alga. En el presente trabajo, las tres subunidades hidrofobicas Asa se obtuvieron de manera
recombinante empleando un sistema de expresion bacteriano y se purificaron por cromatografia de
afinidad. Lo anterior, con la finalidad de explorar sus vecindades empleando diversas técnicas de
interaccion proteina-proteina in vitro en combinacion con técnicas inmunoquimicas, asi como el sistema
in vivo del doble hibrido en levadura. Los resultados obtenidos sugieren las siguientes interacciones
Asab-Asa6b, Asa6-Asa9, Asa8-Asa8 y Asa8-Asa9. Asimismo, experimentos de entrecruzamiento con el
complejo enzimatico del alga corroboraron algunas de estas interacciones. Con base en estos resultados,
proponemos un modelo de la disposicion de estas subunidades hidrofobicas en el sector membranal de la
ATP sintasa del alga. También proponemos, a partir del analisis de secuencias y de los diagramas de
hidrofobicidad, que la subunidad a de algas es atipica en el sentido que carece del primer segmento

transmembranal, presentando solo cuatro alfa hélices hidrofobicas inclinadas.
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ABSTRACT

Mitochondrial F1Fo-ATP synthase from the chlorophycean algae Polytomella sp. can be isolated
as a highly stable dimeric complex of 1,600 kDa. It is composed of eight orthodox highly conserved
subunits (o, B, v, 8, & OSCP, a, and ¢) and nine subunits (Asal-9) that are exclusive of the
chlorophycean algae. The Asa subunits replace those that build up the peripheral stalk and the
dimerization domains of the ATP synthase in other organisms. Little is known about the disposition of
subunits Asa6, Asa8 and Asa9, that are predicted to have transmembrane stretches and that along with
subunit a and a ring of c-subunits, seem to constitute the membrane-embedded Fo domain of the algal
ATP synthase. In this work, the three Asa hydrophobic subunits were over-expressed employing a
bacterial system and purified by affinty cromatography. We explored their interactions in vitro using a
combination of immunochemical techniques, and in vivo yeast-two hybrid assays. The results suggest
the interactions between Asa6-Asa6, Asa6-Asa9, Asa8-Asa8 and Asa8-Asa9. Cross-linking experiments
carried out with the intact enzyme corroborated some of these interactions. Based on these results, we
propose a model of the disposition of these hydrophobic subunits in the membrane-embedded sector of
the algal ATP synthase. We also propose, based on sequence analysis and hydrophobicity plots, that the
algal a subunit is atypical, it lacks the first transmembrane stretch, exhibiting only four hydrophobic,

tilted alpha helices.
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INTRODUCCION

Las ATPasas rotatorias

Las adenosin trifosfatasas de tipo A-, F- y V- (Figura 1) son una familia de complejos proteicos
de membrana considerados, por su mecanismo de accién enzimatico, como motores moleculares
implicados en la conversion de energia en los sistemas biologicos (Stewart et al., 2013), ya que pueden
aprovechar un gradiente electroquimico de iones para la sintesis o hidrdlisis de adenosin trifosfato
(ATP) (Rawson et al., 2016). Los miembros de esta familia provienen de un ancestro comuin, una bomba
de protones impulsada por ATP que evolucion6 en una ATP sintasa, es decir, un complejo enzimatico
capaz de sintetizar ATP ya sea aprovechando la energia derivada de la luz solar o de la oxidacion de los
sustratos no fermentables. De igual forma, se ha propuesto que la ATP sintasa de las arqueas tuvo
modificaciones posteriores que dieron lugar a una bomba de protones dentro de las vacuolas de las

células eucariotas (Cross & Taiz, 1990; Cross & Miiller, 2004).

Fy Vi F,

...
Wl

Figura 1. Representacion esquematica de las ATPasas rotatorias. La figura muestra las principales
subunidades que componen a la F-ATP sintasa mitocondrial eucarionte (A), la V-ATPasa eucarionte (B), la F-
ATPasa/ATP sintasa bacteriana (C), asi como la V-ATPasa bacteriana y la A-ATPasa de arqueas (D), estas
Giltimas comparten la misma estructura. Las flechas indican el sentido del movimiento de iones H" a través de la
membrana. PS significa brazo periférico, siendo uno para las ATPasas de tipo F, dos para las de tipo A/V en
procariontes y tres para las de tipo V en eucariontes. Modificado de (Stewart ef al., 2014).
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In vivo, las ATPasas de tipo A- y F- se encuentran en la membrana plasmatica de arqueas y
bacterias, respectivamente. En cambio, los eucariontes poseen tanto las F-ATPasas, en la membrana
interna mitocondrial y en la membrana tilacoidal del cloroplasto, como las V-ATPasas, en el sistema

endomembranal y en las vesiculas de secrecion (Wilkens, 2013).

Las ATPasas de tipo F- son las mdas caracterizadas y se hablard de ellas con mayor detalle més
adelante. Brevemente, éstas aprovechan el potencial electroquimico de iones para la sintesis de ATP.
Por su parte, las ATPasas de tipo V- utilizan la energia derivada de la hidrdlisis de ATP para el
transporte de iones a través de la membrana, produciendo un gradiente electroquimico utilizado como
fuente de energia para el transporte secundario celular. Por ultimo, la ATPasa de tipo A- puede
funcionar como una ATP sintasa o como una bomba de iones (Muench et al., 2011). En este sentido, en
algunas bacterias extremofilas, como Thermus thermophilus, se ha descrito una A-/V-ATPasa
bifuncional (Wilkens, 2013). Asimismo, basados en su composicion polipeptidica y en la secuencia
primaria de sus subunidades, las ATPasas de tipo A- y V- se encuentran mas relacionadas
filogenéticamente, aunque funcionalmente la primera se asemeja mas a las de tipo F (Figura 1) (Muench

etal., 2011).

A pesar de la diversidad de funcion de las ATPasas rotatorias, todos los miembros de esta familia
se pueden dividir estructuralmente en dos regiones (Figura 1): (i) un dominio hidrofilico llamado
A/F1/V}, acoplado por un brazo periférico y un tallo rotor central, y (ii) otro hidrofoébico llamado
Ao/Fo/Vo, por lo que a estos complejos enzimaticos se les conoce también como AjAp-ATPasa, FFo-
ATPasa y V| Vo-ATPasa (Wilkens, 2013). A su vez, la region extrinseca de membrana se encuentra
formando un hexamero globular compuesto por las subunidades cataliticas A3/B3 para las ATPasas de
tipo A-y V-, y a3/Ps para las de tipo F- (con la estequiometria indicada en subindices). En el tallo rotor
central se encuentran las subunidades C,/D,/F para la A-, d|/D,/F para la V-y v,/3,/€; (en eucariontes)
para la F-ATPasa. En lo que respecta al brazo periférico, las ATPasas de tipo A- presentan un doble
brazo compuesto por las subunidades E,/G», las de tipo V- tienen un triple brazo formado por las
subunidades E3/Gs/H,/C;, mientras que las de tipo F- tienen un so6lo brazo constituido por las
subunidades b1/b"1/0; en procariontes y by, di, Fs1), OSCP; en eucariontes. Por otra parte, en el dominio
membranal, se encuentran la subunidad / en las V-ATPasas, y la subunidad a en las A- y F-ATPasas; asi
como un oligdbmero en forma de anillo compuesto por el multiméro de subunidades K en las A-;
subunidades c, ¢, ¢" en las V- y c en las F-ATPasas. En este tltimo caso, el nimero de subunidades de ¢

que componen a cada oligdmero varia de acuerdo a la especie, encontrando tamafios de anillos desde
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ocho (Bos taurus, cg) hasta catorce subunidades (Spinacea oleracea, c14). En este aspecto, la subunidad ¢
de las ATPasas de tipo F- estd compuesta por dos alfa hélices membranales unidas por una horquilla, en
tanto que en las ATPasas de tipo A- y V- presentan dos o mas de estos cruces de membrana. Aunado a
lo anterior, a diferencia de las ATP sintasas bacterianas y del cloroplasto, o las ATPasas de tipo V-y A-,
todas las F-ATPasas mitocondriales conocidas forman dimeros en la membrana in vivo (Kiihlbrandt &

Davies, 2016).

La F;Fo-ATP sintasa

La F,Fo-ATP sintasa, F{Fo-ATPasa o complejo V (EC 3.6.3.14) produce la mayoria del ATP
celular en los eucariontes y en las bacterias. Este complejo enzimatico se encuentra en las membranas
transductoras de energia, como la membrana interna mitocondrial, la membrana tilacoidal del
cloroplasto y la membrana plasmatica bacteriana (Dominguez-Ramirez & Tuena de Gomez-Poyou,
2003) (Figura 2). En eucariontes, la ATP sintasa utiliza el potencial electroquimico generado por los
complejos de la cadena respiratoria o fotosintética para sintetizar ATP (Leyva et al., 2003). En bacterias,
esta enzima puede aprovechar como fuerza impulsora tanto el gradiente de protones como el de iones

sodio, como en Propionigenium modestum y Acetobacterium woodii (Deckers-Hebestreit & Altendorf,

1996).
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Figura 2. Organizacién polipeptidica de las F,;Fo-ATP sintasas. Las F-ATPasas bacterianas y cloroplastidicas
se muestran a la izquierda, mientras que la mitocondrial se encuentra a la derecha. La parte superior de cada
modelo contiene a las subunidades cataliticas (o355 en azul) del dominio F;. Una de las tres subunidades a ha sido
removida para exponer a la subunidad y (verde), cabe resaltar que ésta abarca desde el eje central del dominio
catalitico hasta el anillo de subunidades de ¢ (amarillo) y la subunidad a (naranja). De igual forma, el brazo
periférico (rojo) de cada modelo se muestra a la derecha. En algunas bacterias estd compuesto por la subunidad &
y el dimero de subunidad 4. Mientras que en otras especies bacterianas, asi como en la enzima cloroplastidica, las
dos subunidades b son copias homologas, pero no idénticas (subunidad b y 4’). En la enzima mitocondrial, el
brazo periférico (rojo) lo componen una copia de las subunidades b, d y Fs. El dominio membranal de la enzima
mitocondrial contiene subunidades con una hélice transmembranal (e, f, g, 8 6 A6L en naranja), las cuales no se
encuentran en las ATPasas bacterianas y cloroplastidicas. Modificado de (Walker, 2013).

Por otra parte, la F1Fo puede funcionar como una ATP sintasa (sintesis de ATP) o una ATPasa
(hidrolisis de ATP). Dicha regulacion estd determinada por la disponibilidad de los sustratos ADP y Pi,
asi como por el potencial electroquimico. Cuando este potencial se colapsa parcial o totalmente, la
actividad de ATPasa se favorece, puesto que el bombeo de los protones en el sentido reverso restablece
al mismo. En la naturaleza han surgido otros mecanismos para controlar la rotacion intrinseca de la
enzima favoreciendo la actividad de sintesis y preveniendo la hidrolisis excesiva de ATP (Garcia-Trejo
& Morales-Rios, 2008). En la ATP sintasa mitocondrial, el regulador natural es la proteina inhibidora
({F;) (Pullman & Monroy, 1963). En bovino, se ha propuesto que la /F; a través de su dominio N-
terminal es capaz de bloquear los cambios conformacionales de la subunidad catalitica B, ademas de
interferir con la rotacion de las subunidades y y ¢ (Minauro-Sanmiguel et al., 2002). La ATP sintasa
bacteriana posee un mecanismo similar, en el cual las dos hélices alfa de la subunidad & impiden la

rotacion de la subunidad y del complejo enzimatico y de esta forma auto inhibe la rotacion de la enzima
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en el sentido de la hidrélisis de ATP (Sternweis & Smith, 1980). Asimismo, en las rodobacteraceas la
subunidad 6 actiia como el inhibidor natural del complejo enzimatico. Pese a que su mecanismo de
inhibicioén no se conoce a detalle, estudios estructurales sugieren que el amino terminal de esta proteina
(residuos 1-14) se une al dominio F; en una interfaz formada por la region carboxilo de las subunidades

cataliticas o/ (Zarco-Zavala et al., 2014; Morales-Rios et al., 2015; Garcia-Trejo et al., 2016).

Las FFo-ATPasas, incluidas las mitocondriales, las cloroplastidicas y las bacterianas, se
organizan en dos regiones estructural y funcionalmente distintas: (i) un dominio membranal (Fp), que
participa en la translocacion de iones (protones o sodio), compuesto basicamente por dos subunidades (a
y ¢); y (ii) un dominio extrinseco de membrana (F,), que contiene los sitios cataliticos (subunidades o y
B), (Deckers-Hebestreit & Altendorf, 1992), unido a la regiéon de membrana a través de un tallo rotor
central (subunidades y y €) y un brazo periférico (subunidad b en la ATPasa de Escherichia coli,
subunidad b y b’ en las bacterias fotosintéticas, asi como en la del cloroplasto; subunidad b, d, y Fs en la
enzima mitocondrial; subunidad 6 en la ATP sintasa bacteriana y cloroplastidica; subunidad OSCP en la
ATPasa mitocondrial, mientras que el resto de las subunidades varia de acuerdo a la especie) (Figura 2)

(Soubannier ef al., 1999; Walker, 2013; Claggett et al., 2007).

En cuanto a la sintesis de ATP, estudios funcionales y estructurales han mostrado que el canal de
protones Fo y la parte catalitica F; se acoplan estructural y funcionalmente, en donde los protones
atraviesan la membrana por una interfaz compuesta por los residuos de la subunidad a y el anillo de
subunidades ¢, dando lugar a la formacion de una cavidad acuosa. Los residuos funcionalmente
importantes para la translocacion de iones son la arginina o glutamina de la subunidad a y el aspartico o
glutdmico de la subunidad c. El paso de los H" a lo largo de este hemicanal provoca el giro del anillo de
subunidades de ¢ (Figura 3). Esta rotacion hace girar al tallo central (subunidades y y €) en movimientos
sucesivos de 120°, provocando cambios conformacionales alternados consecutivos en las subunidades
cataliticas (subunidades a y B) e induciendo la unién de los substratos (ADP y Pi1) (Noji et al., 1997), asi
como la sintesis y la liberacion del ATP de acuerdo al mecanismo de cambio de union propuesto por

Boyer (Figura 3) (Itoh ef al., 2004).
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Subunidad a Anillo de subunidad ¢

ATP +H,0 ATP +H,0

ADP +Pi
+ENERGIA

ADP +Pi
+ENERGIA

Figura 3. Mecanismo de la sintesis de ATP. (A) Los protones atraviesan la membrana del lado positivo (P)
hacia el lado negativo (N) abatiendo el gradiente electroquimico a través de un hemicanal formado entre las
subunidades a y el anillo de subunidades de ¢ generando una rotacion en la direccion indicada (flecha). Cada
subunidad ¢ contiene un residuo de aspartico o glutdmico (circulo gris), el cual es importante para la translocacion
de iones. (B) Las tres subunidades cataliticas beta adquieren diferentes estados conformacionales durante la
sintesis de ATP: abierta (O), semiabierta (L) y cerrada (T). Cuando la subunidad pasa del estado cerrado al abierto
se libera una molécula de ATP y a contiuacion se capta ADP y fosfato. Con la union de los sustratos, la subunidad
cambia a una conformacion semiabierta, posteriormente en este sitio se lleva a cabo la reaccion de formacion del
ATP y uno de los sitios cataliticos se abre para liberar el producto. Este ciclo se repite alternadamente en cada una
de las subunidades beta que componen el dominio catalitico de la enzima. Modificado de (Walker, 2013; Stewart
etal., 2013).

Composicion polipeptidica de la F;Fo-ATP sintasa

Entre las F-ATPasas, aquellas de origen bacteriano son las que presentan una composicion
polipeptidica mas simple. Por ejemplo, la enzima de E. coli, la ATP sintasa estructuralmente mas
sencilla que se conoce, estd compuesta por las subunidades: as, B3, Y1, 81 y € que constituyen el dominio
Fi, mientras que las subunidades a;, b y ¢jo conforman el dominio Fp (con la estequiometria indicada en
subindices) (Foster & Fillingame, 1982). Por otro lado, en las cianobacterias y en las a-proteobacterias,
como P. denitrificans, las dos subunidades b idénticas son reemplazadas por las subunidades, homologas

pero no idénticas entre si, b y b’ (Morales-Rios ef al., 2015). En cambio, las ATPasas mitocondriales del
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bovino y la levadura son mas complejas en términos del nimero de polipéptidos que las componen
(Walker, 2013). La mayoria de las subunidades del complejo enzimatico de la levadura son proteinas
homologas a la enzima de bovino, mientras que algunas otras son especie especificas (Tabla I) (Lee et

al., 2015).

Con respecto a lo anterior, la ATP sintasa monomerica de levadura presenta 14 subunidades: as,
Bs, Y1, 01, €1, la subunidad 6 6 a;, by, subunidad 9 6 ¢y, d1, f1, h1, i 0 ki, subunidad 8;, y OSCP; con la
estequiometria asignada (Tabla I). El peso molecular estimado de este complejo enziméatico es de entre
572.759 kDa a 573.067 kDa considerando la formilaciéon del amino terminal de las subunidades 8 y 9.
En la ATPasa dimérica se encuentran tres proteinas adicionales, subunidades i (también llamada k), e y
g, conocidas también como subunidades especificas de dimerizacidn, puesto que s6lo se han observado
en el dimero de la ATP sintasa. El peso molecular aproximado de la forma dimérica es de 1,207.916
kDa, asumiendo una estequiometria 1:1 para las subunidades de dimerizacién, 6 de 1,208.616 kDa
tomando en cuenta nuevamente, la formilacion de las subunidades 8 y 9, asi como la acetilacion de la
subunidad e (Tabla I) (Wittig & Schégger, 2008). Por el contrario, en la enzima de bovino las
subunidades e y g se encuentran asociadas fuertemente a la ATPasa y se han podido aislar del
monoémero de la enzima. La forma monomérica esta compuesta por 15 proteinas, subunidad as, Bs, vi,
d1, €1, subunidad 6 6 ai, by, subunidad 9 6 cy, di, ei, fi, g1, Fsa), subunidad 8 6 A6L;, y OSCP;.
Considerando la estequiometria asignada, la masa molecular de este complejo es de 583.422 kDa ¢ 583.
573 kDa incluyendo las modificaciones postraduccionales del amino terminal. Adicionalmente, se han
encontrado dos proteinas asociadas a la F-ATPasa mitocondrial de bovino y rata, la subunidad MLQ y la

proteina AGP (Tabla I) (Wittig & Schégger, 2008).

Tabla 1. Proteinas y subunidades asociadas a la F{Fo-ATP sintasa de diferentes organismos.

En la tabla se describe la composicion polipeptidica y la distribucion de las subunidades de la ATP sintasa de
diferentes organismos, en donde se indica su nomenclatura y el gen que la codifica, asi como su masa molecular
estimada (kDa). En gris se destacan las subunidades comunes a todos los organismos. 'Foster & Fillingame, 1982;
’Godinot & Di Pietro, 1986; *Morales-Rios et al., 2015; 4Wit‘cig & Schigger, 2008; >van Lis et al., 2007; °Cano-
Estrada et al., 2010.
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Tabla 1. Proteinas y subunidades asociadas a la F;F,-ATP sintasa de diferentes organismos.

Subunidad Escherichia Paracoccus Saccharomyces Bos Polytomella Sector
coli""? denitrificans® cerevisiae™ taurus® sp.>®
a atpA atpA ATPI ATP5A41 ATPI
(55.4) (55) (54.9) (55.2) (56.8)
atpD atpD ATP? ATP5B ATP?
p (50.4) (50.3) (51.1) (51.7) (59.1)
atpG atpG ATP3 ATP5CI1 ATP3
i (31.5) (31.6) (30.6) (30.2) (30.8)
5 atpH atpH ATPI16 ATP5D ATPI16
(19.3) (20) (14.5) (15) (8.3) F
. atpC atpC ATP15 ATPSE ATP15 !
(14.3) (15.8) (6.6) (5.6) (6.6)
ATPS5 ATP50 ATPS
o (20.8) (20.9) (22.6)
IF INHI ATPIF,
! (7.3) (9.5)
5 Pden 2862
(11.7)
atpB atpB ATP6 MT-ATP6  ATP6
a (30.1) (26.7) (27.8) (24.7) (24.6)
b (atpF o Pden_2876)
b atpF (20.2) ATP4 ATPSF1
(17.2) b' (Pden_2877) (23.2) (24.6)
(22.4)
c atpE atpE ATP9 ATP5G1-3 ATP9
(8.2) (7.6) (7.7) (7.6) (7.3)
d ATP7 ATP5H
(19.6) (18.5)
0 ATP21 ATPS5I
(10.7) (8.1)
ATP17 ATP5J2
J (10.5) (10.1)
ATP20 ATPSL
£ (12.9) (11.2) Fo
3 ATPI14
(10.4)
. ATPI18
£0) (6.6)
i ATPI19
(7.5)
F ATP5J
6 (8.9)
ATPS MT-ATPS
8 (A6L) (5.8) (7.9)
AGP o DAPIT U(S6A/é?5
MP68
Proteina MLQ (6.8)
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ATP5S

Factor B (20.3)
Stfl 57”;
Stf2 g’g
Sfl2 L g‘/%o

Por ultimo, estudios sobre la resolucion de la estructura cristalina de la F-ATPasa intacta, se han
dificultado probablemente por la tendencia del complejo enzimatico a disociarse cuando se extrae de la
membrana y porque se dificulta la formacion de cristales adecuados para el analisis de rayos X, debido a
la flexibilidad y movilidad de las F-ATPasasque dan lugar a diferentes isdbmeros estructurales (Morales-
Rios et al., 2015). Sin embargo, un nimero de modelos atomicos se han obtenido para diversas regiones
de la enzima de bovino y levadura (Jiko et al., 2015), incluyendo el dominio F; (Abrahams ef al., 1994),
el subcomplejo Fi-anillo de subunidades de ¢ (Stock et al., 1999), y la region del brazo periférico
(Dickson et al., 2006; Rees et al., 2009). También hay informacion estructural de las enzimas de E. coli
(Cingolani & Duncan, 2011; Roy et al., 2012), Caldalkalibacillus thermarum (Stocker et al., 2007),
Geobacillus stearothermophilus (anteriormente Bacillus PS3) (Shirakihara et al., 2015) y de la a-

proteobacteria Paracoccus denitrificans (Figura 4) (Morales-Rios et al., 2015).
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Figura 4. Comparacion estructural de la ATP sintasa de diferentes organismos. A la izquierda de la figura se
indica la region correspondiente al dominio F; y Fo para cada modelo presentado como una estructura de tipo
liston. (A) Estructura cristalografica del subcomplejo Fj-subunidad cs de la ATPasa de bovino (3.5 A de
resolucion, No. PDB 2XND). Modificado de (Rees et al., 2009). (B) Estructura de la ATP sintasa de P.
denitrificans obtenida por difraccion de rayos X (3.98 A de resolucion, No. PDB 5DN6) (Morales-Rios et al.,
2015). (C) Estructura cristalografica de la F,-ATPasa de Bacillus PS3 (TF,) (3.9 A de resoluciéon, No. PDB
4XD7). Modificada de (Shirakihara et al., 2015). Cada uno de los modelos comprende a las subunidades del
dominio catalitico (03, B; en azul) y el rotor central (y, € en verde). Adicionalmente, en el modelo estructural de
(A) se representa a la subunidad & (verde) y el anillo de subunidades de ¢ (amarillo). En (B), la estructura
cristalografica comprende el brazo periférico (3, b, b’ en rojo), el inhibidor (8 en café) y el anillo de subunidades
de ¢ (amarillo).

Mecanismo de la translocacion de protones

Las dos funciones opuestas de la F;Fo-ATP sintasa, sintesis (ATP sintasa) e hidrolisis de ATP
(ATPasa), se basan en la capacidad del rotor, embebido en la membrana, de girar en direcciones
contrarias. En condiciones aerobicas, el mecanismo enzimatico del complejo es la sintesis de ATP, este
proceso se da a través de un acoplamiento quimio-mecanico que implica un movimiento de rotacion del
motor (Fo) impulsado por la fuerza proton motriz (Ap), dando lugar a la translocacion de protones del

lado positivo (P) de la membrana hacia el lado negativo (N) de la misma. Por el contrario, bajo
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condiciones anaerobias, bajo Ap, la enzima hidroliza el ATP para mover los protones en el sentido
opuesto, sentido anti horario visto desde el dominio F;, restableciendo asi el gradiente electroquimico de
protones. El equilibrio termodindmico entre el potencial de fosforilacion (AGp) del ADP y el Ap
determina cudl de estas dos actividades enzimaticas, sintesis o hidrolisis de ATP, se lleva a cabo por la

ATP sintasa/ATPasa (Nesci et al., 2015).

Los constituyentes fundamentales en la generacion de la fuerza de torque son la subunidad a y el
anillo de subunidades de c. Estas subunidades cuentan con elementos (residuos altamente conservados)
que permiten la translocacion de iones: la carga positiva de un grupo guanidinio de la Arg en la
subunidad a y la carga negativa de los grupos carboxilo de los residuos de Asp o Glu (dependiendo de la
especie) del anillo de c. Estos grupos cargados negativamente, accesibles tanto del lado N como del P de
la bicapa lipidica, permiten la unioén de los protones. En la dinamica de rotacién del motor Fo, cuando el
Ap es lo suficientemente alto, el hemicanal que se encuentra expuesto en el lado P de la membrana
constituye la via de entrada de los protones a los grupos carboxilo del oligdbmero de c. Una vez
protonados, la polaridad de la subunidad ¢ disminuye y es capaz de entrar a la bicapa lipidica,
manteniendo el residuo orientado hacia el centro del anillo del rotor, es decir, pasa de una conformacion
abierta a una cerrada, lo cual es favorecido energéticamente. Al mismo tiempo, una subunidad ¢ con un
grupo carboxilo neutralizado esta expuesta en la cara del hemicanal que mira hacia el lado negativo de la
membrana. Este entorno mas hidrofilico favorece que el grupo carboxilo cambie a una conformacion
abierta que apunta hacia la subunidad a. En estas condiciones, el pH bésico en el lado N de la membrana
y la carga positiva de la Arg, dan lugar a reordenamientos estructurales que disminuyen el pKa de este
grupo permitiendo el desprendimiento de protones. En consecuencia, el carboxilato desprotonado se
estabiliza en la conformacion abierta a través de puentes salinos con el aminodcido Arg, cuyo pKa
mantiene al grupo guanidinio protonado con carga positiva. De esta forma, cuando un nuevo proton se
enfrenta al hemicanal en el lado P, el sitio de unidn carboxilato nuevamente cambia a la forma
protonada, acompanado de un cambio en la conformacion para iniciar un nuevo ciclo de rotacion (Figura

5) (Nesci et al., 2015).

29



Cavidad de la matriz Rotacién
©
| x
@) f j%)’

ac
|
Membrana

=
f\ P

Figura 5. Modelo del proceso de translocacion de los protones. Los protones, representados como un circulo

Cavidad del lumen

con carga positiva (r0jo), acceden al hemicanal al interaccionar con el residuo de histidina (residuo ubicado en la
parte inferior derecha del rectangulo azul) de la hélice horizontal membranal de la subunidad a (rectangulo
horizontal en azul) expuesta al lado de la cavidad luminal. Las flechas indican el canal propuesto mediante el cual
los protones se abren paso a través de la bicapa lipidica. Los iones H se unen a la conformacion abierta del
aspartato o glutamato cargado negativamente (naraja) de la subunidad ¢ (cilindros en amarillo). El mecanismo de
protonacion (cavidad del lumen), y desprotonacion (cavidad de la matriz) dan lugar a la rotaciéon del anillo de
subunidades de ¢ (la flecha superior gris indica el sentido del giro). Este movimiento en sentido opuesto se evita
por la presencia de arginina cargada positivamente (residuo ubicado en la parte superior izquierda del rectangulo
azul), que se encuentra a 2.5 vueltas de hélice (13.5 A) por debajo del aminoacido aspartico o glutdmico (naranja).
Esta distancia coincide con el espacio entre los sitios de protonacion adyacentes en el oligdbmero de ¢ de cualquier
estequiometria conocida. De este modo, los residuos de arginina e histidina pueden interaccionar al mismo tiempo
con dos hélices adyacentes de subunidad ¢ como se requiere para la translocacion de protones. P: lado positivo y
N: lado negativo. Modificado de (Kiihlbrandt & Davies, 2016).

Organizacion del dominio membranal de la ATP sintasa mitocondrial

En la actualidad, se sabe muy poco acerca de la organizacion estructural de las subunidades de la
region Fo debido a que la alta hidrofobicidad de las subunidades del dominio membranal ha dificultado
su caracterizacion. Se han realizado esfuerzos experimentales para determinar la estructura de la
subunidades del sector Fo de la ATPasa mitocondrial de los hongos Pichia angusta (Vinothkumar et al.,

2016) y Yarrowia lipolytica (Hahn et al., 2016). En el primer caso, se determind por crio-microscopia
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electronica (crio-ME) la estructura de la forma monomérica en presencia de la proteina /F; de bovino
(residuos 1-60), con una resolucion general de~7 A. La composicion polipeptidica de este complejo
enzimatico inhibido es equivalente al de la enzima nativa, con excepion del dominio membranal, puesto
que conserva las subnuidades a, el anillo de ¢y, f'y el dominio membranal de la subunidad 5, mas no se
encuentran presentes las subunidades supernumerarias e, g, k, y / (Figura 6A) (Vinothkumar et al.,
2016). Mientras que en el segundo, empleando una combinacion de técnicas de alta resolucion
estructural, como la crio-ME y la cristalografia de rayos X, se ha determinado la estructura completa del
complejo dimérico de Y. lipolytica con una resolucion general de 7.8 A, y en particular de 6.2 A para el
dominio Fo del dimero de la enzima y de 6.9 A para el sector F; del monémero del complejo enzimatico.
El mapa de densidad electronica obtenido experimentalmente permitié identificar a las subunidades del
sector Fo: a, cio, €, f, g, i, 8 y el dominio membranal de b. La estructura revela la organizacion
estructural, previamente desconocida, de la interfaz de los dimeros en la membrana, proporcionando asi
nuevas e importantes perspectivas sobre la arquitectura de la membrana interna mitocondrial (Figura

6B) (Hahn et al., 2016).

Pichia angusta Yarrowia lipolytica

31



Subunidad a

Anillode
subunidad ¢

-

Figura 6. Modelos estructurales de la F;Fo-ATP sintasa de Pichia angusta y Yarrowia lipolytica. (A) Se
indica la region correspondiente al dominio F; y Fo para cada modelo presentado como una estructura de tipo
liston. Izquierda: estructura obtenida por microscopia electronica de la forma monomérica de la F-ATPasa de P.
angusta (7.0 A de resolucion, No. PDB 5LQZ). Modificada de (Vinothkumar et al., 2016). Derecha: Estructura
cristalografica del sub-complejo F;-subunidad ¢,y de la ATP sintasa de Y. lipolytica (3.5 A de resolucion, No.
PDB 5FL7). Modificada de (Hahn et al., 2016). Cada uno de los modelos comprende a las subunidades del
dominio catalitico (a3, B; en azul), el rotor central (y, 3, € en verde) y el anillo de subunidades de ¢ (amarillo).
Adicionalmente, el modelo estructural de P. angusta comprende el brazo periférico (OSCP, b, d, & en rojo), las
subunidades del dominio membranal a (azul) y f (naranja), asi como el inhibidor IF; (café). (B) Vista lateral del
mapa de densidad electronica obtenido por crio-microscopia electronica del dimero de la ATPasa de Y. lipolytica
representado como un diagrama de superficie (7.8 A de resolucion, no. de acceso EMD 8151). Adicionalmente, a
manera de comparacion sobre la densidad electronica del mismo se muestra la estructura cristalografica del sub-
complejo Fi-cyy de Y. lipolytica (3.5 A de resolucién, no. de acceso PDB 5FL7). Asimismo, se indica la region
correspondiente a los dominios extrinseco (F,) e intrinseco de membrana (Fo) del complejo dimérico de la enzima
de la levadura, asi como las subunidades a y el anillo de subunidades de c¢. Modificado de (Hahn ef al., 2016).

Con respecto a lo anterior, la organizacion supramolecular de la ATP sintasa, a lo largo del borde
de las crestas mitocondriales, se observo por primera vez en el protozoario ciliado Paramecium
multinucleatum, el analisis de las imagenes de microscopia de crio-fractura permitieron establecer una
relacion entre los dimeros de la enzima con la formacion de crestas mitocondriales (Paumard et al.,
2002). Posteriormente, imagenes de microscopia electronica del dimero de la ATPasa mitocondrial de
bovino mostraron que los mondmeros se asocian entre si formando una interfaz, sugiriendo que el
angulo de asociacion entre los mondmeros del complejo enzimdtico podria ser importante para la

formacion de las crestas mitocondriales (Minauro-Sanmiguel et al., 2005). Recientemente, estas

32



formaciones diméricas se han descrito por microscopia de fuerza atdémica y microscopia electronica en

las ATPasas de rata, bovino, levadura, hongos, papa y algas cloroficeas (Figura 7).

Higado de rata Corazéon debovino Y. /ipolytica P, anserina S. cerevisiae  S. tuberosum Polytomellasp.
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Figura 7. Estructuras oligoméricas de la ATP sintasa de diferentes organismos. Panel superior: Imagenes de
crio-tomografia electronica de las hileras de dimeros de la ATPasa de las especies indicadas en la imagen. Los
insertos muestran una vista lateral de los complejos diméricos. Las flechas amarillas sefialan la region F; de la
enzima. Barra de escala = 50 nm. Panel inferior: Representacion de superficie construida a partir del promedio de
los subtomogramas obtenidos. Modificado de (Kiihlbrandt, 2015).

A la fecha, la existencia de hileras de dimeros de la ATP sintasa mitocondrial es aceptada.
Estudios realizados con agentes entrecruzadores han caracterizado una interfaz de dimerizacion
(subunidades 6, 4, i, e) y otra de oligomerizacién (subunidades i, e, g), a través de las cuales se dan los
contactos entre los dimeros de la enzima (Figura 8) (Habersetzer et al., 2013). En este sentido, se
encontrd que los mondmeros del bovino, la levadura y las algas cloroficeas formaban dos angulos
distintos de asociacion lo que sugeria la existencia de dos tipos de estructuras, una llamada —dimero
verdadero” con un angulo de 70-90° y otra conocida como —pseudo-dimero” cuyo angulo es menor a
40°. En consecuencia, se ha propuesto que estos dimeros podrian ser el resultado de la ruptura de los

oligdmeros de la ATPasa de las crestas mitocondriales (Figura 8) (Dudkina et al., 2006).
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Figura 8. Modelo de la organizacion de las estructuras oligoméricas de la ATP sintasa. En este modelo se
representa de manera esquematica la disposicion de los multimeros de la ATPasa (vista superior). Se muestran los
dos tipos de formas diméricas que existen (dimero verdadero y pseudo-dimero). Asi como las superficies de
contacto que forman los monomeros de la enzima (representados como elipses horizontales), y dentro de éstos las
subunidades o/f. También, se indica la interfaz de dimerizacidon y oligomerizacion (sehalado con una flecha),
respectivamente. Modificado de (Dudkina et al., 2006).

En suma, en comparacion con la estructura de la ATP sintasa de los mamiferos o de la levadura,
que han sido muy estudiadas, poco se sabe de la composicion estructural de la ATP sintasa de las plantas
(Cano-Estrada & Gonzélez-Halphen, 2011). En éstas, ain menos subunidades del sector Fp han sido
caracterizadas, y solamente se han reportado genes que codifican para las subunidades a y c¢. No
obstante, en el genoma mitocondrial de Arabidopsis thaliana se han encontrado los genes orfB y orf25
que codifican para proteinas asociadas al dominio membranal de la ATP sintasa. El gen orf25 codifica
para una proteina denominada Fad. Sin embargo, los productos proteicos de estos genes no tienen
homologos claros en bovino o levadura y su funcidon es atn desconocida (Heazlewood et al., 2003).
Asimismo, en las algas cloroficeas, Chlamydomonas reinhardtii y Polytomella sp., se han encontrado

subunidades novedosas sin homologos en otros organismos, con una composicion estructural tnica.
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Algas cloroficeas

El linaje de las algas clorofitas (Division Chlorophyta) comprende a organismos eucariontes en
su mayoria fotosintéticos, el cual a su vez se divide en cuatro clases: cloroficeas, prasinoficeas,
trebuxoficeas y ulvoficeas (Lewis & McCourt, 2004). Dentro de la primera clase se encuentran algas
verdes unicelulares con estilos de vida libre diversos, es decir, pueden habitar tanto en ambientes

acuaticos (agua dulce o salada), como terrestres (Figueroa-Martinez et al., 2015; Rockwell et al., 2014).

Una de las algas cloroficeas mas caracterizadas a la fecha es Chlamydomonas reinhardtii (Figura
9A). Las células de esta especie son biflageladas, tienen pared celular, mitocondrias y cloroplastos
(Merchant et al., 2007). Chlamydomonas puede vivir en suelos y cuerpos de agua dulce. En el
laboratorio puede crecer en medios simples de sales orgénicas, utilizando la fotosintesis como principal
fuente de energia, al igual que en oscuridad total si se proporciona acetato como una fuente de carbono
alternativa (http://www.chlamycollection.org/info.html). Ademads, se considera un organismo modelo,
debido a que se conoce la secuencia completa de su genoma nuclear, mitocondrial y cloroplastidico
(Merchant et al., 2007). Asimismo, ha servido como referencia en el estudio de diversos fendémenos
como la fotosintesis, la biogénesis del cloroplasto, el ensamble y la funcion flagelar, asi como el
reconocimiento célula-célula, entre otros (Merchant et al., 2007; Herron et al., 2009; Kalanon &

McFadden, 2008).

Por otra parte, el presente trabajo se realizd con Polytomella parva (Figura 9B), la cual se obtuvo
de la coleccién de algas de la Universidad de Gotinga, Alemania, registrada como Polytomella sp.
198.80 (aislada por E.G. Pringsheim) (https://www.uni-goettingen.de/en/184982.html). El género
Polytomella comprende un grupo de algas que habita en estanques de agua dulce, sus células presentan
una forma ovoide, con cuatro flagelos; pero carecen tanto de pared celular como de genoma plastidico y
capacidad fotosintética (Aragaos, 1910; Smith & Lee, 2014). Presenta dos estadios a lo largo de su vida,
un estado trofico caracterizado por una alta tasa de reproduccion sexual y asexual dependiente de la
densidad del cultivo. En cambio, cuando las condiciones del medio son desfavorables dan lugar al inicio
del estado quistico, en el cual las células entran en una fase de inactividad, trayendo como consecuencia
la inmovilizacion celular y tras varios cambios morfologicos el desarrollo de quistes. Pese a que se
desconoce la sefial que desencadena la formacion de éstos, se sabe que en esta etapa es fundamental la

presencia de amiloplastos, puesto que las reservas de almidon son la principal fuente de energia para que
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las células regresen al estado trofico (Pringsheim, 1955; Vidal & Gittleson, 1981; Lewis et al., 1974).
Polytomella sp., al carecer de cloroplastos y pared celular, ha facilitado el aislamiento, la purificacion y
la caracterizacion de sus complejos mitocondriales. Ambas algas cloroficeas presentan una ATP sintasa

atipica (Funes et al., 2002; van Lis et al., 2003; Vazquez-Acevedo et al., 2006).

Chlamydomonas reinhardtii Polytomellasp.

Figura 9. Algas cloroficeas. Se muestran a las algas (A) verde Chlamydomonas reinhardtii y (B) incolora
Polytomella sp.

La F Fo-ATP sintasa de las algas cloroficeas

Estudios bioquimicos previos, con los complejos mitocondriales de las algas cloroficeas
Chlamydomonas reinhardtii 'y Polytomella sp. mostraron que al solubilizar una preparacién de
mitocondrias con el detergente lauril maltdsido al 1% es posible observar en geles azules nativos (BN-
PAGE) al complejo V como una banda con una masa molecular aproximada de 1,600 kDa (Figura 10)
(Vazquez-Acevedo et al., 2006; van Lis et al., 2007). Este comportamiento contrasta con lo observado
en otros complejos enzimaticos de diferentes organismos, incluyendo mamiferos, hongos y plantas
superiores, los cuales bajo las mismas condiciones migran como un monémero con una masa molecular

estimada de 550 a 600 kDa (Figura 10) (van Lis ef al., 2003; van Lis et al., 2007).
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Figura 10. Analisis en geles azules nativos de los complejos mitocondriales de diferentes organismos. Geles
de BN-PAGE de los complejos mitocondriales de Bos taurus (Bf), Chlamydomonas reinhardtii (Cr), Polytomella
sp. (Ps) y Solanum tuberosum (St). Los numeros romanos indican los complejos de la cadena respiratoria
mitocondrial: NADH/ubiquinona oxido reductasa (I), succinato deshidrogenasa (II), citocromo ¢ reductasa (III),
citocromo ¢ oxidasa (IV), ATP sintasa (V), y la aldehido/alcohol deshidrogenasa bifuncional (ADHE). Noétese que
el complejo V de las algas cloroficeas presenta una migracion con una masa molecular superior en comparacion a
otros organismos. Modificado de (van Lis et al., 2003; van Lis et al., 2005; van Lis et al., 2007).

La composicion polipeptidica de la FFo-ATP sintasa mitocondrial de las algas cloroficeas se
determin6 comparando la secuencia amino terminal de cada una de los subunidades que la forman con la
informacion obtenida del genoma completo de C. reinhardtii (Cardol et al., 2005). De este analisis, se
identificaron a las subunidades del dominio catalitico (a y B), asi como aquellas que forman parte del
tallo rotor central (y, J, € y ¢). Sin embargo, solo se encontraron a las subunidades a y OSCP del brazo
periférico como Unicos constituyentes clasicos descritos en otras ATPasas clasicas, como la de mamifero
y la levadura (Tabla I). En cambio, se identificaron nueve polipéptidos con una masa molecular de 7 a
60 kDa, de origen evolutivo desconocido y que no presentan homologos claros en las bases de datos de
secuencias peptidicas (Funes et al., 2002; van Lis et al., 2003). Inicialmente, a estas subunidades se les
denomind MASAP (Mitochondrial ATP Synthase Associated Protein, por sus siglas en inglés),
modificandolo posteriormente y numerandolas sucesivamente (de acuerdo a su migracion en geles
desnaturalizantes) como subunidades Asal-9 (Figura 11) (Funes et al., 2002; van Lis et al., 2003;

Cardol et al., 2005; Vazquez-Acevedo et al., 2006).
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Asal 60.6 Asal EaE
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€ (ATP15) 8.3
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Figura 11. Composicion polipeptidica de la ATP sintasa de las algas cloroficeas. [zquierda: Las subunidades
de la tabla se encuentran ordenadas de acuerdo a su masa molecular estimada. En gris se resalta a las subunidades
Asa, mientras que en blanco a las conservadas en otras F-ATPasas y en paréntesis se muestra el gen que las
codifica. Con respecto a la secuencia proteica de la enzima bacteriana o de bovino, la subunidad a presenta una
extension de 20 residuos en el N-terminal, mientras que la subunidad § contiene 64 aminoacidos en el C-terminal.
Derecha: Gel de tricina-SDS-PAGE al 14.0 % del complejo V mitocondrial tefiido con azul de Coomassie.

Los resultados anteriores sugieren que la enzima del alga tiene varias proteinas asociadas
(subunidades Asal-9) que constituyen un brazo periférico sumamente estable. Estudios de microscopia
electronica realizados con la ATP sintasa de Polytomella, revelaron una alta densidad electronica en la
region que corresponde al brazo periférico del complejo dimérico del alga reforzando dicha hipotesis
(Figura 12A). Asimismo, se determind que los mondmeros de la enzima forman un dngulo de 50°, en
comparacion con el angulo de asociacion de 90° observado en la levadura (Figura 12B) (Dudkina et al.,
2005; Dudkina et al., 2006; Cano-Estrada et al., 2010). Con relacién a lo anterior, imagenes de crio-
tomografia electronica (cryo-ET) evidenciaron las crestas tubulares mitocondriales, debido al arreglo de
hileras de los dimeros del complejo V a lo largo de la membrana interna (Figura 12C y D) (Dudkina et

al., 2006; Dudkina et al., 2010).
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Figura 12. La ATP sintasa dimérica del alga Polytomella. Panel A. Imagen de particula unica obtenida por
microscopia electronica (ME) del complejo enzimatico del alga obtenida del promedio de 100-150 imagenes de
ME. Panel B. Modelo de estructura tridimensional generado a partir del estudio de ME. Se indica el angulo de
asociacion de los monomeros que componen la enzima dimérica. Modificado de (Cano-Estrada et al., 2010).
Panel C. Imagen de una mitocondria de Polytomella (corte transversal) obtenida por crio-tomografia electronica.
En esta muestra particular, se puede observar el abundante nimero de crestas mitocondriales. El astérico rojo
marca las posiciones equivalentes de los paneles C y D. Barra de escala = 200 nm. Panel D. Modelo de superficie
de la region indicada con asterisco rojo en el panel C. En esta representacion se pueden observar la membrana
mitocondrial externa (azul oscuro) en contacto, a través de invaginaciones (amarillo-café), con la membrana
mitocondrial interna (azul claro). En esta ultima, es posible apreciar la region F; (rosa) de las hileras de dimeros
de ATPasa. Tomado de (Dudkina et al., 2010).

Recientemente, se obtuvo un modelo estructural del complejo dimérico de la ATP sintasa de
Polytomella de mayor resolucion. La estructura obtenida muestra que el brazo periférico esta constituido
por una compleja red de alfa hélices entrecruzadas las cudles corresponderian a las subunidades Asa
(Figura 13A) (Allegretti et al., 2015). Ademas, las imagenes de microscopia sugieren que la subunidad a
presenta cuatro segmentos helicoidales horizontales, formando dos hemicanales a través de los cuéles se
translocan los iones (Figura 13B) (Allegretti et al., 2015). Este ultimo hallazgo, la disposicion casi
horizontal con respecto a la membrana (dngulo de inclinaciéon: 20-30°) de los segmentos alfa

helicoidales hidrofobicos de la subunidad a, fue una sorpresa, ya que la evidencia experimental obtenida
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en las ultimas dos décadas sugeria que estas hélices se encontrarian dispuestas de manera perpendicular
a la membrana, de manera similar a las hélices membranales que componen el anillo de subunidades de
c. En la figura 13 se puede apreciar el hemicanal formado por una interface entre la subunidad a y el
oligbmero de ¢, compuesto en su mayor parte por los residuos polares conservados, dando lugar a un

canal a través del cual se translocan los protones (Allegretti et al., 2015).

Cavidad
acuosa

Matriz
\_ Mitocondrial

Figura 13. Modelo de crio-microscopia electronica de la F;Fo-ATP sintasa de Polytomella. Panel A. Vista
lateral del complejo dimérico del alga (7.0 A de resolucion, No. EMD-2852). Se resaltan la subunidad a (azul) y
el anillo de subunidades de ¢ (amarillo) (Allegretti et al., 2015). Panel B. Vista lateral de la region Fo de
Polytomella, en donde se muestra el mapa de densidad electronica correspondiente a los Gltimos dos segmentos
helicoidales membranales del carboxilo terminal de la subunidad a (azul) y el anillo de subunidades c;, (amarillo).
En este modelo se representa solamente la cavidad acuosa formada en el lado de la matriz mitocondrial (indicado
en la figura). Barra de escala = 10 A. Modificado de (Kiihlbrandt & Davies, 2016).

A pesar del resultado obtenido, la resolucion experimental de la estructura no es la suficiente
para asignar con claridad cada uno los segmentos helicoidales que componen el brazo periférico de la
enzima del alga, tanto de las subunidades de la region F;, como de aquellas que forman parte del
dominio membranal. No obstante, a través de una estrategia de modelado computacional se han descrito
con mayor precision los cuatro segmentos membranales del carboxilo terminal de la subunidad a (Figura

14B) (Leone & Faraldo-Goméz, 2016).
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Figura 14. Comparacion del modelo experimental y teorico de la subunidad a de la ATPasa del alga. Panel
A. Modelo obtenido por crio-ME de la subunidad a. Vista desde la matriz mitocondrial de un corte transversal a
nivel de membrana del anillo de subunidades de ¢ (amarillo) y los tultimos dos segmentos helicoidales
membranales del carboxilo terminal de la subunidad a (azul) (Allegretti et al., 2015, No. EMD-2852). Panel B.
Modelo tedrico inferido por modelado molecular de la subunidad a. Misma perspectiva que en el panel A. A la
izquierda del modelo se muestra el anillo de subunidades de ¢ (azul), mientras que a la derecha se muestran los
cuatro segmentos membranales (TM) de la subunidad a, en verde los segmentos helicoidales cuarto (TM4) y
quinto (TMS5), y en rojo el segundo (TM2) y el tercero (TM3). Hay que resaltar que los TM2 y 5 se encuentran
orientados hacia el espacio intermembranal, mientras que los TM1 y 3 hacia la matriz mitocondrial. Modificado
de (Leone & Faraldo-Goméz, 2016).

Es de nuestro interés general conocer como las subunidades Asal a 9 se asocian entre si para
formar el brazo periférico robusto de la ATP sintasa mitocondrial de las algas cloroficeas. Trabajos
recientes en el laboratorio han abordado el estudio de las interacciones de las subunidades extrinsecas de
membrana que constituyen a este complejo mitocondrial empleando diversas metodologias, tales como
la disociacion de la enzima en subcomplejos inducida por altas temperaturas o empleando tensoactivos a
diferentes concentraciones, el tratamiento del complejo nativo con agentes entrecruzadores y estudios de

asociacion de las proteinas Asa recombinantes.

Estudios de disociacion de la enzima con calor demostraron que el dimero se disocia en sus
respectivos monomeros e inmediatamente después se libera el sector F; y las subunidades Asa2, Asa4,
Asa7 y OSCP (Vazquez-Acevedo et al., 2006). De igual forma, la enzima dimérica es mas resistente al
tratamiento térmico, altas presiones hidrostaticas y digestion con proteasa que la forma monomérica, ya
que esta ultima se disocia muy facilmente en sus componentes individuales (Villavicencio-Queijeiro et

al., 2009). Ademas, se obtuvo el subcomplejo Asal/3/5/8/a/cy al incubar el complejo dimérico con altas
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concentraciones de lauril sulfato de sodio (Colina-Tenorio et al., 2016). Adicionalmente, al tratar el
complejo enzimatico con taurodesoxicolato se observdo que Asa6 y Asa9 podrian promover la
dimerizacién de la enzima, ya que su estequiometria disminuye respecto a las otras subunidades en la
forma monomérica de la enzima (Villavicencio-Queijeiro et al., 2009). De igual forma, al emplear un
detergente de la familia de los anfipoles (A8-35), se generaron las formas monomérica y dimérica del

subcomplejo (Vazquez-Acevedo et al., 2016).

El uso de agentes entrecruzadores ha permitido describir interacciones de las subunidades
clasicas como a-f y a-OSCP, asi como también uniones entre las subunidades Asal-Asa4, Asal-Asa7,
Asa2-Asa4, Asa2-Asa7, Asa3-Asa8, Asa6-Asa6, al igual que un subcomplejo formado por
Asa2/Asa4/Asa7 (Véazquez-Acevedo et al., 2006; Villavicencio-Queijeiro ef al., 2009; Cano-Estrada et
al., 2010). Asimismo, empleando subunidades Asa recombinantes se definié que las subunidades Asa4 y
Asa7 interactian fuertemente por medio de sus dominios C-terminales. Ademas, se estableci6 que tanto
la subunidad Asa7 como el extremo carboxilo terminal de Asa4 parecen ser fundamentales para
asociarse con Asa2. De igual forma, se ha encontrado que la interaccion de Asa2 es importante para el
reconocimiento de las subunidades Asa7 y Asa4 con la subunidad alfa, y que probablemente la
subunidad Asa2 interacttia con OSCP (Cano-Estrada et al., 2010; Miranda-Astudillo et al., 2014). De la
misma manera, se determind que Asal abarca todo el brazo periférico de la enzima, desde una region
cercana al lado expuesto a la matriz de la membrana interna mitocondrial hasta la regién F,, debido a
que interacciona fuertemente con la mitad carboxilo terminal de OSCP, asi como con la subunidad Asa8
(Colina-Tenorio et al., 2016). Considerando lo descrito anteriormente, se ha propuesto un modelo

estructural del complejo enzimatico de Polytomella (Figura 15).
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Figura 15. Modelo de topologia de las subunidades Asa en la FFo-ATP sintasa de Polytomella sp. Los
nimeros representan a las subunidades Asal-9. Modificado de (Vazquez-Acevedo et al., 2016).

Los estudios anteriores apoyan la idea de que las subunidades Asa sustituyen a aquellas
involucradas en la formacion del brazo periférico (b, d, e, f, g, A6L y F¢), en la dimerizacion del
complejo enzimatico (e y g) y en la regulacion de la actividad enzimatica (IF;). Por lo tanto, se piensa
que algunas de éstas podrian constituir los componentes basicos de un tallo periférico (Asal, Asa2,
Asa3, Asa4, Asa5 y Asa7), otras podrian participar en la dimerizacion y/o oligomerizacion de la enzima
(Asab, Asa8 y Asa9), y/o desempefiar una funcion regulatoria. En el presente trabajo, se propone
abordar el estudio de las interacciones de las subunidades hidrofobicas del brazo periférico de la ATP

sintasa con el fin de obtener mas informacion sobre el domino membranal de este complejo enzimatico.
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HIPOTESIS

Las subunidades Asa6, Asa8 y Asa9 se encuentran embebidas en la region membranal de la ATP
sintasa del alga incolora Polytomella e interaccionan estrechamente entre si y posiblemente con la

subunidad a.
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JUSTIFICACION

La F Fo-ATP sintasa se encuentra ampliamente distribuida en las membranas transductoras de
energia de los seres vivos produciendo la mayoria del ATP celular. Todas las F-ATPasas, incluidas las
mitocondriales, cloroplastidicas y bacterianas, comparten similitudes estructurales y funcionales. Sin
embargo, hay diferencias en su composicion que dependen de la especie. Tal es el caso de la enzima de
las algas cloroficeas, la cual estd compuesta por nueve subunidades atipicas (Asal-9). Actualmente, se
sabe muy poco acerca de la organizacion estructural del dominio membranal de este complejo
enzimatico. Considerando lo anterior, el interés del presente trabajo es profundizar en las interacciones
de las subunidades embebidas en la bicapa lipidica de esta enzima, debido a que una mejor comprension
de su estructura contribuird a un mayor conocimiento tanto de su funcién como de su regulacion

enzimatica.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar las interacciones de las subunidades hidrofobicas que conforman el brazo periférico de

la ATP sintasa del alga Polytomella sp.

Objetivos especificos

Realizar un andlisis in silico de las subunidades Asa hidrofobicas y proponer un modelo de

topologia de membrana.

e Amplificar los genes que codifican las versiones maduras de las subunidades a (Atp6), ¢ (Atp9),

Asab6, Asa8 y Asa9 a partir de una genoteca de ADNCc del alga Polytomella sp.

e Clonar los productos de amplificacion de las proteinas del alga para producir las subunidades

recombinantes empleando un sistema de expresion bacteriano.

e Purificar las proteinas recombinantes con la finalidad de realizar estudios de interaccion.

e Proponer un modelo de la organizacion de las subunidades Asa en el dominio membranal.

46



RESULTADOS

Analisis bioinformatico de las subunidades asociadas al dominio membranal de la ATP sintasa de
Polytomella sp.

Analisis de estructura secundaria y topologia de membrana de las subunidades Asa

Con la finalidad de obtener mayor informacion estructural de las subunidades Asa altamente
hidrofobicas, se realiz6 un andlisis in silico empleando algoritmos disefiados para la prediccion de
estructura secundaria, segmentos membranales y su disposicion en la bicapa lipidica. A partir de este
analisis (Anexo I, pag. 114), se propuso un modelo consenso de la topologia de membrana para Asa6, 8
y 9, el cual sugiere que dichas subunidades presentan al menos un cruce membranal (Figura 16).
Asimismo, se predice que el amino terminal de las subunidades Asa6 y Asa9 se encuentra dispuesto
hacia la matriz mitocondrial, mientras que su extremo carboxilo esta orientado hacia el espacio
intermembranal (Figura 16). Por el contrario, en el caso de Asa8 el andlisis no indica una clara
orientacion tal como en los casos anteriores (Anexo I, pag. 115), es decir, podria estar dispuesto en la
membrana al igual que Asa6 y Asa9 6 presentar una topologia N-fuera C-dentro. Adicionalmente, se
realiz6 una busqueda de motivos de secuencia asociados a la formacion de homo- ¢ hetero- dimeros de
segmentos membranales, encontrando solo para Asa8 el motivo GxxxG, en donde x representa cualquier
residuo (Figura 16). Estudios estructurales sugieren que este motivo maximiza las interacciones de Van
der Waals y/o puentes de hidrogeno, al permitir que las cadenas de aminoacidos se encuentren lo
suficientemente cercanos entre si, facilitando la interaccion de los segmentos transmembranales (Teese
& Langosch, 2015). En las ATP sintasas, se ha reportado la participacion de este motivo en la formacion
de hetero-dimeros en las subunidades e y g de la enzima de levadura (Arselin et al., 2003; Bustos &

Velours, 2005).
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Figura 16. Modelo topolégico de membrana de las subunidades hidrofébicas Asa. Varios algoritmos
bioinformaticos predicen las subunidades Asa8 y Asa9 con un Segmento TransMembranal (STM, representado
como un cilindro). Se resalta el motivo GxxxG de la subunidad Asa8, debido a que podria dar lugar a la
formacion de homo- o hetero- dimeros. Los modelos predichos para Asa6 varian con los diferentes programas que
se utilizaron: un STM, dos STM o un modelo con un STM y una hélice re-entrante (HR-E). Los numeros indican
la posicion del residuo para cada una de las secuencias de las subunidades Asa. Se representan solamente dos
posibles topologias de membrana para Asa6 (2 STM y 1 STM con 1HR-E), y en el caso de Asa8 una Orientacion
In>out (N- y C- terminal, respectivamente). EIM: Espacio Inter Membranal, MMI: Membrana Mitocondrial
Interna, MM: Matriz Mitocondrial.

En conjunto, modelos teodricos en tres dimensiones de las subunidades Asa6, 8 y 9 se obtuvieron
empleando diversos servidores para la prediccion de estructura terciaria de proteinas (Figura 17).
Posteriormente, se seleccionaron aquellos con un menor valor p y una puntuacién mas alta del conjunto
total de modelos generados, ademas de ser acordes con el andlisis de estructura secundaria y topologia
de membrana anteriormente descrito (Anexo I, pag. 114-118). Los modelos por homologia de las
subunidades Asa6 y Asa9 se obtuvieron a través del servidor en linea Raptor X
(http://raptorx.uchicago.edu/) (Kéllberg et al., 2012) usando como templado a las estructuras con codigo
de acceso 4MT1 (Inner Membrane Multidrug Efflux Pump) y 4YLR (Tubulin Glutamylase) de la PDB
(Base de datos de proteinas, por sus siglas en inglés) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Por su
parte, el modelo de Asa8 se generd usando el sitio web Phyre2 (www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/) (Kelley
et al., 2015). Los modelos seleccionados se optimizaron empleando el programa Chimera de acuerdo a

lo descrito en materiales y métodos (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (Pettersen et al., 2015).
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Asab Asa8 Asa9

Figura 17. Modelos tridimensionales por homologia de Asa6, Asa8 y Asa9. La figura muestra los modelos
estructurales obtenidos de las subunidades Asa asociadas al dominio Fo de la ATP sintasa de Polytomella. En
verde se representa a los primeros tres aminoacidos del N-terminal, asimismo en blanco al segmento membranal
(de acuerdo con la informacion obtenida del analisis in silico). Ademads, en Asa8 se resaltan los residuos que
componen el motivo GxxxG (Gly59-Gly63).

A pesar de la estrategia anteriormente empleada, no es sencillo obtener un modelo teoérico
consistente con el andlisis de estructura secundaria y de topolgia de membrana. Esta tarea se dificulta
aln mas considerando que estas subunidades Asa carecen de homodlogos cercanos en la base de datos de
proteinas (< 20.0 % de homologia con respecto a otras subunidades de las ATP sintasas ortodoxas). Sin
embargo, la subunidad Asa8 es la que presenta la mejor correlacion entre ambos modelos propuestos. En
el caso de Asa6, el modelo tedrico obtenido muestra un segmento transmembranal y una region
helicoidal con un alto valor de hidrofobicidad, similar a uno de los posibles arreglos de topologia de
membrana. Para la subunidad Asa9, los resultados de prediccion de estructura terciaria guardan grandes
diferencias entre si, ya que en la mayoria de los casos se obtenian solamente modelos con regiones

helicoidales cortas y un gran porcentaje de la estructura sin una conformacion definida.
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Analisis de hidropatia del amino terminal de la subunidad a

Por otra parte, la subunidad a y el anillo de subunidades de ¢ son las proteinas con mejor
resolucion estructural gracias a la evidencia experimental obtenida a partir de imégenes de crio-
microscopia electronica (Allegretti et al., 2015) del dominio membranal de la ATP sintasa de
Polytomella. Recientemente, un enfoque bioinformatico ha predicho la disposicion de la subunidad a
con respecto al oligdmero de ¢ con una mayor precision (Leone & Faraldo-Gomez, 2016). No obstante,
aun no se puede asignar de manera concluyente la disposicion del segmento N-terminal de la primera.
Por ello, se realiz6 un analisis comparativo del perfil de hidropatia de los residuos que componen esta
region, es decir, del primer aminoacido hasta el primer cruce membranal, de la subunidad a del
complejo enzimdatico de la bacteria E. coli (Figura 18B) y del alga Polytomella (Figura 18A),
encontrando que en el caso del alga éste no parece ser lo suficientemente hidrofobico para que pueda

insertarse en la membrana.
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Figura 18. Perfiles de hidropatia de la subunidad a del complejo enzimatico del alga Polytomella y la
bacteria E. coli. Panel A (Polytomella sp.) Las regiones alfa helicoidales se designaron como H1 a H5. El no. de
aminoacidos que comprende cada region es: para H1 2-47, para H2 53-73, para H3 79-105, para H4 127-172 y
para H5 180-215. Se indica con una linea roja las regiones putativas embebidas en la membrana. Panel B (E. coli)
El segmento de membrana vertical (TM1) y las cuatro alfa hélices horizontales membranales (H1 a H4) se
detallan como en el panel anterior (linea roja). Los aminoacidos que componen cada regiéon son: para TM1 47-71,
para H1 101-125, para H2 144-170, para H3 189-229 y para H4 231-267. Los residuos descritos anteriormente
son semejantes a los reportados por (Leone & Faraldo-Gomez, 2016). <H17> significa que la ventana de
aminoacidos del pérfil de hidropatia es de 17 residuos.

Para reforzar esta idea, la secuencia de la subunidad a se divididé en dos regiones, la primera
correspondiente a la region amino terminal (H1) y la segunda que comprende los cuatro segmentos
horizontales de membrana (H2-5), y para cada una se graficaron los valores de hidrofobicidad media
contra la hidrofobicidad local maxima para la subunidad a de diferentes organismos. Se observo que la
region N-terminal de las subunidades a de las algas codificadas en el nucleo forman claramente un

grupo que presenta un valor menor de hidrofobicidad (circulo verde, figura 19A), en cambio el resto de
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las secuencias codificadas en la mitocondria (circulo gris, figura 19A) conforman otro grupo separado

por un mayor valor de hidrofobicidad. En contraste, en la region C-terminal s6lo es posible observar la

formacion de un grupo heterogéneo que presenta un alto valor de hidrofobicidad (Figura 19B).
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Figura 19. Gréfica de hidrofobicidad para las regiones N- y C- terminal de la subunidad a de diferentes
organismos. Panel A. Grafico de la hidrofobicidad media (Meso<H17>) contra la hidrofobicidad local maxima
(Max<H17>) para el amino terminal de la subunidad a de diferentes organismos. En el caso de las algas (circulo
verde) los aminoacidos de la region amino terminal son equivalentes a la H1 de Polytomella (Figura 19, panel A),
mientras que para el resto de organismos (circulo gris) es equivalente al TM1 de E. coli (Figura 19, panel B). Los
cuadros de color de la grafica indican aquellas subunidades a cuya estructura tridimensional ha sido parcialmente
resuelta por cristalografia de rayos X o crio-microscopia electronica, mientras que los circulos de color indican
aquellas subunidades a de las cuales atn no se cuenta con informacion estructural detallada. Las secuencias
empleadas en la grafica pertenecen a la bacteria Paracoccus denitrificans; el mamifero Bos taurus; las levaduras
Yarrowia lipolytica y Pichia angusta; las plantas Hordeum vulgare, Ulva prolifera, Helianthus annuus,
Arabidopsis thaliana, Zea maysl y Zea mays2; el alga trebuxoficea Chlorella sorokiniana, las cloroficeas
(Sphaeropleales) Tetradesmus obliquus y Bracteacoccus aerius, y las cloroficeas (Chlamydomonadales)
Polytomella parva, Chlamydomonas reinhardtii, Gonium pectorale, Volvox carteri, Haematococcus pluvialis y
Dunaliella tertiolecta. Panel B. Grafico de la hidrofobicidad media (Meso<H17>) contra la hidrofobicidad local
maxima (Max<H17>) para el carboxilo terminal de la subunidad a de diferentes organismos. Tanto la simbologia
como los organismos empleados es la misma que en el Panel A.

Tomando en cuenta lo anterior, se propone un modelo teérico de la subunidad a del alga
Polytomella empleando el servidor Phyre2 y el programa Chimera como se describio anteriormente.
Este modelo considera que dicha subunidad presenta cuatro hélices dispuestas de manera casi horizontal
a lo largo de la membrana (H2-5, figura 20A), pero carece de una region amino terminal insertada en la
membrana de manera vertical (H1, figura 20B), a diferencia de lo descrito en enzimas canonicas de otros

organismos como E. coli (Ishmukhametov et al., 2017).
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Figura 20. Modelo tridimensional de la subunidad a de la ATP sintasa de E. coli y Polytomella. Panel A (E.
coli). El codigo de color de la estructura cristalografica va del N- (azul) al C- (rojo) terminal de la subunidad a
bacteriana. Los segmentos helicoidales de la secuencia se designaron como TM1 y H1 a H4. Los aminoécidos que
comprenden cada region son: para TM1 47-71, H1 101-125, para H2 144-170, para H3 189-229 y para H4 231-
267 (8.53 A de resolucion, No. PDB 5T4Q) (Sobti et al., 2016). Panel B (Polytomella). Mismo cédigo de color
que en panel A para la subunidad a del alga. Los segmentos helicoidales de la secuencia se designaron como H1 a
H5. El no. de aminoécidos que comprende cada region es: para H1 2-47, para H2 53-73, para H3 79-105, para H4
127-172 y para H5 180-215. La region H1 es la mas hidrofilica y se encuentra expuesta hacia la matriz
mitocondrial, por el contrario los segmentos sefialados como H2 a HS5 corresponderian a las alfa hélices
horizontales putativas embebidas en la membrana interna mitocondrial. Panel C. Perspectiva desde la matriz
mitocondrial del dominio membranal de la ATPasa de Polytomella. A la izquierda se encuentra el anillo de
subunidades de ¢ (amarillo) y a la derecha la disposicion del modelo tedrico de la subunidad a (en color). La
posicion de esta ultima se realizé sobreponiendo el modelo tedrico de la subunidad a sobre la densidad electronica
de las cuatro hélices horizontales (rosa) obtenidas a partir del imagenes de crio-microscopia electronica del
complejo dimérico de Polytomella (No. de acceso EMD-2852, Allegretti et al., 2015).

54



Produccion heterologa de las subunidades hidrofobicas de la ATP sintasa de Polytomella

Clonacion de las subunidades recombinantes

El objetivo principal del presente trabajo es conocer la organizacion de las subunidades Asa en el
dominio membranal de la ATP sintasa de Polytomella. Utilizando proteinas recombinantes mediante
técnicas de interaccidn in vitro, se caracterizaron las interacciones de estas subunidades. A partir de una
genoteca de ADNc del alga se amplificaron los genes que codifican para las versiones maduras de las
subunidades (Anexo I, pag. 123): a (Atp6) (702 pb), ¢ (Atp9) (384 pb), Asa6 (375 pb), Asa8 (270 pb) y
Asa9 (294 pb) (Figura 21).

pb Atp6 Atp9 pb Asa6 Asa8 Asa9

5,000 — 5,000 —

2,000 — 2,000 —
1,000 — 1,000 —

500 — 500 —

Figura 21. Productos de amplificacion de las subunidades de la ATP sintasa de Polytomella sp. En la figura
se muestran los amplicones analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.0 %. En la parte superior se
indica la subunidad correspondiente para cada producto de PCR. A la izquierda de cada gel se indica el nlimero de
pares de bases (pb) de acuerdo con el marcador de peso molecular (ver materiales y métodos, pag. 90).
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Sub-clonacion en vectores de expresion y produccion recombinante

La estrategia de sub-clonacion se realizd con la finalidad de obtener mayor informacion sobre la
organizacion estructural de las subunidades Asa hidrofobicas. Debido a que las subuidades a y ¢ son las
mas caracterizadas del dominio membranal, los productos de amplificacion previamente obtenidos se
clonaron en el vector pGEM®-T Easy y se utilizaron para transformar células competentes de E. coli
DH5a, empleando como marcadores de seleccion la resistencia antibidtica a ampicilina y el sistema de
alfa complementacion (actividad de la enzima B-galactosidasa). Posteriormente, estos insertos se ligaron
en los vectores del sistema del doble hibrido y solamente los productos de amplificacion que
corresponden a las subunidades Asa6, Asa8 y Asa9 se sub-clonaron en los vectores de expresion pET3a
y pET28a (Tabla II), ademas este ultimo confiere una etiqueta de seis histidinas (6His) en el amino

terminal facilitando su purificacion.

Tabla II. Construcciones empleadas en el presente trabajo.

Subunidad  Vector Tipo de vector
Atp6
Atp9
Asab pGEM Clonacion
Asa8
Asa9
Atp6
Atp9
Asab pGADT7
Asa8
Asa9
Atp6
Atp9
Asab pGBKT7
Asa8
Asa9
Asab
Asa8 pET3a Expresion
Asa9
Asab
Asa8 pET28a
Asa9

Y2H
(Dominio de activacion, DA)

Y2H
(Dominio de unién, DU)

Expresion
(Etiqueta de 6His)
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Posteriormente, se realizaron ensayos de expresion empleando diferentes cepas de E. coli DE3
(BL21 CodonPlus-RIL, BL21 pLyss, Origami, Rosetta y Tuner) y se determinaron las mejores
condiciones de produccion recombinante. Sin embargo, en virtud de su caracter altamente hidrofobico
su produccion fue limitada, posiblemente debido a problemas asociados con la agregacion y la toxicidad
(Rajesh et al., 2011). A pesar de ello, las subunidades Asa recombinantes se obtuvieron utilizando la
cepa E. coli C41 (DE3) (Figura 22), la cual ha demostrado facilitar la expresion de proteinas de
membranas superando los efectos tdxicos asociados a su produccion (Miroux & Walker, 1996). Las
condiciones de expresion para Asa6 (sin etiqueta) fueron 6 h de induccioén a 30 °C. Mientras que, para
Asabghis, Asa8epis Y Asa9epis fueron 6 h de induccion a 37 °C, asi como para la version Asa8 y Asa9 (sin

etiqueta) empleando 0.1 mM de IPTG.

QQ "OQ QQ Q;o QQ fo*\ QQ fo*\ QQ @;Q QQ t'c;e
Asa6 ->| Asa8 -> Asad Asab-> il Asag->| | Asa9 >
Azul de Coomassie Anti-6His

Figura 22. Expresion de las subunidades Asa marcadas con una etiqueta de histidina. Ensayos de expresion
de las subunidades Asa6, 8 y 9 empleando el vector pET28a en E. coli C41(DE3). A la izquierda geles de tricina
SDS-PAGE al 14.0 % de las fracciones correspondientes al tiempo cero y seis horas de induccion (10 pL de
fraccion) tefiidos con azul de Coomassie. A la derecha inmunorréplicas tipo Western de las mismas fracciones
empleando el anticuerpo que reconoce a la etiqueta de histidina.
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Purificacion de las subunidades Asa recombinantes

Las subunidades recombinantes, con o sin etiqueta de histidina, se purificaron a partir de cuerpos
de inclusion (Figura 23), previamente lavados y solubilizados con detergente, a través de una columna
de afinidad (columna de Ni-NTA) por cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC, por sus siglas
en inglés) de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos. En la figura 24B se muestran las fracciones
purificadas Asabgpis, Asa8enis, ¥ Asa9enis. En la misma figura, se puede apreciar que éstas presentan
algunas bandas discretas que podrian representar formas oligoméricas o pequefias cantidades de

impurezas, no obstante exhiben claramente un polipéptido principal.

ET P Cls ET P Cls ET P Cls
Asabgyis Asa8gnis Asa9ghis
(14 kDa) (10.8 kDa) (11.9 kDa)

Figura 23. Cuerpos de inclusion de las subunidades Asa marcadas con una etiqueta de histidina. Geles de
tricina SDS-PAGE al 14.0 % de las fracciones correspondientes al extracto total (10 uL de fraccion), pastilla
celular (30 pL de fraccion) y al producto final del lavado de los cuerpos de inclusion (30 pL de fraccion) de las
subunidades Asabgpis, Asa8enis Y Asa9y;s tefiidos con azul de Coomassie. En la parte inferior y con una flecha se
indica la subunidad recombinante correspondiente, asi como su peso molecular estimado entre paréntesis. ET:
extracto total, P: pastilla y Cls: cuerpos de inclusion lavados.
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c(Atp9) Asa66His Asa86His Asa98His
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Figura 24. Complejo V de Polytomella sp. y las subunidades recombinantes Asa6gpi;, Asa8gnis Y Asa9gnis
purificadas. Panel A. Gel de tricina SDS-PAGE al 14.0 % tefiido con azul de Coomassie de la ATP sintasa del
alga (100 pg de proteina). A la izquierda se describe la identidad de cada banda del complejo enziméatico. Panel B.
Gel de tricina SDS-PAGE al 14.0 % de las fracciones purificadas (50 pg de proteina) correspondiente a las
subunidades Asabgy;s, Asa8enis Y Asa9ep;s tefiidas con azul de Coomasie (izquierda) y plata (derecha). En la parte
inferior y con una flecha se indica la subunidad recombinante correspondiente, asi como su peso molecular
estimado entre paréntesis. C: tincion de azul de Coomassie y P: tincion de plata.

Generacion de anticuerpos de las subunidades Asa6, 8 y 9 recombinantes

En el presente trabajo ademas de hacer uso del anticuerpo anti-histidinas (Figura 25A), se
obtuvieron los anticuerpos policlonales que reconocen a las subunidades Asa6, 8§ y 9 inmunizando a
conejos con las versiones recombinantes previamente purificadas mediante cromatografia de afinidad.
En la figura 25B se observa que los anticuerpos generados en conejo son capaces de reconocer de
manera especifica tanto a las proteinas recombinantes etiquetadas con histidina, asi como las versiones
no marcadas y las subunidades nativas de la ATP sintasa de Polytomella. El titulo de anticuerpo
empleado tanto para las inmunorréplicas, como para los ensayos de interaccion fueron 1:25,000 para

Asa 6y 8;y1:10,000 para Asa9.
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Figura 25. Anticuerpos empleados en el presente trabajo. Panel A. Inmunorréplica tipo Western de Asabgy;s
(carril izquierdo), Asa8sy;s (carril central), y Asa9gy;s (carril derecho) usando los anticuerpos anti-6His (izquierda)
y el anti-Asa correspondiente (derecha). Panel B. Reconocimiento especifico de las subunidades Asa6, 8 y 9 tanto
en el complejo enzimatico nativo (Complejo V, carril izquierdo), como de las proteinas recombinantes sin marcar
(carril central) o etiquetadas con histidina (carril derecho). Se cargaron 30 pg de proteina en cada carril.
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Ensayos de interaccion de las subunidades del dominio membranal de la ATP sintasa de
Polytomella

Interacciones in vitro de las subunidades Asa del dominio membranal

El estudio de las interacciones proteina-proteina (IPP) es un paso importante hacia la
comprension de la funcion de los complejos polipeptidicos en los sistemas biologicos (Chang et al.,
2016). Los métodos de IPP se clasifican en tres tipos: in silico, in vitro e in vivo. El andlisis in silico
incluye enfoques basados en el andlisis de secuencias, la prediccion de estructura secundaria y terciaria,
el modelado dindmico de proteinas, los arboles filogenéticos y la ontologia de genes, entre otros
métodos basados en la expresion génica. Mientras que, las técnicas in vitro mas cominmente empleadas
son: la purificacion por afinidad, la co-immuno precipitaciéon (Co-IP), la complementacion de
fragmentos de proteinas (PCA), la transferencia de energia por resonancia de bioluminiscencia (BRET),
la transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET), la cristalografia de rayos X y la
espectroscopia de RMN. Finalmente, los métodos in vivo son el sistema del doble hibrido en levadura y

la letalidad sintética (Rao et al., 2014).

En el presente trabajo se abordaron tres estrategias para caracterizar las interacciones de las
subunidades recombinantes Asa6, Asa8 y Asa9: i) la inmunorréplica tipo Far-Western, ii) la co-
purificacion por cromatografia de afinidad, y iii) el sistema del doble hibrido en levadura.

Adicionalmente, se realizaron ensayos de entrecruzamiento con el complejo nativo del alga.
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Inmunorréplica tipo Far-Western

Mientras que en la inmunorréplica convencional (tipo Western), las proteinas previamente
separadas en un gel de poliacrilamida son transferidas a una membrana de nitrocelulosa e identificadas
empleando anticuerpos especificos, en la tipo Far-Western (F-WB) las proteinas son utilizadas como
"carnada" para identificar pares de interaccion proteina-proteina (Hall, 2004). En consecuencia, esta
metodologia se ha empleado para determinar la interaccion de la(s) proteina(s) de interés ("presa'")
usando como carnada no solo complejos polipeptidicos, sino también una gran variedad de versiones de

proteinas recombinantes e incluso moléculas de ADN (Walsh et al., 2012).

Inicialmente, se realizaron ensayos de IPP mediante la inmunorréplica tipo F-WB utilizando
como presa a las subunidades purificadas marcadas con histidina y el complejo de la ATP sintasa de
Polytmella como carnada (Tabla III). De modo que, el complejo enzimatico del alga una vez separado
en sus subunidades e inmovilizado sobre la membrana de nitrocelulosa se incubd de manera
independiente en presencia de Asabgpis, 8emis ¥ Jemis ¥ €n seguida, con el anticuerpo anti-6His, el cual

reconoce a la proteina recombinante en caso de haber interaccion (Anexo III, figura 6, pag. 124).

Tabla III. Pares de interaccion de las subunidades Asa recombinantes con el complejo nativo de Polytomella
mediante la inmunorréplica tipo Far-Western.

Membrana Medio Resultado
de nitrocelulosa deincubacion de interaccion
Asal/Asa3/Asa5

lej A

Complejo V sa6 Asa6/Asad
Complejo V Asa8 Asal/Asa3/Asa5
. Asal/Asa3/Asa5

Complejo V Asa9
Asa8/Asa9

En la tabla anterior se puede apreciar que Asa6 es la subunidad que presenta un mayor niimero
de pares de interaccion putativos, seguida de Asa9 y Asa8. No obstante, hay bandas que podrian ser
productos inespecificos de interaccion, indicados con signos de interrogacion, mientras que en Asa6
corresponderian a la subunidad beta o alfa (Anexo III, figura 6A, pag. 124), adicionalmente se

encuentran Asa7 en Asa9 (Anexo III, figura 6C, pag. 125). Estos resultados sugieren que Asa6, 8 y 9
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podrian estar interaccionando con algunas subunidades extrinsecas de membrana como Asal, 3 y 5, al
igual que éstas podrian estar formando homodimeros (Asa6-Asa6). Asimismo, siguiendo esta
metodologia se ha reportado la interaccion Asal/OSCP/Asa8 (Colina-Tenorio et al., 2016). En este
sentido, se ha descrito la formacion de dos sub-complejos estables, el primero de ellos compuesto por las
subunidades Asal/Asa3/Asa5/Asa8/a/c (Vazquez-Acevedo et al., 2006) y el segundo equivalente al

monomero de la enzima del alga (Vazquez-Acevedo et al., 2016).

A pesar de que estos resultados concuerdan con lo obtenido anteriormente, es necesario
confirmar la interaccion de las subunidades individuales para que éstos sean concluyentes. Por
consiguiente, se realizaron los ensayos de interaccion con las proteinas recombinantes Asa6, 8 y 9

(Tabla IV).

Tabla IV. Pares de interaccion de las subunidades Asa recombinantes

mediante la inmunorréplica tipo Far-Western.

Membrana Medio Resultado
de nitrocelulosa de incubacion de interaccion

Asab Asab Negativo
Asab Asa8 Parcial

Asab Asa9 Negativo
Asa8 Asa8 Negativo
Asa8 Asab Negativo
Asa8 Asa9 Positivo
Asa9 Asa9 Negativo
Asa9 Asab Negativo
Asa9 Asa8 Positivo

Sin embargo, a pesar de haber ensayado diferentes condiciones de interaccion, solamente se
observd de manera clara la interaccion Asa8-Asa9, ya que dicho reconocimiento se detecté en ambos
pares de interaccion Asa8-Asa9 (Figura 26A) y Asa9-Asa8 (Anexo III, figura 7A, pag. 126). En este
ensayo, varios carriles de membrana de nitrocelulosa, que contenian la misma concentracion de Asa9¢pis
(1 nmol), se incubaron con concentraciones crecientes de Asa8¢uis (0-5 nmol) y después con el
anticuerpo anti-Asa8. Finalmente, se observé un incremento en la intensidad de la sefial conforme el

aumento en la concentracion de Asa8¢p;s, sugiriendo una interaccion Asa8-Asa9 (Figura 26A). De la

63



misma manera, se observo de manera parcial la interaccion Asa6-Asa8 (Figura 26B), puesto que no se

valid6 con la contra parte del par de interaccion Asa8-Asa6 (Anexo III, figura 7B, pag. 126).

wB M
Asa8
Asa9
(1 nmol)
Asa8 Asa9 0 005 01 05 1 2 5 (nmol)
(1 nmol)
Anti-Asa8
B
wB M
Asab
Asa8
(1 nmol)
Asab Asa8 0 005 01 05 1 2 5 (nmol)

(1 nmol)

Anti-Asa8

Figura 26. Interaccion de la subunidad Asa8 con Asa9 y Asa6 ensayadas por inmunorréplica tipo Far-
Western. [zquierda: Electrotransferencia tipo Western (WB) de las subunidades Asa8-Asa9 (Panel A) y Asa6-
Asa8 (Panel B) marcadas con histidina, un nanomol de cada proteina se transfirié y decord independientemente
con su anticuerpo respectivo (control de transferencia y revelado). Derecha: En panel A ensayos de interaccion
Asa9py;s (1 nanomol por carril) incubado con cantidades crecientes de Asa84y;s (0-5 nanomoles de proteina,
indicados en la parte inferior y representado como un triangulo en la parte superior) y luego decorado con un
anticuerpo anti-Asa8. En panel B ensayos de interaccion Asa8gy;s (1 nanomol por carril) incubado con cantidades
crecientes de Asabgy;s (0-5 nanomoles de proteina, indicados en la parte inferior y representado como un triangulo
en la parte superior) y luego decorado con un anticuerpo anti-Asa6. Asabgy;: 14 kDa, Asa8qy;: 10.8 kDa y
Asa9uis: 11.9 kDa.
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Co-purificacion mediante cromatografia de afinidad

Esta metodologia se basa en la union especifica de los polipéptidos de interés, provenientes de
una mezcla compleja de componentes, a una columna de afinidad a través de la interacciéon con
proteinas recombinantes marcadas con histidina, debido a la alta afinidad de este residuo por la matriz
de niquel. De esta manera, los polipéptidos blanco permanecen adosados a la columna, mientras que el
resto de los componentes no se unen a la misma o lo hacen muy débilmente, a pesar de ello cualquier
interaccion inespecifica puede desplazarse competitivamente con concentraciones bajas de imidazol

(Wilchek & Miron, 1999).

En principio, para determinar el tipo de asociacion que pudieran establecer las subunidades Asa
hidrofobicas se realizaron ensayos de co-purificacion mediante cromatografia de afinidad (Copu-CAf).
Para esto, Asa6gpis se uni6 a una columna de Ni-NTA y se lavé con 30 mM de imidazol. A continuacion,
a la misma columna se cargd Asa6 y se repitio el lavado. Ambas subunidades eluyeron empleando un
gradiente de imidazol (30-500 mM). En paralelo, en una segunda columna de afinidad se cargd
solamente Asa6 y se procedid como se describié anteriormente. Esta segunda columna funciond para
descartar la presencia de cualquier interaccion inespecifica de la subunidad sin etiqueta con la matriz de
niquel. La version recombinante de la proteina con etiqueta de 6His y sin marca pueden distinguirse
tanto por su diferencia en el perfil de migracion en geles de poliacrilamida de gradiente discontinuo (del
12.5 al 18.0 %), como por el analisis de las inmunorréplicas tipo Western. De esta forma, Asa6 eluyd
facilmente cuando no habia otra proteina unida a la columna (Figura 27A, seccidon superior). En
contraste, la mayor parte de la fraccion del polipéptido sin marca se mantuvo en la columna en presencia
de Asabgnis. Asi, ambas subunidades se encontraron en las mismas fracciones del gradiente de imidazol
(Figura 27A, seccion central e inferior). El anticuerpo anti-Asa6 reconocio a ambos polipéptidos (Asa6 y
Asabgnis) (Figura 27A, seccion central), mientras que el anticuerpo anti-histidina reconoci6 solamente a

la version con etiqueta (Asabgpis) (Figura 27A, seccion inferior).

De manera similar, se caracterizd la interaccion de Asa8 consigo misma. El andlisis de las
inmunorréplicas tipo Western de las fracciones correspondientes al perfil de elucion de la co-
purificacion de Asa8¢pis y Asa8 sugiridé que, solamente cuando se uni6 primero Asa8gpis @ la columna
ambos polipéptidos recombinantes se encontraban en las mismas fracciones de co-purificacion (Figura

27B, seccidn central e inferior). Cuando sélo se cargé Asa8 a la columna (Figura 27B, seccidn superior)
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esta no se unidé a la columna. Lo anterior sugiere una interaccion Asa8gpuis-Asa8. Por el contrario,

siguiendo el procedimiento anterior, los resultados obtenidos indican que Asa9 no forma ningun tipo de

asociacion consigo misma, ya que Asa9 eluyd de la columna independientemente si Asa9gpis se

encontraba unida o no a la matriz de niquel (Anexo III, figura 8, pag. 127).
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Figura 27. Las subunidades recombinantes Asa6 y Asa8 se asocian formando homo-dimeros mediante
Copu-CAf. Interaccion de las subunidades Asa6-Asabgy;s (Panel A) y Asa8-Asa8¢y; (Panel B) ensayadas por
Copu-CAf. En cada panel se muestran las inmunorréplicas tipo Western de las fracciones de elucion del gradiente
de imidazol cuando la proteina recombinante sin marca (Panel A: Asa6 | Panel B: Asa8) se cargd sola a una
columna (Seccidn superior) o cuando previamente a una columna se unié el polipéptido con etiqueta (Panel A:
Asabgy;s | Panel B: Asa8y;s) (Seccion intermedia e inferior). Los carriles sefialados como U, C y E corresponden
a: unida (Panel A: Asa6gy;s | Panel B: Asa8gy;s), cargada (Panel A: Asa6 | Panel B: Asa8) y proteina excluida de la
columna (lavada), respectivamente. El lavado se realizo con 30 mM de imidazol. El gradiente de imidazol (30-
500 mM) se representa con un tridngulo. Los inmunoblots utilizados por panel se indican con lineas punteadas, asi
como el anticuerpo empleado en la esquina inferior derecha. Asa6: 13.1 kDa, Asabgy;s: 14 kDa, Asa8: 9.9 kDa y
Asa8qyis: 10.8 kDa.

Los resultados obtenidos indican que las subunidades Asa6 y Asa8 en las condiciones del ensayo
de co-purificacion son capaces de asociarse consigo mismas. La observacion de un homo-dimero de
Asa6 concuerda con lo encontrado mediante la inmunorréplica tipo Far-Western con el complejo nativo
del alga, en cambio para Asa8 la informacién deducida a partir del andlisis in silico propone que el

. “ . 59 63 , . o« ,
motivo de glicina (G”"xxxG™) podria ser suficiente para la formacion de un homo-dimero.

Continuando con la caracterizacion in vitro de las proteinas recombinantes, se probaron las
posibles combinatorias de los pares de interaccion Asa6, 8 y 9. Siguiendo la metodologia anterior, las
subunidades Asa6 y Asa8 se cargaron de manera independiente en columnas paralelas sin ninguna otra
proteina unida a la misma (Figura 28A y 28B, seccion superior) o con la subunidad Asa9ep;s
previamente unida a la misma columna (Figuras 28 A y 28B, seccion central e inferior). Teniendo como
resultado que, exclusivamente cuando Asa9pis se encontraba unida a la columna de afinidad las

subunidades Asa6 y Asa8 eluyeron en las mismas fracciones del perfil de co-purificacion.

De la misma manera, solamente se cargd Asa6 a una columna (Figura 28C, seccion superior) y
en conjunto uniendo previamente a otra columna Asa8eyis (Figura 28C, seccion central e inferior).
Encontrando que, la subunidad sin marca permanecio unida a la columna s6lo cuando se encontraba la
proteina marcada con histidinas. Asi pues, la presencia de ambas proteinas tras la aplicacién de un
gradiente de imidazol en la mismas fracciones de elucion se consideré como una interaccion positiva.
Estos resultados sugieren la formacion de tres hetero-dimeros, los cuales coinciden con los pares de
interaccion observados por la inmunorréplica tipo Far-Western: Asa6-Asa8, Asa6-Asa9 y Asa8-Asa9.
Adicionalmente, se realizaron ensayos de interaccion in vivo a través del sistema del doble hibrido en

levadura con la finalidad de confirmar las interacciones descritas al momento.
67



Asab -

Asab

Asa96"f;

Asa8

Asa8

AsageHiS

c E Lavado

Lavado — 30-500 mM Gradiente Imidazoll

30-500 mM Gradiente Imidazol

68



Cc E _lLavado 30-500 mM Gradiente Imidazol
Asab ->|
Anti-Asa6
U C E Lavado
Asa6=> ”~
e
Anti-Asa6
U C E Lavado
6His
Asa8 5
Anti-6HIs

Figura 28. Asociacion hetero-dimerica de las subunidades recombinantes Asa6, Asa8 y Asa9 mediante
Copu-CAf. Interaccion de las subunidades Asa6-Asa9qy;; (Panel A), Asa8-Asa9y;s (Panel B) v Asa6-Asa8y;s
(Panel C) ensayadas por Copu-CAf. En cada panel se muestran las inmunorréplicas tipo Western de las fracciones
de elucion del gradiente de imidazol cuando la proteina recombinante sin marca (Panel A: Asa6 | Panel B: Asa8 |
Panel C: Asa6) se cargd sola a una columna (Seccion superior) o cuando previamente a una columna se unio el
polipéptido con etiqueta (Panel A y B: Asa9y; | Panel C: Asa8¢y;s) (Seccion intermedia e inferior). Los carriles
sefialados como U, C y E corresponden a: unida (Panel A y B: Asa9¢y;s | Panel C: Asa8¢y;), cargada (Panel A y C:
Asab | Panel B: Asa8) y proteina excluida de la columna (lavada), respectivamente. El lavado se realizé con 30
mM de imidazol. El gradiente de imidazol (30-500 mM) se representa con un tridngulo. Los inmunoblots
utilizados por panel se indican con lineas punteadas, asi como el anticuerpo empleado en la esquina inferior
derecha. Asa6: 13.1 kDa, Asabgy;: 14 kDa, Asa8: 9.9 kDa, Asa8¢y;s: 10.8 kDa, Asa9: 11 kDa y Asa9y;: 11.9
kDa.
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Interacciones in vivo de las subunidades Asa del dominio membranal mediante el sistema del doble
hibrido en levadura

El sistema del doble hibrido en levadura (Y2H) se basa en la naturaleza modular de los factores
de transcripcion eucariotas. Estd técnica permite la identificacion rapida de pares putativos de
interaccion de proteinas, teniendo como ventaja respecto a los enfoques bioquimicos, tales como la co-
inmunoprecipitacion o la cromatografia de afinidad, que la seleccion de las parejas de interaccion se

realiza en un sistema in vivo (Stasi et al., 2015).

De acuerdo a lo descrito en materiales y métodos, se generd una mini-biblioteca con todos los
posibles pares de interaccion (Tabla V). Con esta finalidad se realizaron los ensayos de interaccion de
las subunidades: a (Atp6), ¢ (Atp9), Asa6, Asa8 y Asa9 en medios minimos acorde a las instrucciones

del proveedor (Promega®).

Tabla V. Ejemplo de pares de interaccion ensayados para Asa6 mediante Y2H.

Domino de Dominio de
activacion (DA) wunién (DU)
Asab Asab
Asab Asa8
Asab Asa9
Asab a (Atp6)
Asab c (Atp9)
Asab Vacio
Asa8 Asab
Asa9 Asab
a (Atp6) Asab
¢ (Atp9) Asab
Vacio Asab
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Del total de combinatorias exploradas por este método, tan solo se identificaron las interacciones
Asa6-Asa6, Asa8-9 (Figura 29A y 29B, respectivamente), a-c (Atp9) y Asa6-a (Atp6) (Figura 9A y 9B
del anexo III, pag. 128). En este sentido, todos los pares de interaccion encontrados presentan un
crecimiento significativo en comparacion a los controles del ensayo empleados, a excepcion de la pareja
Asa8-Asa9 cuyo crecimiento celular es menos robusto. Mientras que el resto de interacciones
observadas anteriormente (Asa6-Asa8, Asa6-Asa9 y Asa8-Asa8) se consideraron negativas, ya que

todos los resultados obtenidos fueron similares a los controles del ensayo (datos no mostrados).

A
DA-DU Selectivo Baja severidad Alta severidad
Asab — Asab @ %0 0 s Qo0 *
Asa6 - DU 9600 % [
DA - Asab ®o 000
Ctrl — o6 %008
Ctrl + Q000 OGovepy Soove»
B
DA-DU Selectivo Baja severidad Alta severidad

Asa9 - Asa8 9i0°9:0.% e

Asa9-DU ®® oo 2
DA— Asa8 @00 0p
Ctrl— L B L
Ctrl + o000 o000 o000y

Figura 29. Interaccion de las subunidades Asa6, Asa8 y Asa9 a través del Y2H. Interaccion Asa6-Asa6 (Panel
A) y Asa9-Asa8 (Panel B). Izquierda: En la columna se indica el inserto de interés contenido tanto en el DA,
como en el DU. Derecha: En la parte superior se describe el medio de crecimiento utilizado: selectivo (-Leu/-Ttp),
baja severidad (-Leu/-Trp/-His) y alta severidad (-Leu/-Trp/-His/-Ade). Diluciones empleadas en el ensayo: 1:10 -

1:10,000. Como controles externos del ensayo se usaron las construcciones DA: proteina p5S3 | DU: antigeno T
SV40 (Ctrl +); y DA: proteina p53 | DU: laminina C (Ctrl -).
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Ensayos de entre-cruzamiento con la ATP sintasa de Polytomella

La topologia de los complejos polipeptidicos puede abordarse empleando agentes
entrecruzadores, éstos se han utilizado en el estudio de la estructura de la ATP sintasa de bovino (Joshi
& Burrows, 1990), levadura (Velours & Arselin, 2000), en la elucidacion del compejo be; de bovino
(Gonzélez-Halphen et al., 1988), asi como en el estudio del mecanismo de inhicién de la IF; en el

complejo nativo de bovino (Minauro-Sanmiguel et al., 2002).

Con respecto al complejo enzimatico del alga, anteriormente se habian reportado varios
productos de entrecruzamiento empleando un gran nimero de agentes entrecruzadores (Cano-Estrada et
al., 2010). A pesar de haber usado reactivos tanto homo-, como hetero- bifuncionales solubles en
ambientes apolares, el unico producto de interaccion de las subunidades Asa hidrofébicas fue el
correspondiente a Asa6-Asa6. La determinaciéon de la composicion de los productos de
entrecruzamiento obtenidos se realizdo empleando agentes escindibles en condiciones reductoras a través
de un sistema de geles en dos dimensiones (1D-glicina-SDS-PAGE al 7.0 % y 2D-tricina-SDS-PAGE al
12.0 %).

Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se reportan los productos de
entrecruzamiento de las subunidades Asa, tanto de aquellos polipéptidos altamente hidrofébicos, como
de las que se han descrito meramente solubles, utilizando reactivos homo-bifuncionales (polares y
apolares) e identificindolos usando anticuerpos especificos para las subunidades Asa. Los resultados se

resumen en la tabla VI, asi como en las figuras 30 y 10 del anexo III, pag. 129.

Tabla VI. Productos de entrecruzamiento obtenidos.

Entrecruzador no-escindible Entrecruzador escindible

DSS BS’ DSP DTSSP
Asa6-Asa8 Asa6-Asa8  Asa6-Asa8 Asa6-Asa8
Asa8-Asal Asa8-Asal
Asa8-Asa3 Asa8-Asa3  Asa8-Asa3
Asa8-Asa5 Asa8-Asa5s
Asa8-Asa6 Asa8-Asa6  Asa8-Asa6 Asa8-Asa6
Asa8-Asa9 Asa8-Asa9 Asa8-Asa9 Asa8-Asa9
Asa9-Asa8 Asa9-Asa8  Asa9-Asa8 Asa9-Asa8
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Figura 30. Productos de entrecruzmiento de la ATP sintasa de Polytomella. Los ensayos de entrecruzamiento
se realizaron con agentes homo-bifuncionales no-escindibles. Izquierda: La tinciéon con plata muestra la
composicion polipeptidica de la enzima del alga (50 pug de proteina por carril) incubada en ausencia (signo
negativo) o presencia (signo positivo) de DSS (panel A) o BS3 (panel B), asi como la masa molecular aparente.
Derecha: Inmunorréplicas tipo Western de la ATP sintasa del alga (30 pug de proteina por carril) incubada en
ausencia (signo negativo) o presencia (signo positivo) de DSS (panel A) o BS3 (panel B) e inmunodecorada con
los anticuerpos especificos indicados. Las concentraciones usadas en el ensayo se indican en la parte inferior. Los
productos de entrecruzamiento se identificaron con el nimero de las subunidades Asa que los componen (Ej.
Banda 8-6: Asa8-Asa6).
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Se obtuvieron resultados similares utilizando los diferentes tipos de entrecruzadores (escindible:
apolar y polar / no-escindible: apolar y polar). Las parejas de interaccion Asa6-Asa8 y Asa8-Asa9 son
acordes a lo observado tanto en la co-purificacion por cromatografia de afinidad, como en la
inmunorréplica tipo Far-Western empleando a las subunidades Asa recombinantes. De igual forma,
mediante este ensayo empleando el complejo enzimatico de alga, se observaron los pares vecinos Asa8-

Asal, Asa8-Asa3 y Asa8-Asa5 (Figura 30).
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DISCUSION

En las ATP sintasas canonicas, la region Fg esta formada por las subunidades a, b y el anillo de ¢
(Walker, 2013). Por ejemplo, la composicién polipeptidica del dominio membranal del complejo
enzimatico de la bacteria E. coli, comprende a las subunidades a;, b, y cjp (con la estequiometria
indicada en subindices) (Foster & Fillingame, 1982). De manera similar, la ATPasa de las
rodobacteraceas, como P. denitrificans, presenta las subunidades a, b, b' y c1». En cambio, el sector
membranal tanto de la enzima de levadura como la de los mamiferos estdn compuestas por las
subunidades a, b, ¢, d, e, f'y g (Wittig & Schigger, 2008). Por su parte, las subunidades 4, i (también
llamada ;) y k son exclusivas de la primera (Arselin et al., 1996; Paumard et al., 2000; Liu et al., 2015),
mientras que las subunidades Fg, 8 0 A6L, AGP o DAPIT, MLQ (Wittig & Schigger, 2008; Meyer et
al., 2007), Factor B y la proteina TMEM?70 so6lo se encuentran en la enzima de bovino (Jonckheere et

al., 2012).

En contraste, en las algas cloroficeas como Polytomella las subunidades Asal a Asa9 son los
constituyentes principales del brazo periférico y del dominio de dimerizacion del complejo enzimatico
(Lapaille ef al., 2010). Estudios previos han revelado un subcomplejo formado por las subunidades a, c,
Asal, Asa3, Asa5 y Asa8; asi como la interaccion Asal-Asa8 empleando subunidades recombinantes
(Vazquez-Acevedo et al., 2016; Colina-Tenorio et al., 2016). Los resultados anteriores sugieren que
algunos polipéptidos de la region extrinseca de membrana pudieran establecer contactos con las
subunidades Asa del dominio membranal. El andlisis de secuencia de Asal revela dos regiones putativas
(N30s-La26 ¥ Lsao-Issg) con la capacidad de interaccionar con superficies hidrofobicas probablemente a
través de regiones anfipaticas (Anexo I, figura 4A, pag. 119). De igual modo, esta caracteristica la
presentan las regiones Vo3-Fi21, Li77-Lios ¥ Tago-lo7s de Asa3 (Anexo I, figura 4B, pag. 119), al igual
que los extremos amino (V7-Mss) y carboxilo (Ajos-Fi23) terminales de Asa5 (Anexo I, figura 4C, pag.

120).

El dominio membranal de la ATPasa de las algas cloroficeas estd compuesto, ademas de la
subunidad a y el anillo de ¢, por polipéptidos de pequefia masa molecular denominados Asa6, Asa8 y
Asa9, sin embargo, se sabe poco sobre la disposicion de estas proteinas en el dominio membranal de la
enzima. Estas subunidades estan bien representadas en las algas cloroficeas y sus secuencias muestran

una alta similitud como lo revelan alineamientos multiples de secuencia (Anexo I, pags. 115-118),
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ademas se predice que estas subunidades estan embebidas en la membrana de acuerdo a lo sugerido por
analisis de hidrofobicidad y de segmentos transmembranales (STM). Los analisis in silico previamente
descritos, al igual predicen una hélice re-entrante putativa en Asa6 que podria estar involucrada en la
dimerizacién de la enzima. Por su parte, Asa8 posee un motivo G’ 9XXXG63, tal como en el STM de las
subunidades e y g de levadura, por lo que podria desempefiar un papel importante en la oligomerizacion

del complejo enzimatico (Arselin ef al., 2004; Everard-Gigot et al., 2005).

El presente trabajo abordd una caracterizacion bioquimica mas detallada de las subunidades
hidrofobicas que conforman el brazo periférico de la ATP sintasa de Polytomella, cuya naturaleza
altamente hidrofoba habia limitado su estudio en el pasado. Una de las principales dificultades para
trabajar con proteinas altamente hidrofobicas es encontrar condiciones que favorezcan el replegado
sobre la agregacion (Bancres, 2006), ya que la producciéon recombinante de estas proteinas con
frecuencia resulta en la acumulacion de productos de agregacion llamados cuerpos de inclusion (Cls)
(Vinothkumar et al., 2013). El replegamiento de Cls se realiza habitualmente por dilucion o diélisis.
Durante el proceso de dilucidon para ciertas proteinas, al alcanzar concentraciones intermedias de los
agentes desnaturalizantes empleados, se da lugar a la formacion de productos intermedios de
plegamiento, lo que puede conducir a la agregaciéon (Rudolph & Lilie, 1996). En cambio, se ha
reportado el replegamiento de proteinas hidrofébicas a partir de Cls (Nagy et al., 2001, Valiyaveetil et
al., 2002, Harris et al., 2014) eliminando el agente desnaturalizante mediante didlisis en un

amortiguador de replegamiento.

En nuestro caso, la renaturalizacion por didlisis en amortiguador de replegamiento (Anexo 1V,
pag. 151) nos permitié recuperar la proteina solubilizada con un porcentaje muy bajo de formas
agregadas. Este problema se abord6 realizando ensayos de solubilidad con los detergentes mas
comunmente empleados (por ejemplo, digitonina, lauril sulfato de sodio, taurodesoxicolato de sodio,
Tween-20, asi como Triton X-100 y Triton X-114), considerando ademds la concentracidon idnica
recomendada para proteinas de membrana (Smith, 2017; Lin & Guidotti, 2009) y el valor de pH
normalmente utilizado en nuestro protocolo de purificacion de ATPasa. Desafortunadamente, no
obtuvimos informacién sobre la estructura secundaria de estas subunidades. Asimismo, se dificulto el
estudio del proceso de plegamiento debido al bajo nimero de residuos Trp (1 en Asa8 y 3 en Asa6/9,

respectivamente).
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Para comprender mejor las interacciones establecidas por estas subunidades del dominio
membranal, se siguieron tres enfoques diferentes empleando proteinas recombinantes. La mayoria de las
interacciones observadas se obtuvieron con el método de co-purificacion, demostrando ser una técnica
clasica pero robusta. Dado que, todos los amortiguadores usados contenian detergente en concentracion
suficiente, consideramos que estamos observando interacciones proteina-proteina reales, y no un
fenomeno de agregacion mediado por interacciones hidrofobicas. Esta hipdtesis es apoyada al no
observar interacciones inespecificas como Asa9-Asa9 (Anexo III, figura 8, pag. 127). En este sentido, a
través de la inmunorréplica tipo Far-Western, empleando al complejo nativo del alga y las subunidades
Asa recombinantes, se observaron algunas sefales que corresponderian a interacciones inespecificas en
el caso de Asab y Asa9, mas no en Asa8 (Anexo III, figura 6, pag. 124). No obstante, los resultados
obtenidos indican que algunas subunidades del brazo periférico de la region F;, como Asal, Asa3 o
Asa5, podrian encontrarse en la cercania del dominio membranal. En cambio, cuando solamente se
emplearon los polipéptidos heterdlogos, se determind de manera clara la interaccion Asa8-Asa9 (Figura
26A, pag. 64 y figura 7 del anexo III, pag. 126), mientras que el sistema del doble hibrido sugiere las
interacciones Asa6-Asa6 y Asa8-Asa9 (Figura 29, pag. 71), ademas de la interaccion de las subunidades

a-c (Anexo III, figura 9A, pag 128).

Probablemente, las limitaciones de los dos ultimos métodos son una consecuencia de la alta
hidrofobicidad de las subunidades Asa, que tienden a ser insolubles y agregarse, afectando la deteccion
de las interacciones in vitro e in vivo. Los ensayos de interaccion proteica sugieren que Asa6 y Asa8 son
capaces independientemente de formar homodimeros (Figura 27, pag. 66), que existe una asociacion
Asa6-Asa9, y también un fuerte reconocimiento de Asa8-Asa9 (Figura 28, pag. 68). Las parejas de
interaccion Asa6-Asab y Asa6-Asa9, junto con los experimentos de entrecruzamiento llevados a cabo
con las formas mondmerica y dimérica del complejo nativo (Villavicencio-Queijeiro et al., 2009; Cano-
Estrada ef al., 2010) apoyan la idea de que estas subunidades pueden estar involucradas en la
dimerizacioén de la enzima del alga. Los ensayos de entrecruzamiento llevados a cabo sobre la ATP
sintasa de Polytomella purificada confirmaron dos de las interacciones descritas en este trabajo: Asa6-
Asa8 y Asa6-Asa9. Ademas, se encontré que Asa8 entrecruza con las proteinas Asal, Asa3 y Asa5 del
dominio extrinseco de membrana, tal como lo sugiere el analisis de hidrofobicidad de secuencia y la
inmunorréplica tipo Far-Western. La asociacion de estas subunidades no fue sorprendente, ya que se
sabe que ¢éstas forman el subcomplejo a/c/Asal/Asa3/Asa5/Asa8 (Vazquez-Acevedo et al., 2006,

Villavicencio-Queijeiro et al., 2009; Vazquez-Acevedo et al., 2016). Con respecto al homodimero de
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Asa8, la baja identidad de secuencia (< 20.0 % de homologia con respecto a otras subunidades de las
ATP sintasas ortodoxas) no permite establecer inequivocamente los equivalentes de algas para las

subunidades de levadura o de bovino, ni obtener modelos tridimensionales fiables (Figura 17).

Por otra lado, modelos estructurales obtenidos tanto por cristalografia de rayos X para la enzima
de P. denitrificans (Morales-Rios et al., 2015), asi como por crio-microscopia electronica para las ATP
sintasas de la bacteria E. coli (Sobti et al., 2016), de la levadura Y. lipolytica (Hahn et al., 2016), el
hongo Pichia angusta (Vinothkumar et al., 2016), el mamifero Bos taurus (Zhou et al., 2015) y el alga
cloroficea Polytomella sp. (Allegretti et al., 2015) han proporcionado nuevos conocimientos sobre la
funcién de este complejo enzimatico. En suma, en estos modelos se puede observar claramente una
arquitectura similar en la region que corresponde al dominio catalitico y al tallo rotor central. Por el
contrario, las diferencias en la composicion polipeptidica, como se ha descrito previamente, se
encuentran en el brazo periférico y en las subunidades que componen el dominio membranal
principalmente (Figura 31). Sin embargo, los mapas de densidad electronica previos han revelado la
disposicion de las hélices horizontales de la subunidad a. Es importante resaltar que los cuatro
segmentos helicoidales de la region C-terminal de dicha subunidad, se encuentran altamente
conservados no solo en los organismos descritos anteriormente, sino también en las ATPasas mas

lejanas de tipo A y V (Zhao et al., 2015; Kiihlbrandt & Davies, 2016).

Y. lipolytica Polytomellasp.

Figura 31. Arquitectura membranal de la ATP sintasa de distintos organismos. La imagen muestra la
organizacion estructural de las subunidades membranales de: E. coli (A), P. denitrificans (B), Y. lipolytica (C) y
Polytomella sp. (D). Corte vertical del dominio membranal de modelos obtenidos por imagenes de crio-EM de los
organismos descritos anteriormente. En la parte superior de cada panel se encuentran las subunidades que
corresponden al brazo periférico, mientras que el anillo de subunidades de c¢ estéd representado en gris (Paneles A,
B y C) y amarillo (Panel D), respectivamente. Por su parte, las hélices horizontales de la subunidad a en todos los
organismos se muestran en naranja (delante del oligbmero de subunidades c¢). Como se puede apreciar no es
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posible definir con claridad el resto de subunidades que componen el dominio membranal (densidades
electronicas en distintos colores al frente de la imagen). Paneles A, B y C tomado de (Sobti ef al., 2016), y Panel
D modificado de (Allegretti et al., 2015; EMD-2852).

De esta manera, se ha puesto de manifiesto en diferentes organismos que la subunidad a exhibe
un primer segmento transmembranal vertical (STM) y un grupo de cuatro hélices horizontales (H1-H4).
En el mapa de crio-microscopia electronica del alga solo se observan las cuatro secciones transversales
de la subunidad @ embebidas en la membrana, mas la region amino terminal es de resolucion
insuficiente para permitir una asignacion concluyente del STM vertical. Recientemente, mediante un
enfoque bioinformatico se ha predicho la posicion de la subunidad @ con respecto al anillo de
subunidades de ¢ con mayor precision (Leone & Faraldo-Gomez, 2016). El modelo propuesto es
coherente con todos los productos de entrecruzamiento de las subunidades a y ¢ obtenidos en E. coli
(Jiang & Fillingame, 1998; Vik & Ishmukhametov, 2005). Sin embargo, un andlisis del perfil de
hidrofobicidad de la subunidad a de las secuencias de la bacteria y el alga sugiere que el STM vertical

putativo no es lo suficientemente hidrofobico para insertarse en esta region (Figura 18, pag. 50).

Lo anterior podria deberse a que la subunidad a de las algas cloroficeas es codificada en el
nucleo (Funes et al., 2002). A la fecha, esta subunidad es la inica conocida cuyo Unico gen reside en el
nucleo, por tanto exhibe una via de biogénesis diferente a la de sus homdlogos mitocondriales.
Previamente, se ha reportado que la subunidad de las algas cloroficeas presenta una hidrofobicidad
menor en varios de sus segmentos helicoidales, en especial en el STM vertical (Funes ef al., 2002). Esta
hidrofobicidad disminuida deberia permitir la translocacién completa de este primer segmento durante la
biogénesis de esta subunidad en algas. Esta hipotesis se fortalece atn mas con los andlisis de
hidrofobicidad media de las subunidades a de diferentes organismos codificadas en el ntcleo, en donde
claramente muestran un caracter menos hidrofobico en comparacion a la region C-terminal (Figura 19,
pag. 52). En este escenario, el primer STM putativo probablemente no estd embebido en la membrana.
Por lo tanto, proponemos que la subunidad a de las algas cloroficeas es tnica en el sentido que
solamente exhibe cuatro alfa hélices horizontales (H2 a H4), de esta forma el segmento N-terminal
podria interactuar con otras de las subunidades Asa, probablemente Asa6, como se observo por el

sistema de doble hibrido (Anexo III, figura 9B, pag, 128).
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Teniendo en cuenta los resultados antes mencionados, proponemos un modelo en el que, de
acuerdo con multiples observaciones de microscopia electronica, el oligdbmero en forma de anillo de
subunidades ¢ se ubica a los extremos de cada mondmero, el cual esta interaccionando estrechamente
con los cuatro segmentos horizontales de membrana de la subunidad a. Posiblemente, los otros seis
segmentos transmembranales, que aparentemente se pueden observar en el corte horizontal a nivel de la
membrana, podrian atribuirse de la siguiente manera: dos para la hélice reentrante de Asa6, una para un
STM clasico de la misma subunidad; dos STM de un posible homodimero de Asa8 y un STM de Asa9
(Figura 32).

Figura 32. Modelo de la organizacion estructural de las subunidades del dominio membranal de la ATP
sintasa de Polytomella. Panel A: Perspectiva desde la matriz mitocondrial de un corte de la seccion transversal
del dominio membranal del mapa de densidad electronica obtenido por crio-EM para la enzima del alga (No.
EMD: 2852) (Allegretti et al., 2015). Panel B: Misma perspectiva que en el Panel A. Los segmentos
transmembranales (STM) se representan como circulos y las hélices horizontales de la subunidad a como
cilindros curveados. El nombre de cada subunidad est4 indicado con el ntimero o la letra correspondiente. En el
modelo Asa6 y Asa9 participan en la interfaz de dimerizacion de la enzima (dimero verdadero), mientras que
Asa8 se representa como un homodimero involucrado en la interfaz de oligomerizacion (pseudo-dimero) del
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complejo enzimatico. Las lineas punteadas indican que las subunidades Asa6 y Asa8 podrian interaccionar en un
plano diferente de la perspectiva mostrada en la figura.

Sin embargo, no podemos excluir totalmente la posibilidad de que uno de los STM observados
podria ser proporcionado por una hélice reentrante o una region hidrofobica de las subunidades Asal,
Asa3 o Asa5 del brazo periférico que se insertarian parcialmente en la membrana. Ahora bien, si se
intentard buscar analogos estructurales de las subunidades de algas en el modelo estructural de crio-
microscopia de Y. lipolytica (Hahn et al., 2016), Asa6 podria sustituir a la subunidad f de levadura, Asa8
dimérica podria reemplazar a las subunidades e y g, mientras que Asa9 relevaria a las subunidades Atp8
6 i. Ademas, nuestro modelo propone que la subunidad Asa6 es esencial para estabilizar la estructura
dimérica del complejo enzimatico, mientras que Asa8 podria desempefiar una funcién importante,

similar a las subunidades e y g de la levadura, en la oligomerizacion de la enzima.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se caracterizaron las interacciones de las subunidades Asa hidrofobicas
que componen el brazo periférico de la F;Fo-ATP sintasa de Polytomella. Empleando las subunidades
Asab6, Asa8 y Asa9 recombinantes a través de diferentes estrategias de interaccion proteina-proteina se

observaron las interacciones: Asa6-Asa6, Asa6-Asa8, Asa6-Asa9, Asa8-Asa8 y Asa8-Asa9.

En conjunto con los productos de entrecruzamiento obtenidos con la enzima nativa del alga, se
propuso un modelo de la organizacion del dominio membranal del complejo dimérico, en donde las
subunidades Asa6 y Asa8 podrian desempenar una funcion importante en la interfaz de dimerizacion y
de oligomerizacion del complejo enzimatico, respectivamente. Asimismo, el analisis de hidropatia del
segmento amino terminal de la subunidad a sugiere que este segmento helicoidal podria estar dispuesto

fuera de la membrana.

A pesar de que el modelo propuesto es acorde con los datos de crio-microscopia electronica
disponibles, estudios de alta resolucion estructural son necesarios para describir con mayor detalle la

organizacion de la subunidades intrinsecas de membrana de la ATPasa del alga.
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PERSPECTIVAS

Confirmar las asociaciones Asa6-Asa6 y Asa8-Asa8, a través de otra metodologia para el estudio de

hélices membranales, como el sistema genético de interaccion in vivo TOXCAT.

Realizar estudios de dicroismo circular de los polipéptidos recombinantes para determinar el porcentaje

de estructura secundaria para cada uno.

Determinar la interaccion de las subunidades Asa3 y Asa5 con Asa6, Asa8 y Asa9.

Obtener imagenes de alta resolucion estructural del dominio membranal del complejo enzimatico del

alga para definir con mayor precision las interacciones de las subunidades Asa hidrofdbicas.

83



MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos (marca comercial), amortiguadores y soluciones empleadas en los métodos

se encuentran descritos en el anexo IV ( pag. 130).

Cultivo del alga incolora Polytomella sp.

Las algas del género Polytomella pueden crecer en mezclas de acetato de sodio con triptona y
extracto de levadura, debido a que obtienen el nitrégeno de las sales de amonio y el carbono a partir del
acetato u otros acidos organicos, siempre que la tiamina esté presente en el medio. Sin embargo, en
ausencia de acetato Polytomella sp. produce almidén y esta produccion es independiente de la

utilizacion de acidos orgénicos (E.G. Pringsheim, 1955).

Considerando lo anterior, se cultivd Polytomella sp. Pringsheim 198.80, coleccion de algas de la
Universidad de Gottingen (http://sagdb.uni-goettingen.de/), en 2 L de medio Ember (Acetato de sodio,
bactotriptona y extracto de levadura) adicionado con vitaminas (B; y Bj,) en matraces de fondo ancho

de 2.5 L por 48 h a 25 °C sin agitacioén (Colina-Tenorio et al., 2016).

Obtencion de las mitocondrias del alga

Se cosecharon las células de Polytomella centrifugando a 2,000 x g durante 5 min en el rotor JA-
10 (Beckman). Posteriormente, se resuspendieron en amortiguador de sacarosa y centrifugaron a 2,000 x
g por 5 min usando el mismo rotor. Nuevamente, se resuspendio la pastilla de células con el mismo
amortiguador y a continuacidon ésta se transfirid6 a un homogeneizador de vidrio para romperlas
mecanicamente con ayuda de un vastago de teflon. Se repitid este procedimiento 10 veces y el lisado
celular se centrifugd por 10 min a 2,000 x g empleando el rotor anterior. Por segunda ocasion, esta
pastilla se homogeneizo6 para romper a aquellas células que mantuvieron su integridad en el paso previo

y se centrifugd a 2,000 x g. En un segundo paso, el sobrenadante se centrifugd durante 10 min a 17,000
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x g usando un rotor JA-25.50 (Beckman). La pastilla resultante, la cual corresponde a la fraccion

mitocondrial, se resuspendio en 10 mL de amortiguador de sacarosa y almacen6 a -70 °C hasta su uso.

Purificacion de la ATP sintasa de Polytomella sp.

Se determind la concentracion de proteina (ver determinacion de la concentracion por el método
de Markwell, pagina siguiente) de la fraccion anterior y se diluyd con el amortiguador de solubilizacion
a una concentracion de 10 mg/mL. A continuacion, las mitocondrias se solubilizaron afiadiendo lauril
maltosido (gota a gota) a una concentracion final de 2 g por gramo de proteina y agitando por 30 min a 4
°C. El solubilizado se centrifugd por 30 min a 90,000 x g usando el rotor SW 60Ti (Beckman).
Posteriormente, el sobrenadante se dializé (membrana SpectraPore con un punto de corte 12-14,000 Da)
por 2 h en amortiguador de dialisis y se cargd a una columna de intercambio anidnico (DEAE-
Sepharose®) previamente equilibrada (amortiguador de equilibrio). Enseguida, el complejo V se eluyo
con un gradiente de 0 a 125 mM de cloruro de sodio en el amortiguador de equilibrio determinando la
absorbancia de las fracciones de purificacion a 280 nm (Espectrofotometro Shimadzu UV-160U). Se
analiz6 la composicion y pureza de las fracciones colectadas a través de geles de tricina SDS-PAGE al
14.0 % (ver electroforesis en gel de poliacrilamida, pagina siguiente) y las fracciones correspondientes
se concentraron con ayuda de un ultra filtro Amicon (Amicon Ultracel-15, Milipore). El concentrado se
cargd a un tubo de polipropileno (14 x 89 mm) conteniendo un gradiente discontinuo del 15.0 al 50.0 %
de glicerol en amortiguador de Lutter y se centrifugé a 40,000 x g durante 17 h a 4 °C usando el rotor
SW 40Ti. Finalmente, con ayuda de una micropipeta se colectaron fracciones de 400 pL comenzando
por la parte superior del tubo. Las fracciones del gradiente de glicerol se analizaron por geles de tricina
SDS-PAGE al 14.0 %, se concentraron (Amicon Ultracel-15) y se cuantificd su concentracion final de
proteina. Cuando se purifico la ATP sintasa de Polytomella para realizar los ensayos de
entrecruzamiento, los pasos de purificacion fueron los mismos excepto que el gradiente de glicerol se
sustituyo el amortiguador de Lutter, que contiene Tris, por el de HEPES con la finalidad de evitar el

apagamiento quimico (quenching) de los agentes entrecruzantes.
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Analisis de proteinas

Determinacion de la concentracion de proteina por el método de Markwell

El método utilizado es una modificacion del método de Lowry, en el que las proteinas son
detectadas a través de la formacion de un complejo de cobre en medio alcalino y su posterior reaccion
con el reactivo de Folin-Ciocalteu. Dicha modificacion consiste en la adicién del tensoactivo dodecil
sulfato de sodio (1.0 % v/v de SDS) en el reactivo alcalino y un aumento en la cantidad de tartrato de
cobre (0.16 % p/v de tartrato). De esta forma, el método de Markwell permite determinar la
concentracion de proteina de muestras que contienen proteinas de membrana o lipoproteinas (Markwell

etal., 1978).

La muestra problema (10-75 puL de muestra) y los estandares (0, 10, 25, 50, 75 y 100 pg) de
albumina sérica bovina (BSA) se aforaron a 1 mL con agua destilada. Posteriormente, a cada muestra se
adiciono 1 mL de solucion A, se mezcld por inversion e incubd a temperatura ambiente por 10 min. De
igual forma, se agregé 0.5 mL de solucion B, se mezcld por inversion e incubd en oscuridad a
temperatura ambiente por 30 min (Ver solucion A y B en anexo IV, pag. 135). En este paso, el tiempo
de incubacion puede ser hasta de 60 min. Posterior a este tiempo, hay cambios en la absorbancia final no

relacionados con la concentracion de proteina total de la muestra (Markwell et al., 1978).

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las proteinas se analizaron mediante electroforesis con geles de Tricina SDS-PAGE de acuerdo
con (Schigger et al., 1988) en el sistema MINI-PROTEAN® de Bio-Rad (geles de 84 x 73 x 15 mm). El
gel concentrador se prepard al 4.0 % de acrilamida/bis-acrilamida, mientras que la concentracion de
acrilamida/bis-acrilamida del gel separador fue de 14.0 % para un gradiente continuo y del 12.5 % al
18.0 % de acrilamida/bis-acrilamida para un gradiente discontinuo (Schéigger & von Jagow, 1987). Los
geles se polimerizaron con APS y TEMED. A las muestras se afiadid amortiguador de carga con una

relacion 1:6 (amortiguador:muestra). El proceso se realizd empleando los amortiguadores de
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electroforesis correspondientes al catodo y al anodo. La electroforesis se llevo a cabo a temperatura
ambiente manteniendo un voltaje de 50 V durante el gel concentrador, y posteriormente a 100 V para el
gel separador. Al finalizar, los geles se tifieron con azul de Coomassie (Anexo II, pag. 137) o con plata
(Anexo II, pag. 138) o se transfirieron para realizar inmunorréplicas tipo Western o tipo Far-Western

como se describe posteriormente.

Inmunorréplica tipo Western

La inmuno deteccion se llevod a cabo en membranas de nitrocelulosa (BioRad) de acuerdo al
procedimiento descrito por Towbin et al. (1979). Esta técnica se basa en el reconocimiento especifico de
proteinas electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa, gracias a la obtencién de una senal
producida por la actividad de una enzima acoplada a un complejo anticuerpo secundario-anticuerpo

primario.

Para llevar a cabo la transferencia de proteinas se utilizd una camara semi-seca de transferencia
(Hoefer TE77XP, Amersham Biosciences). Se colocaron tres piezas de papel filtro (Whatman)
humedecidas con amortiguador positivo sobre la superficie de la cdmara de transferencia. A
continuacion y de igual forma, se colocd la membrana de nitrocelulosa sobre el papel filtro.
Posteriormente, se colocd la parte correspondiente del gel separador de poliacrilamida humedecida en
amortiguador negativo mas tres piezas de papel filtro con el mismo amortiguador. La corriente
(miliamperios, mA) para llevar a cabo la transferencia se calculé multiplicando el largo (cm) de la
membrana por el ancho (cm) de la misma, de tal manera que se mantuviera una corriente de 1.2 mA/cm”
durante 2 h. Para verificar que las proteinas se transfirieron con €xito, al término del proceso se incubd
la membrana en rojo de Ponceau por 5 min y se destifio incubando con agua destilada. Todos los pasos
de incubacion se realizaron con agitacion constante a temperatura ambiente (rotador giratorio modelo
G2, New Brunswick). En seguida, la membrana se bloqued con 3.0 % de gelatina en TBS a temperatura
ambiente toda la noche. Se lavo la membrana dos veces con TTBS por 10 min. Después, se anadi6 el
primer anticuerpo (dilucion 6ptima determinada) en una solucion de gelatina al 1.0 % en TTBS por 3 h.
Nuevamente, se lavo la membrana de la misma manera e incub6 el anticuerpo secundario acoplado a

fosfatasa alcalina (dilucion 1:10,000) con una solucién de gelatina al 1.0 % en TTBS por 1.5 h. De igual
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forma, se lavd la membrana y se reveld empleando una solucidon de bicarbonato de sodio conteniendo
los sustratos BCIP y NBT acorde con (Hawkes et al., 1982). El tiempo para obtener una senal es

variable y la reaccion enzimatica se detuvo con agua destilada.

La membrana puede utilizarse de nuevo para otra inmuno deteccion, para lo cual se incuba a 60
°C durante 30 min en solucion de desnudamiento (solucién para eliminacion de reactivos), lavando dos
veces con TTBS por 10 min. Enseguida, la membrana se bloquea con una solucion de gelatina al 3.0 %,

continuando de acuerdo al proceso anteriormente descrito.

Ensayos de entrecruzamiento con el complejo enzimdtico nativo del alga Polytomella

El entrecruzamiento de proteinas implica la formacion de un enlace covalente entre dos
polipéptidos. Este proceso estd mediado por la reaccion de un entrecruzador con las cadenas laterales,
tales como las aminas primarias y los grupos sulthidrilos, de los aminodcidos. Los agentes
entrecruzantes son reactivos bifuncionales que contienen grupos reactivos idénticos ¢ no (homo- 6
hetero-bifuncionales, respectivamente) separados por un brazo espaciador. Los ésteres de N-
hidroxisuccinimidil o amidatos amino-reactivos y homo-bifuncionales son los entrecruzadores mas
comunmente empleados. Debido a que €stos son solubles tanto en disolventes acuosos como organicos,
se han utilizado para determinar la disposicion de subunidades dentro de complejos multiproteicos

(Kapoor, 1996).

Los experimentos con agentes entrecruzantes se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones
del proveedor comercial (Pierce Chemical). Asi, la ATP sintasa del alga (2.5 mg/mL) se incub6 de
manera independiente con concentraciones crecientes (0.1, 0.25 y 0.5 mM) de los reactivos homo-
bifuncionales, no escindibles DSS y BS®, asi como con concentraciones crecientes (0.25 y 0.5 mM) de
sus analogos escindibles DSP y DTSSP, respectivamente. Cada ensayo de entrecruzamiento se realizo
en un volumen final de 50 pL durante 60 min a 4 °C empleando el amortiguador de HEPES. Al
finalizar, la reaccion se detuvo al anadir Tris-HCl (pH 7.5) a una concentracion final de 50 mM e
incubando a temperatura ambiente por 15 min con agitacién constante. Como control del ensayo se
incubd a la enzima en ausencia de entrecruzadores bajo las mismas condiciones. Finalmente, los
productos de entrecruzamiento se analizaron en geles de Tricina-SDS-PAGE al 14.0 % tefiidos con plata
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y se llevd a cabo la inmunorréplica tipo Western empleando los anticuerpos especificos para cada
subunidad (Asa6, 8 y 9). La masa molecular (PM) de los productos de entrecruzamiento obtenidos se
estim6 al interpolar su valor de movilidad electroforética (Rf) en un grafico del logaritmo de la masa

molecular (PM,,,) de los polipéptidos del complejo enzimatico de Polytomella contra su valor de Rf.

Obtencion de las subunidades recombinantes

Clonacion de los genes de las subunidades de la ATP sintasa de Polytomella sp.

La amplificacion de los genes de interés se llevé a cabo mediante PCR (Termociclador Techne
TC-512, Bibby Scientific Ltd.) a partir de una genoteca de ADNc utilizando el fago lambda (van Lis ef
al., 2005), asi como los cebadores especificos para las versiones maduras de las subunidades: a (984 pb,
25.1 kDa), ¢ (384 pb, 8.2 kDa), Asa6 (375 pb, 13.1 kDa), Asa8 (270 pb, 9.9 kDa) y Asa9 (294 pb, 11
kDa) (Anexo I, pag. 123) acorde a las instrucciones del proveedor (New England Biolabs Inc.) (Cuadro
1).

Cuadro 1. Mezcla de reaccion para la amplificacion de las subunidades.

Componente Volumen  Concentracion final
10 X Amortiguador de PCR 5uL 1X
10 mM dNTPs 1 uL 200 uM
10 uM cebador directo 1 uL 0.2 uM
10 uM cebador reverso 1 uL 0.2 uM
Templado de ADN 1 uL 1 ng-1 pg
Polimerasa de ADN 0.5 uL 1.25 unidades/50 pL.

H,O (libre de nucleasas) cbp 50uL
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Por otra parte, las condiciones Optimas de la reaccion de amplificacion se determinaron
experimentalmente ensayando tanto diferentes temperaturas de alineamiento, como nimero y duracion
de los ciclos de amplificacion (Cuadro 2). La temperatura de amplificacion fue de 50 °C para las

subunidades a, ¢ y Asa6, mientras que para Asa8 y 9 fue de 55 °C.

Cuadro 2. Condiciones de reaccion para la amplificacion de las subunidades.

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 °C 3 min
94 °C 1 min
35 ciclos 50°C/55°C 2 min
72 °C 2 min
Extension final 72 °C 10 min
Mantener 4°C Indefinido

Los productos de amplificacion resultantes se visualizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.0 % en amortiguador TAE 1 X y tefiidos con bromuro de etidio. La banda de interés
correspondiente al niumero de pares de bases (marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder,
Thermo Fisher Scientific) esperado se cortd con ayuda de un bisturi y se purificoé mediante el sistema
comercial de extraccion en gel de Promega [Wizard(R) SV Gel and PCR Clean-Up System®] siguiendo

las instrucciones del proveedor.

Se clonaron los productos de PCR purificados en el vector pPGEM T-Easy vector® de Invitrogen.
Este vector comercial esta disefiado para la ligacion de amplicones debido a que posee extremos de
timina en el centro del sitio de clonacion multiple. Por ello, se adicionaron nucle6tidos de adenina
(Qiagen Taq PCR kit) a los extremos del producto de PCR purificado (Cuadro 3), y a continuacion se
ligaron en el vector comercial siguiendo las instrucciones del proveedor (Cuadro 4). Una vez realizada la

ligacion, se transformaron en la cepa E. coli DH5a por choque térmico.
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Cuadro 3. Mezcla para la reaccion de poli-adenilaciéon de los amplicones.

Componente Volumen
10 X Amortiguador de PCR 5uL
Amortiguador Q 10 uL
10 mM dNTPs 1 uL
5 U/pL Taq polimerasa 0.5 uL

Producto purificado de PCR 30 uL
H,O (libre de nucleasas) cbp 50 pL
72 °C por 30 min

Cuadro 4. Reaccion de ligacion en el vector comercial.

Componente Volumen
2 X Amortiguador de ligacion 5ul
50 ng/uL vector pGEM 1 pL
100 ng/uL ADN variable
T4 ligasa de ADN 1 pL

H,O (libre de nucleasas) cbp 20 pL
4 °C toda la noche.

Preparacion de células competentes y transformacion por choque térmico por el método de KCM

Las células competentes se prepararon de acuerdo al procedimiento descrito por (Sambrook &
Russel, 2001) en condiciones de esterilidad. Brevemente, se inocularon 100 mL de medio 2xYT con 3
mL de pre-in6culo (cultivo de 12 h de crecimiento en medio LB con agitacion a 250 rpm a 37 °C) hasta
alcanzar una DOssgppm de 0.3-0.6 (2-3 h de crecimiento a 37 °C, 250 rpm). Después, las células se
transfirieron a tubos de 50 mL estériles (Falcon®, Corning), se incubaron a 4 °C durante 10 min y se
centrifugaron (rotor Sorvall F21-8x50y) a 2,500 x g por 10 min a 4 °C. La pastilla resultante se
resuspendi6é suavemente con ayuda de una micropipeta en 1/20 de volumen (5 mL) de medio 2xYT-CC
frio y se repitid el proceso. Al finalizar, se resuspendio la pastilla en 1/30 de volumen (3 mL) de medio
2xYT-CC frio, e inmediatamente se congelaron las células en alicuotas de 200 pL con nitrégeno liquido

y almacenaron a -70 °C hasta su uso.

Para la transformacion de E. coli se tomaron 50-100 pL de células competentes (previamente

descongeladas en frio), se mezclaron con un volumen igual de soluciéon de KCM y 2-10 pL de la
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reaccion de ligacion. Esta mezcla se incub6 en hielo durante 30 min Posteriormente, se dio un choque
térmico a 42 °C por 90 seg y se incubd en hielo por 2 min. Para detener la reaccion de transformacion,
se adicionaron 500 pL de medio SOC e incubd durante 60 min a 37 °C con agitacién constante.
Finalmente, las células se sembraron en placas LB-agar (con el antibiotico correspondiente y
adicionando X-gal e IPTG) e incubaron por 12-16 h a 37 °C. Las clonas de interés se preservaron en

glicerol al 20.0 % a -70 °C.

Extraccion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina

A partir de un cultivo de E. coli del paso anterior (3 mL de medio LB con 8-12 h de crecimiento
a 37 °C con agitacion a 250 rpm y antibiotico), se obtuvo una pastilla de células bacterianas
centrifugando a 4,300 x g por 10 min (Centrifuga clinica, IEC). La pastilla resultante se resuspendi6 con
vortex en 200 pL de solucion I y se pas6d a un tubo nuevo de 1.5 mL (microtubo). Al resuspendido
celular se le agregd 1 uL de solucién de RNasa y 200 uL de soluciéon II. Se mezclod por inversion e

incubd 5 min a 37 °C. Después, se adicionaron 200 pL de solucién III y mezcld por inversion.

Este método aprovecha las diferencias en las propiedades de desnaturalizacion y renaturalizacion
entre el ADN plasmidico (circularizado) y el cromosémico (fragmentado) (Birnboim & Doly, 1979). La
alcalinizacion con NaOH en presencia de un tensoactivo anionico fuerte (SDS) provoca la lisis celular,
asi como la desnaturalizacion del ADN cromosomico, de las proteinas y liberacion del ADN plasmidico.
Ademas, la neutralizacion del medio en presencia de una concentracion alta de sal (acetato de potasio)

provoca la precipitacion de las proteinas, asi como del ADN cromosomico.

Por lo anterior, los agregados insolubles de proteinas y ADN cromosdémico se separaron
centrifugando la muestra durante 15 min a 18,400 x g [Centrifuga(micro) 5424, Eppendorf] y el
sobrenadante se transfirio con ayuda de una micropipeta a un microtubo nuevo, el cual contiene
principalmente ADN plasmidico. E1 ADN precipitado se resuspendié con un volumen de isopropanol
(600 pL) y centrifugd por 10 min a 18,400 x g. La pastilla se lavé con 1 mL de etanol al 70.0 %. El
etanol restante se evaporod calentando la muestra a 65 °C por 15 min y se resuspendio el ADN en 30 pL

de H,O destilada.
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Al finalizar el proceso, se comprob¢ la presencia del inserto de interés en el plasmido mediante
una reaccion de doble digestion (New England Biolabs) (Cuadro 5). Una vez realizado el diagndstico, el
ADN plasmidico se purifico mediante el sistema Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification

(Promega).

Para obtener las construcciones de interés se realizd una reaccion de doble restriccion (Cuadro 5)
tanto en el inserto como en el vector deseado. Se procedid con su purificacion como se describe en
"clonacion de los genes de las subunidades". Adicionalmente, el vector es desfosforilado (Cuadro 6) y
re-purificado mediante el sistema comercial de Promega. Concluido este proceso, la reaccion de ligacion

se llevd a cabo con una relacion inserto-vector de 3:1 y 6:1 (Cuadro 7).

Cuadro 5. Reaccion de doble digestion con enzimas de restriccion.

Componente Volumen

5 unidades/pg ADN/enzima de restriccion Variable
1 pg ADN (minimo) Variable

10 X Amortiguador SDB 2L (1 X)

H,O (libre de nucleasas) cbp 20 pL

37°Cpor2.5h

Cuadro 6. Reaccion de desfosforilacion del vector de expresion.

Componente Volumen
0.2-1 uyg ADN Variable
10 X Amortiguador SDB 3.5uL
Fosfatasa alcalina 1 uL
H,O (libre de nucleasas) cbp 35 puL

1. Reaccion de desfosforilacion: 37 °C por 15 min
2. Inactivacion de la enzima de reaccion: 65 °C por 20 min
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Cuadro 7. Reaccion de ligacion inserto-vector (relacion 3:1).

Componente Volumen
10 X Amortiguador de ligacion + ATP 5uL
50 ng vector variable
75 ng inserto variable
T4 ligasa de ADN 1 uL
H,O (libre de nucleasas) cbp 20 pL

4 °C toda la noche

Clonacion en vectores de expresion y produccion recombinante de las subunidades

Las subunidades a y ¢ se clonaron en los vectores del sistema del doble hibrido en levadura,
mientras que las subunidades Asa se clonaron independientemente en los vectores de expresion pET3a y
pET28a. El vector pET28a afiade una etiqueta de seis histidinas (6His) en el extremo amino de la
proteina recombinante expresada (Asabgpis, Asa8snis Y Asa9¢pis), mientras que el vector pET3a produce
la version sin marcar (Asa6, 8 y 9). Una vez realizada la ligacion, se procedid como se ha descrito
verificando la presencia del inserto y confirmando la identidad de su secuencia. Las construcciones
obtenidas en los vectores de expresion se transformaron por choque térmico en la cepa E. coli C41

(DE3) y se realizaron ensayos de expresion de proteinas.

Para los ensayos de expresion de proteina, se inocularon 3 mL de medio LB (37 °C con agitacion
a 250 rpm mas antibiotico) con las células de E. coli C41 (DE3), obtenidas anteriormente, hasta alcanzar
una DOgoonm de 0.8-1.0. Las condiciones Optimas de expresion se determinaron probando tanto a
distintas temperaturas (25, 30 y 37 °C) como diferentes concentraciones de IPTG (0.01, 0.1 y 1 mM) y
tiempos de induccién (2, 4, 6, 8, 12 h y hasta 16 h para 25 °C). Se tomaron alicuotas de 300 uL por cada
tiempo de induccién en las condiciones de expresion descritas. La eficiencia de expresion se determind
analizando las muestras en geles de tricina SDS-PAGE al 14.0 % y mediante inmunorréplica tipo
Western. La condicion 6ptima de expresion para las subunidades Asabgpis, Asa8enis, Asa8, Asa9epis ¥
Asa9 fueron 6 h de induccién a 37 °C, mientras que para Asa6 (sin etiqueta) fue de 6 h de inducciéon a
30 °C, empleando en todos los casos 0.1 mM de IPTG. Estas construcciones se guardaron en glicerol al

20.0 % a -70 °C hasta su uso.
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Purificacion de las proteinas recombinantes a partir de cuerpos de inclusion

Se inoculé 1 L de cultivo LB con 3 mL de pre-inoculo (cultivo de 8-12 h de crecimiento en
medio LB con agitacion a 250 rpm a 37 °C maés antibidtico) hasta obtener una DOggonm de 0.8-1.0 y se
expreso cada subunidad como se describid anteriormente. Al término de la induccion, el cultivo se
centrifugd a 7,000 x g por 20 min (rotor Sorvall F10S-6x500y). La pastilla resultante (1.5-2.5 g de peso
huimedo) se resuspendid con ayuda de un pincel en amortiguador de lisis (30 mL/L de cultivo). Las
células bacterianas se rompieron mediante sonicacion (sonicador Branson-250) con 4-6 intervalos de 30
seg cada uno a 60.0 % de poder, intercalando con 1 min de descanso en hielo. Las proteinas
recombinantes se obtuvieron a partir de cuerpos de inclusion de acuerdo a los descrito por (Burgess,

2009) (Anexo IV, pag. 147). Los pasos siguientes se realizaron a 4 °C.

Los cuerpos de inclusion lavados se solubilizaron en amortiguador de PBS modificado (30
mL/L) con Tritéon X-100 al 1.0 % y 8 M de urea durante 18 h con agitacion suave (Vari-Mix Test Tube
Rocker, Thermo Scientific). EI material insoluble se removid centrifugando a 15,000 x g durante 20 min
(rotor Sorvall F21-8x50y). El sobrenadante resultante se diluyd con amortiguador modificado de PBS a
una concentracion de 4 M de urea y se le afiadié imidazol a una concentracion final de 30 mM.
Posteriormente, se equilibré una columna de niquel-acido nitrilotriacético (Ni-NTA) (5 mL HisTrapFF,
GE Healthcare Life Sciences) con amortiguador A, se cargo la muestra hasta alcanzar 10 volimenes de
columna (VC) y se lavd con 3 VC empleando el mismo amortiguador con 30 mM de imidazol. La
purificaciéon se llevé a cabo mediante cromatografia liquida rapida de proteinas (AKTA FPLC, GE
Healthcare Life Sciences), empleando un gradiente de 30-500 mM de imidazol (gradiente de
amortiguador de A a B en 10 VC), con un flujo de 2 mL/min y colectando 2 mL por fraccion. Las
muestras obtenidas de la purificacion se analizaron a través de geles de tricina SDS-PAGE al 14.0 % e
inmunorréplica tipo Western. Las fracciones enriquecidas con la proteina de interés se recolectaron,
concentraron y almacenaron a -70 °C hasta su uso. Al finalizar el proceso de purifcacion, la cantidad
promedio de proteina obtenida fue de 2.8 g/L de cultivo para las subunidades con etiqueta de histidina y

de 1.6 g/L de cultivo para las versiones sin marca.
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Generacion de anticuerpos a partir de las subunidades recombinantes

Para la generacion de anticuerpos, se cargd 1 mg de proteina por polipéptido (purificado con
etiqueta de histidinas) en un gel de tricina SDS-PAGE al 14.0 % empleando el amortiguador de catodo
(superior) con azul de Serva G, mientras que el amortiguador del dnodo se uso sin cambios (Schigger et
al., 1988). Al término del proceso, las bandas correspondientes a las proteinas de interés se cortaron y
con ayuda de un mortero de porcelana se obtuvo una suspension homogénea en amortiguador de

suspension. Se prepararon alicuotas con 100 pg de proteina y almacenaron a -70 °C hasta su uso.

Se tomd un volumen de la suspension anterior equivalente a 200 pg de proteina y se aforé a 1
mL con adyuvante completo de Freud, se mezclo (Thermomixer, Eppendorf) a 1,400 rpm a 37 °C por 30
min y administré intramuscularmente a un conejo (primer in6culo). Se dieron tres refuerzos mas
empleando 100 pg de proteina y 800 pL de adyuvante incompleto de Freud con intervalos de tres

semanas en cada administracion (Gonzalez-Halphen ef al., 1991).

Al finalizar el protocolo de inmunizacion, se obtuvo una muestra de la sangre del conejo por
puncion en la arteria de la oreja, se quitd el codgulo y centrifugo (rotor Sorvall F21-8x50y) a 11,800 x g
por 30 min a 4 °C. Se prepararon alicuotas de 200 pL y almacenaron a -70 °C hasta su uso. La presencia
del anticuerpo contra la subunidad recombinante en el suero fue corroborada mediante inmunorréplica
tipo Western. Una vez verificado el reconocimiento del anticuerpo, se obtuvo la sangre del conejo por
puncion cardiaca y la muestra se proceso al igual que el suero obtenido por puncion de la oreja. Se

hicieron alicuotas de 200 puL y se almacenaron a -70 °C.

96



Ensayos de interaccion proteina-proteina mediante la inmunorréplica tipo Far-Western

Esta técnica se basa en el proceso descrito por (Hall, 2004). Brevemente, se carg6 en un gel de
poliacrilamida al 14.0 % una nanomola de subunidad recombinante (purificada con etiqueta de
histidinas) en cada carril y se transfirio a una membrana de nitrocelulosa como se describié para las
inmnunorréplicas tipo Western. A continuacion, los carriles del inmunoblot se cortaron de manera
individual y se bloquearon con gelatina al 3.0 % en TBS. Después de 4 h de incubacion a temperatura
ambiente, los carriles se lavaron dos veces con TTBS por 10 min e incubaron 3 h de manera
independiente con concentraciones crecientes del polipéptido de interés (0.5-5 nanomoles en 5 mL de
gelatina al 1.0 % en TTBS). Nuevamente, se lavaron las membranas de la misma manera y se continu6
el proceso como una inmunorréplica tipo Western. En el caso de haber interaccion, se observd la
aparicion de bandas en las membranas de nitrocelulosa, cuya intensidad aumenta en relacion a la

concentracion de la proteina prueba (Figura 33).
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Figura 33. Inmunorréplica tipo Far-Western (F-WB). Esquema de la secuencia de pasos seguidos durante los

ensayos de F-WB: /-2) transferencia de un gel de tricina SDS-PAGE al 14.0 % a una membrana de nitrocelulosa,
3) incubacion con la proteina prueba, 4) incubacion con el anticuerpo primario (Anti-proteina prueba), y 3)
incubacion con el anticuerpo secundario y revelado de la membrana mediante el sistema de fosfatasa alcalina

(circulo amarillo).

97



Ensayos de interaccion proteina-proteina a través de la co-purificacion por cromatografia de
afinidad

Los ensayos de co-purificacion (Figura 34) se llevaron a cabo a 4 °C a partir de los cuerpos de
inclusion, con una pastilla de células correspondiente a 1 L de cultivo previamente lavada con detergente
y solubilizados con urea, tanto de las proteinas marcadas con histidina (Asa6epis, Asa8snis Y Asa9snis),
asi como de las versiones sin etiqueta (Asa6, 8 y 9). Cada una de las fracciones solubles se recuperd por
centrifugacion a 15,000 x g durante 20 min (rotor Sorvall F21-8x50y). Los sobrenadantes resultantes se
dializaron (membrana SpectraPore con un punto de corte 12-14,000 Da) en 2 L de amortiguador de
renaturalizacion por 36 h con dos cambios de amortiguador a las 8 y 12 h, respectivamente. Los
dializados de proteina se centrifugaron a 15,000 x g por 20 min para eliminar el material insoluble. A la
fraccion soluble (sobrenadante) se le afiadié imidazol a una concentracion final de 30 mM. Cada muestra
se cargod por separado (hasta alcanzar 10 VC) en una columna de Ni-NTA (HisTrapFF de 1 mL, GE
Healthcare Life Sciences), previamente equilibrada con amortiguador A, y se lavo con 3 VC empleando
el mismo amortiguador con 30 mM de imidazol. De igual forma, se cargd y se lavd la fraccion
solubilizada conteniendo la proteina recombinante sin etiqueta a una columna de afinidad, en la cual se
habia unido previamente una subunidad marcada con histidina. A continuacion, usando la misma
columna se llevé a cabo la purificaciéon mediante cromatografia liquida rapida de proteinas (AKTA
FPLC, GE Healthcare Life Sciences), empleando un gradiente de 30-500 mM de imidazol (gradiente de

amortiguador de A a B en 10 VC), con un flujo de 0.5 mL/min y colectando 1 mL por fraccion.

Las fracciones obtenidas de la co-purificacién se analizaron mediante geles de Tricina SDS-
PAGE al 14.0 % de acrilamida y después se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Los perfiles
de elucion de proteinas se analizaron mediante inmunorréplica tipo Western usando anticuerpos
especificos. Con la finalidad de evaluar cualquier unién inespecifica posible, se cargaron por separado
cada una de las muestras que contenian al polipéptido no marcado a una columna de afinidad, se
analizaron las fracciones de elucion en geles de poliacrilamida y cualquier interaccion con la columna se
descart6 revelando con anticuerpos especificos. Cuando las subunidades sin marcar se encontraban en
las mismas fracciones de elucion que las proteinas con etiqueta de histidina se consider6 como una

interaccion positiva.

98



) GG
Q?d) d) g d) Lavado

SO @fﬁ =

&
(2)
e
e

16°% 6c

Gs |
(@@
)
(s

Lavado

=

Co-purificacion @ @

(59

T

Figura 34. Co-purificaciéon por cromatografia de afinidad (Copu-CAf). Representacion de los pasos
principales seguidos durante la Copu-CAf: /) union de la proteina de interés etiquetada con histidinas (Asa epuis) @
la columna de afinidad (Ni-NTA, Ni?), 2) cargado de la proteina "prueba" (Asa ¢y;) a la misma columna, y 3)
co-purificacion mediante un gradiente de imidazol (30-500 mM). En cada uno de los pasos anteriores se realizo
un lavado de la columna para eliminar el exceso de proteina y eluir uniones inespecificas. 4) Por ultimo, las
fracciones obtenidas se analizaron mediante geles de tricina SDS-PAGE al 14.0 % e inmunorréplica tipo Western
empleando anticuerpos especificos para las proteinas de interés. De manera independiente y paralela, solamente la
proteina sin etiqueta se cargd a una columna de afinidad y se tratd bajo las mismas condiciones (control del
ensayo, no representado).
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Ensayos de interaccion proteina-proteina mediante el sistema del doble hibrido en levadura

El sistema del doble hibrido en levadura consiste en que un factor de transcripcion eucarionte es
separado en dominios individuales: i) un dominio de unién (DU) capaz de reconocer una secuencia
especifica de ADN; y ii) un domino de activacion (DA) responsable de promover la expresion de un gen
reportero especifico. Usando esta metodologia se puede determinar la interaccion de dos proteinas (X y
Y), debido a que éstas se encuentran fusionadas a cada fragmento (DU-X, conocido como carnada; y
DA-Y, también llamado presa), reconstituyendo de esta manera la actividad del factor transcripcional, y

en consecuencia permitiendo la expresion de genes rio abajo (Fields & Sternglanz, 1994) (Figura 35).

Proteina “carnada” Proteina “presa”
A (DU-X) (DA-Y)

DU

x

DA Y

“—

Gen reportero |

Figura 35. Sistema del doble hibrido en levadura (Y2H). Panel A. El gen de la proteina de interés X, llamada
carnada, se fusiona con la secuencia del dominio de union (DU) al ADN. Mientras que el gen de la proteina Y,
conocida como presa, se fusiona con el dominio de activacion (DA). Panel B. La construccion DU-X, se une a la
secuencia activadora (SA) rio arriba del promotor. Cuando la construccion DA-Y interacciona con la DU-X el
factor transcripcional se reconstituye, llevando a cabo el reclutamiento de la ARN polimerasa II (ARN pol II) y la
posterior transcripcion de un gen reportero. Modificado de (Briickner et al., 2009; Promega®).
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Bajo este principio, los ensayos del doble hibrido se llevaron a cabo con el sistema comercial
Matchmaker™ GAL4 Two-Hybrid System 3 (Clontech Laboratories Inc.) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Este método comercial utiliza a la cepa de levadura AH109, debido a que cuenta con
genes reporteros, cuya expresion se encuentra regulada por el activador transcripcional GAL4, que
permiten tanto la seleccion por medios auxoétrofos (TRPI y LEU?2), asi como una reduccion en la

incidencia de falsos positivos (HIS3 y ADE?2).

Por otra parte, las construcciones de interés se obtuvieron insertando de manera independiente
los fragmentos que codifican para las versiones maduras de las subunidades a, ¢, Asa6, Asa8 y Asa9
(como se describio en Clonacion de las subunidades recombinantes) en los vectores pGBKT7
(aminoécidos 1-147 del DU de GAL4) y pGADT?7 (residuos 768-881 del DA de GAL4). Todas las
posibles combinaciones de estas construcciones (DU-X & DA-Y) se utilizaron para co-transformar
células de levadura por el método de acetato de litio (Gietz & Schiestl, 2007) y esta mini-biblioteca se
utilizé para detectar posibles interacciones proteina-proteina in vivo. Adicionalmente, se ensayaron los
controles positivo (DU-p53 y DA-SV-40) y negativo (DU-laminina C y DA-SV-40) suministrados por
el fabricante comercial. En este sentido, se repitieron los ensayos de Y2H con las combinatorias DU-X y
DA (vacio), asi como DU (vacio) y DA-Y con la finalidad de descartar interacciones inespecificas. La
seleccion auxotrofa se realizd6 con el medio SD/-Trp/-Leu, mientras que las interacciones se
determinaron en los medios de baja severidad (SD/-Leu/-Trp/-His) y de alta severidad (SD/-Leu/-Trp/-
His/-Ade) (Clontech Laboratories Inc.) realizando diluciones seriadas (diluciones de 1:10 a 1:10,000)
con la finalidad de obtener colonias individuales. El crecimiento celular en al menos el medio de baja

astringencia es evidencia de una interaccion proteina-proteina.
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Analisis bioinformatico de las subunidades Asa de Polytomella sp.

Las secuencias utilizadas en el andlisis multiple de secuencias se obtuvieron de Taxoblast
(https://giavap-genomes.ibpc.fr/cgi-bin/AlgoBLAST/algoBlast mainpage.php) realizando una busqueda tipo
Blastp en la base de datos de  Chlorophyceae (taxid: 3166) del  NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Para los analisis de estructura secundaria de las subunidades Asa6, 8 y 9 se utilizaron los programas:
DPM (Deleage and Roux,1987), DSC (King & Stenberg, 1996), GOR4 (Garnier et al., 1996), HNN
(Guermeur, 1997), JPred (Drozdetskiy et al., 2015), PHD (Rost & Sander, 1993; Rost et al., 1994), Predator
(Frishman & Argos, 1996), Psipred (Buchan et al., 2013), SIMPA96 (Levin et al., 1986) y SOPMA
(Geourjon & Deleage, 1995).

La prediccion de cruces membranales y su orientacion en la bicapa lipidica se llevo a cabo mediante
los servidores: DAS (Cserzo et al., 1997), HMMTOP (Tusnady & Simon, 2001), OCTOPUS (Kill et al.,
2004), Phobius (Kall et al., 2007), SOSUI (Hirokawa et al., 1998), Split 4.0 server (Jureti¢ D. et al., 1999),
TMPred (Hofmann & Stoffel, 1993), Topcons (Tsirigos et al., 2015) y RHYTHM (Rose et al., 2009).
Adicionalmente, mediante el servidor PREDDIMER se realizd un analisis conformacional de segmentos

putativos diméricos de membrana (Polyansky et al., 2013).

Finalmente, se obtuvieron los modelos tridimensionales de Asa6, 8 y 9 empleando los servidores: 1-
TASSER (Yang et al., 2015), Phyre2 (Kelley et al., 2015), Raptor X (Kéllberg et al., 2012), SWISS-
MODEL (Arnold et al., 2006) y QUARK (Xu & Zhang, 2012). Los modelos Asa seleccionados se
optimizaron con el software Chimera (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (Pettersen et al., 2015), empleando
el campo de fuerza AMBER({f14SB considerando los 4tomos de hidrégeno, asi como las cargas de los

aminoacidos mediante un proceso de 1000 pasos de minimizacion.

Adicionalmente, se analizaron las secuencias de las subunidades Asal, 3 y 5 con la finalidad de
definir las regiones putativas con hélices anfipaticas empleando el programa MPEx
(http://blanco.biomol.uci.edu/mpex/), utilizando un coeficiente de particion agua-bicapa lipidica de acuerdo a
la escala establecida por Wimley-White (Snider et al., 2009). Asimismo, se realizo un anélisis de dominios
tipo coiled-coil con el servidor Marcoil (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/marcoil) (Delorenzi & Speed,
2002).
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Por otra parte, se realizdo un estudio del amino terminal de la subunidad a de Polytomella para
proponer su posible orientacion espacial. Con el propdsito anterior, se generd un modelo tedrico optimizado
de la subunidad a empleando el servidor Phyre2 y el programa Chimera como se detalldo anteriormente.
Posteriormente, mediante diagramas de hidropatia se compard la subunidad a de Polytomella y E. coli,
utilizando una ventana de 17 residuos y la escala de hidrofobicidad especifica para proteinas de membrana

interna mitocondrial (Botelho et al., 2011).

Considerando lo anterior, la secuencia de la subunidad a se dividio en dos regiones: la secuencia que
comprende al amino terminal y la segunda que corresponde a las cuatro hélices horizontales membranales.
Estas dos regiones se analizaron por separado comparando la hidrofobicidad media contra la maxima
hidrofobicidad promedio en una ventana de 17 residuos (Claros et al., 2011), empleando la escala de
hidrofobicidad deducida a partir de las posiciones de cada residuo en un segmento transmembranal (Botelho
et al., 2011). La longitud de los segmentos analizados (no. de aminoacidos, aa) fue de: 62 en Bos taurus
(YP_209210.1), 89 en Saccharomyces cerevisiae (NP_009313.1), 85 en Yarrowia lipolytica (NP_075433.2),
91 en Pichia angusta (SLQX _Y), y 85 en Paracoccus denitrificans (SDN6_X).

Para las secuencias de algas y plantas, se consideraron los primeros: 190 aa de Hordeum vulgare
(BAV58098.1), 78 aa de Ulva prolifera (YP_009183719.1), 128 aa de Helianthus annus (YP_008999577.1),
210 aa de Arabidopsis thaliana (NP_085503.1), 239 aa de Zea mays 1 (CAA77868.1), 220 aa de Zea mays 2
(ACZ65558.1), 79 aa de Chlorella sorokiniana (YP_009049975.1), 125 aa de Tetradesmus obliquus
(AAF72060.1) y 115 aa de Bracteacoccus aerius (YP_009054588.1).

En el caso de subunidades codificadas en el nucleo, es decir, aquellas que contienen secuencias de
direccionamiento mitocondrial (MTS), se consideraron las secuencias de las proteinas maduras. El N-
terminal de la subunidad a de Polytomella parva y Chlamydomonas reinhardtii se obtuvo previamente por
degradacion de Edman (Vazquez-Acevedo et al., 2006; van Lis et al., 2003) y se establecié que estas
subunidades contienen una MTS de 94 y 107 residuos, respectivamente. Por lo tanto, los segmentos
analizados como amino terminal corresponden a los residuos: 95 a 142 de Polytomella parva (CBK55668.1),
108 a 155 de Chlamydomonas reinhardtii (AAN70986.1), 92 a 139 de Gonium pectorale (KXZ48726.1),
106 a 153 de Volvox Carteri (XP_002956659.1), 101 a 148 de Haematococcus pluvialis (nimero de acceso
de NCBI GEO GSE71986), y 110 a 157 de Dunaliella tertiolecta (https://giavap-genomes.ibpc.fr/cgi-
bin/AlgoBLAST/algoBlast mainpage.php).
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ANEXOS

ANEXO I: ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS SUBUNIDADES ASOCIADAS AL

DOMINIO MEMBRANAL DE LA ATP SINTASA DE Polytomella.

Analisis de estructura secundaria v topologia de membrana de las subunidades Asa.
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Resultados de prediccion de estructura secundaria para Asa6. Los servidores empleados se

describen en materiales y métodos. Simbologia: Hh alfa hélice, Ee hoja beta, Cc espiral aleatoria, y ? estado

conformacional ambiguo. En negrita se resalta tanto la secuencia primaria de aminodcidos de Asa6 (parte

superior), asi como su secuencia consenso (parte inferior) deducida a partir del analisis in silico.
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Tabla 1. Asa6: segmentos helicoidales y su topologia membranal.

Servidor STM' | Residuos Topologia® Observacién®

DAS 2 Vso-Ajo: ND Hélice re-entrante:
Ayg-Asgs

HMMTOP 2 S40-1s9 | L76-Fos In—out | out—in | Ninguna

Octopus 2 Vso-Aio: In—out | out-—in | Hélice re-entrante:
Sus-Ags

Phobius 2 Vgo-Aior Out—in Hélice re-entrante:
T46-Yoe

SOSUI 1 L6-Vog Out—in Ninguna

Split 4.0 server | 2 L-g-Mios Out—in Hélice re-entrante:
Ass-Rer

TMPred 2 T46-Ges | Vso-Aio1 | In—out | out—in | Ninguna

Topcons 1 Noo-Ajor Out—in Ninguna

RHYTHM 2 L.6-Fos In—out | out—in | Hélice re-entrante:
S40-Iso

Sec. cons.* 2 Lq6-Fos Out—in Ninguna

Sec. cons.* 2 Vgo-Alo1 In—out | out-—in | Hélice re-entrante:
Sa1-Ags

1 2 . .y . . . . .
STM: Segmento TransMembranal; “Orientacion en la membrana mitocondrial interna, es decir, Out: espacio

intermembranal, In: matriz mitocondrial; *Hélice re-entrante (putativa) se refiere a un segmento helicoidal con un

. .. 4 . . .
alto valor de hidrofobicidad, pero menor a un cruce membranal; “Secuencia consenso deducida a partir del

andlisis topologico de STM. ND: no determinado.
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Figura 2. Resultados de prediccion de estructura secundaria para Asa8. Los servidores empleados se

describen en materiales y métodos. Simbologia: Hh alfa hélice, Ee hoja beta, Cc espiral aleatoria, y ? estado

conformacional ambiguo. En negrita se resalta tanto la secuencia primaria de aminodcidos de Asa8 (parte

superior), asi como su secuencia consenso (parte inferior) deducida a partir del andlisis in silico.

Tabla II. Asa8: segmentos helicoidales y su topologia membranal.

Servidor STM' | Residuos | Topologia®

DAS 1 L4s-Leo ND

HMMTOP 1 Luss-Les Out—in

Octopus 1 140-De; In—out

Phobius 1 Hyz-Leo Out—in

SOSUI 1 P4i-Les In—out

Split 4.0 server | 1 Las-Leo Out—in

TMPred 1 Lus-Les *In—out | out—in
Topcons 1 Hus-Lgs Out—in
RHYTHM 1 Luss-Les Out—in

Sec. cons.’ 1 Lus-Les *Qut—in | In—out

'STM: Segmento TransMembranal; Orientacion en la membrana mitocondrial interna, es decir, Out: espacio

intermembranal, In: matriz mitocondrial; *Secuencia consenso deducida a partir del analisis topologico de STM.

ND: no determinado. * Ambas orientaciones en la membrana son posibles.
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ccccccechhhheccecchhhhhhecccccececccccceeeeeceeeeeeeeeeceeeecccccccccceeeccee
cchhhhhhhhhhhhhcechhhhhchchhheccccceeeehhcchhhhhhhhhhhheececcccceccecececcccece
-HHHHHHHHHHHHHH--HHHHHHHHHHHH----— EEEEEEHHHHHHHHHHHHH--------—-————————
chhhhhhhhhhhhhhchhhhhhhhhhecccccceeeeeeccceeeeeeeeeeeeccccccccccececce
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCcceeeeccceeeeeecCceeeeecCCCCCcccccccececee
CCHHHHHHHHHHHHCCHHHHHHHCHHHHHHHCCCEEEHHHHEEEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCC
cccchhhhhhhhhecccecceccccecccecececececcccceehhhhcceeeeceeeeeecccccccceccecccecececcecee
hhhhhhhhhhhhhhechhhhhhttchhhhctttceeeehhhteeeeeeeeeeetccccccceccececceeccct
ccchhhhhhhhhhh?c??hhhhhe?checececcc ??cc cccceeccceccceeee

80 90

I I
GWEGTWVCQADKAKALEMYKEWKKSN
cccceeeehhhhhhhhhhhhhhcccce
ccccccchhhhhhhhhhhhhhhhecce
ccceechhhhhhhhhhhhhhhceeec
ccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhecce
--—--EEEE----HHHHHHHHHHH---
cceeeeehhhhhhhhhhhhhhhhhcce
ccccceeeehhhhhhhhhhhhhhece
CCCCEEEECCCHHHHHHHHHHHHCCC
cccceeeecchhhhhhhhhhhhhhce
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Figura 3. Resultados de prediccion de estructura secundaria para Asa9. Los servidores empleados se
describen en materiales y métodos. Simbologia: Hh alfa hélice, Ee hoja beta, Cc espiral aleatoria, y ? estado

conformacional ambiguo. En negrita se resalta tanto la secuencia primaria de aminoacidos de Asa9 (parte

superior), asi como su secuencia consenso (parte inferior) deducida a partir del andlisis in silico.
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Tabla III. Asa9: segmentos helicoidales y su topologia membranal.

Servidor STM' | Residuos Topologia®
DAS 1 R39-Asy ND
HMMTOP 1 V41-Fsg In—out
Octopus 1 Q34-Nss In—out
Phobius 1 V36-Fsg In—out
SOSUI 1 Vi6-Fsg In—out
Split 4.0 server | 1 Hii-Peoo In—out
TMPred 1 F43-Pgo In—out
Topcons 1 V3i6-Ps7 In—out
RHYTHM 1 V41-Fsg In—out
Sec. cons.’ 1 Vi641-Fsg|Pso | In—out

1 2 . .y . . . . .
STM: Segmento TransMembranal; “Orientacion en la membrana mitocondrial interna, es decir, Out: espacio

intermembranal, In: matriz mitocondrial; *Secuencia consenso deducida a partir del analisis topolégico de STM.

ND: no determinado.
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Sequence Description: ASAS
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Figura 4. Analisis de las secuencias Asal, Asa3 y AsaS. En la parte superior de cada panel se representa el
grafico de analisis de hidropatia de Asal (Panel A), Asa3 (Panel B) y Asa5 (Panel C). Cada panel muestra la
hidropatia (linea mas oscura) y la hidropatia suavizada (linea mas clara) obtenida para cada secuencia, asi como
los residuos de histidina neutralizados (indicados con un punto). Se indican las regiones anfipaticas predichas
(resaltadas con una barra de color) y la secuencia de aminoacidos correspondiente. Los datos de analisis de la
hidropatia indican las siguientes regiones anfipaticas putativas: los residuos 308-326 y 520-538 para Asal (Panel
A); aminoacidos 103-121, 177-195 y 260-278 para Asa 3 (Panel B); y los extremos amino (residuos 17-35) y
carboxilo (residuos 105-123 residuos) de Asa5.
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Figure 5. Alineamiento multiple de secuencia de las subunidades Asa6, Asa8 y Asa9 con varios miembros
de las algas cloroficeas. Los residuos conservados en las secuencias se resaltan en negro. Asa6 es precedida por
una sefal de direccionamiento mitocondrial (en azul). La numeracién es acorde a las subunidades Asa de
Polytomella sp. Las secuencias usadas para este analisis se obtuvieron mediante una busqueda de tipo Blastp en la
base de datos  Chlorophyceae  (taxid: 3166) mediante el sitio web del NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), y a través de TaxoBlast (https://giavap-genomes.bpc.fr/cgi-
bin/AlgoBLAST/algoBlast_mainpage.php): Chlamydomonas sp. CCMP681 (C spxx5), Chlamydomonas
chlamydogama (C_chlamydogama), Chlamydomonas euryale (C euryale), Chlamydomonas leiostraca
(C_leiostraca), Chlamydomonas reinhardtii (C_reinhardtii), Gonium Pectorale (G_pectorale), Polytomella parva
(P_parva), Polytomella sp. (Ps_AsaX), Monoraphidium neglectum (M_neglectum) and Volvox carteri (V_carteri).
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ANEXO II: CEBADORES

Los cebadores se disefiaron acorde a la secuencia de ADN de los genes reportados en la base de
datos GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) que codifican para las versiones maduras de
las subunidades: a (Atp6) (No. de acceso: CBK55668.1), ¢ (Atp9) (No. de acceso: ADE92942.1), Asa6
(No. de acceso: ADE93002.1) y Asa8 (No. de acceso: ADH59420.1) de Polytomella sp. Pringsheim
198.80, mientras que Asa9 (No. de acceso: DAA33943.1) se disefio tomando en cuenta la secuencia

nucleotidica de Polytomella parva (Tabla IV).

Para cada uno de los cebadores los sitios de restriccion elegidos fueron Ndel (CAT ATG) y
BamHI (GGA TTC) para el extremo 5'y 3' respectivamente. Adicionalmente, al inicio de cada cebador
se adicionaron 3 pares de bases para proteger los sitios de restriccion. Asimismo, cuando la secuencia

pertenece al cebador reverso le antecede el codon de paro TCC (Tabla IV).

Tabla I'V. Cebadores empleados para la amplificacion de las subunidades de Polytomella.

Subunidad Cebador directo Cebador reverso
Subunidad @ 5'- CCG CAT ATG TCC AGT GTT AGG GAT  5'- CGC GGA TCC TTA ATG GAT CTT
(Atp6) GTT AAG ACT GGC AGC -3' CTT AAC AAT CTT AGC -3'
Subunidad ¢~ 5'- CGC CAT ATG AGC GTC CTC GCT GCC  5'- CGC GGA TCC TTA AGC GAA GAG
(Atp9) TCT AAG ATG -3' GAT AAG GAA AAC -3'
Asab 5'- CGC CAT ATG GAA GGC AAC TCT 5'- CGC GGA TCC TTA AAG GCT GAT
GTT GCT GGC ATT ATT -3 GGA GCT GAA GGT -3'
Asag 5'- CGC CAT ATG GTC CTC GGT GAG GTC  5'- CGC GGA TCC TTA GTG ACC ACC
TAC CTT AAG -3' AGC AGT GTA AGG -3'
AgaO 5'- CCG CAT ATG GCT GTC ACT AGT TTC  5'- CGC GGA TCC TTA GTT GGA CTT
CTT GGC AAG -3' CTT CCA CTC CTT -3'
s 5'- CGC GGA TCC TTA ATG GAT CTT CTT 5°- CGC GGA TCC TTA ATG ACC ATG
AAC AAT CTT AGC -3' GGC ACCTTC-3'
Asas 5'-CCG CAT ATG GCT GTT GTG GCC TCC 5'-CAA GTC AAG CCT GCT CTT TTT
TGG GTG CTT -3' TAA GGA TCC GCG -3'
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ANEXO III: ENSAYOS DE INTERACCION DE LAS SUBUNIDADES DEL DOMINIO

MEMBRANAL DE LA ATP SINTASA DE Polytomella.

Inmunorréplica tipo Far-Western.

A

M
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€=B/ai?
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€= Asa6
€= Asa9
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M

€= Asat
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Figura 6. Interaccion de las subunidades recombinantes con el complejo nativo de Polytomella por
inmunorréplica tipo Far-Western. Izquierda: Carriles correspondientes al ensayo de interaccion tipo F-WB de
Asab6 (Panel A), Asa8 (Panel B) y Asa9 (Panel C) con el complejo enzimatico nativo del alga. En cada ensayo se
incubd a la enzima del alga (30 pg por carril) con concentraciones crecientes de Asabgy;s, Asa8enis ¥ Asa9sp;s (0-5
nanomoles de proteina, indicados en la parte inferior y representado como un triangulo en la parte superior) y
luego decorado con un anticuerpo anti-6His. Derecha: En cada panel se muestra un inserto de la composicion
polipeptidica del complejo enzimatico de Polytomella a manera de referencia para las bandas identificadas a la

izquierda.

125



wB

A?ag Asa8

(1 nmol)

WwB

Asa8
(1 nmol)

5 (nmol)

Asab Asa8

(1 nmol)

T

05

Anti-Asa8

Asab
(1 nmol)

5 (nmol)

Figura 7. Ensayo de interaccion de las subunidad Asa8 con Asa9 y Asa6 por inmunorréplica tipo Far-
Western. Izquierda: Electrotransferencia tipo Western (WB) de las subunidades Asa9 | Asa8 (Panel A) y Asa8 |
Asa6 (Panel B) marcadas con histidina, un nanomol de cada proteina se transfirié y decord independientemente
con su anticuerpo respectivo (control de transferencia y revelado). Derecha: En panel A ensayos de interaccion
Asa8¢yis (1 nanomol por carril) incubado con cantidades crecientes de Asa9;s (0-5 nanomoles de proteina,

indicados en la parte inferior y representado como un triangulo en la parte superior) y luego decorado con un
anticuerpo anti-Asa9. En panel B ensayos de interaccion Asabgy;s (1 nanomol por carril) incubado con cantidades

crecientes de Asa8y;s (0-5 nanomoles de proteina, indicados en la parte inferior y representado como un tridngulo
en la parte superior) y luego decorado con un anticuerpo anti-Asa8. Asabgy;: 14 kDa, Asa8qy;: 10.8 kDa y

Asa9nis: 11.9 kDa.
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Co-purificacion mediante cromatografia de afinidad.

¢ g _Llavado 30-500 mM Gradiente Imidazo

Asa9 >
Anti-Asa9

—

‘U C E Lavado

AsagﬁHis

> -
>
Asa9 Anti-Asa9
"UC E Lavado
6His
Asa9 5
Anti-6His

Figura 8. Ensayo de interaccion de Asa9 por co-purificacion mediante cromatografia de afinidad.
Interaccion de las subunidades Asa9-Asa9qy;s ensayada por cromatografia de afinidad. Inmunorréplicas tipo
Western de las fracciones de elucion del gradiente de imidazol cuando la proteina recombinante sin marca se
cargd sola a una columna (Panel superior) o cuando a una columna se unid el polipéptido con etiqueta
previamente (Panel intermedio e inferior). Los carriles sefialados como U, C y E corresponden a: Asa9¢y;s (unida),
Asa9 (cargada) y proteina excluida de la columna (lavada), respectivamente. El lavado se realizé con 30 mM de
imidazol. El gradiente de imidazol (30-500 mM) se representa con un triangulo. Los inmunoblots utilizados por
panel se indican con lineas punteadas, asi como el anticuerpo empleado en cada uno de ellos (esquina inferior
derecha). Asa9: 11 kDa y Asa9y;s: 11.9 kDa.
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Sistema del doble hibrido en levadura.

A
DA-DU Selectivo Baja severidad Alta severidad
Subc-suba
Sub c-DU
DA-Sub a
ctri— CETENES™ N
i+ I Ixxx axanm
B
DA-DU Selectivo Baja severidad Alta severidad
Asa6— Sub a
Asa6 - DU
DA-Sub a
Ctrl — OEEENES= [N

e+ N OOOOXT OOOIXO

Figura 9. Interaccién de las subunidades a, C y Asa6 a través del Y2H. Interaccion de a(Atp6)-c(Atp9) (Panel
A) y Asa6-a (Panel B). Izquierda: En la columna se indica el inserto de interés contenido tanto en el DA, como en
el DU. Derecha: En la parte superior se describe el medio de crecimiento utilizado: selectivo (-Leu/-Trp), baja
severidad (-Leu/-Trp/-His) y alta severidad (-Leu/-Trp/-His/-Ade). Diluciones empleadas en el ensayo: 1:10 -
1:10,000. Como controles externos del ensayo se usaron las construcciones DA: proteina p53 | DU: antigeno T
SV40(Ctrl +); y DA: proteina p53 | DU: laminina C (Ctrl -).
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Ensayos de entre-cruzamiento con la ATP sintasa de Polytomella sp.
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Figura 10. Productos de entrecruzamiento de la ATP sintasa de Polytomella. Los ensayos de
entrecruzamiento se realizaron con agentes homo-bifuncionales escindibles. Izquierda: La tincién con plata
muestra la composicion polipeptidica de la enzima del alga (50 pug de proteina por carril) incubada en ausencia
(signo negativo) o presencia (signo positivo) de DSP (panel A) o DTSSP (panel B), asi como la masa molecular
aparente. Derecha: Inmunorréplicas tipo Western de la ATP sintasa del alga (30 pg de proteina por carril)
incubada en ausencia (signo negativo) o presencia (signo positivo) de DSP (panel A) o DTSSP (panel B) e
inmunodecorada con los anticuerpos especificos indicados. Las concentraciones usadas en el ensayo se indican en
la parte inferior. Los productos de entrecruzamiento se identificaron con el numero de las subunidades Asa que
los componen (Ej. Banda 8-6: Asa8-Asa6).
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ANEXO IV: REACTIVOS, AMORTIGUADORES Y SOLUCIONES

Reactivos.

Los compuestos acetato de sodio trihidratado, sacarosa, EDTA-Na,, Tris, PMSF, TLCK, n-
Dodecyl B-D-maltésido, DEAE-sepharose®, ATP (Adenosin-5'-trifosfato disédico), CuSO4, BSA
(albumina sérica de bovino fraccion V libre de acidos grasos), el reactivo del fenol segiin Folin-
Ciocalteau, tricina, N,N -metilen-bis-acrilamida, acido 6-amino caproico, Ponceau S, Tween® 20,
MgCl,, NBT, BCIP, 2-mercaptoetanol, Agar, X-gal, gelatina, polietilnglicol 3350, CaCl,, la glucosa, el
SS DNA, ¢l DTE, el DTT, el IPTG, el triton X-100, la urea, el NiSO4*6H,0, tiosulfato de sodio, nitrato
de plata y el acetato de litio se adquirieron de Sigma-Aldrich Chem., Co. (St. Louis MO, EUA).

Por otra parte, los compuestos MgSO4¢7H,0, NaCl, Na,COs, tartrato de sodio-potasio, NaOH,
MeOH, EtOH, NaHCO;, CH3;CO,H (glacial), DMF, glicerol, KCI, CH3CO,K, NaH,PO,, sulfato de
amonio y el isopropanol se compraron de J.T. Baker, Avantor Performance Materials (Center Valley

PA, EUA).

Finalmente, los reactivos bactotriptona, triptona, bacto-peptona, extracto de levadura y la base
nitrogenada para la preparacion de medios de cultivo se obtuvieron de Becton, Dickinson and Company
(New Jersey, EUA). El tensoactivo SDS, la acrilamida, y el TEMED se adquirieron de Bio-Rad
Laboratories, Inc. (Hercules CA, EUA). El APS y el imidazol se compraron de Affymetrix|USB;
mientras que el bromuro de etidio, y los adyuvantes completo e incompleto de Freud se adquirieron de
Gibco, ambas compaiiias forman parte de Thermo Fisher Scientific (Waltham MA,EUA). El azul de
Coomassie G y R se comprd de Serva Electrophoresis Gmbh (Heidelberg, Alemania). E1 DMSO vy los
agentes entrecruzantes (DSS, BS?, DSP y DTSSP) se obtuvieron de Pierce Chemical (Bronze Way, TX,

EUA). El acetato de magnesio se comprd de Reactivos Meyer (Tldhuac, Ciudad de México; México).
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Cultivo del alga incolora Polytomella sp.

Medio Ember para crecimiento del alga cloroficea.

Acetato de sodio 29.4 mM 4 g/L
Bactotriptona 0.2% (p/v) 2g/L
Extracto de levadura 0.2% (p/v) 2g/L

Esterilizacion por autoclave (15 1b de presion, 121 °C por 30 min).

Vitaminas.
Tiamina (B)) 2 mg/10 mL
Cianocobalamina (By;) 0.1 mg/10 mL

La solucion debe filtrarse para esterilidad (Filtro 0.22 pm).

Obtencion de las mitocondrias del alga.

Amortiguador de mitocondrias.

Tris 20 mM 2.43 g/L
Sacarosa 0.3M 126.65 g/L
EDTA-Na, 4 mM 1.49 g/L
Ajustar con HCl a pH 7.4
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Purificacion de la ATP sintasa de Polytomella sp.

Amortiguador de solubilizacion.

Tris

NaCl

MgS0O4+7 H,O

PMSF

TLCK

Ajustar con HCl a pH 8.0.

Amortiguador de dialisis.
Tris
MgSO4

Ajustar con HCl a pH 8.0.

Amortiguador de equilibrio de la columna de intercambio aniénico (DEAE).

Tris

MgSO4

n-Dodecil B-D-maltdsido
PMSF

TLCK

Ajustar con HCI a pH 8.0.

50 mM
100 mM
I mM

1 mM

50 ug/ mL

50 mM
1 mM

50 mM

1 mM

0.1 mg/mL
1 mM

50 ug/ mL

607 mg/100 mL
584 mg/100 mL
246.47 mg/100 mL
17 mg/100 mL

5 mg/100 mL

12.11 g/L
0.492 g/L

3.027 g/500 mL
0.123 g/500 mL
0.05 g/500 mL
85 mg/100 mL
25 mg/100 mL
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Amortiguador de ATPasa.

Tris
NaCl
MgSO4

n-Dodecil B-D-maltdsido

PMSF
TLCK

50 mM
125 mM

I mM

0.1 mg/mL
1 mM

50 ug/ mL

Ajustar con HCl a pH 8.0.

Amortiguador de Lutter.

Tris
NaCl
EDTA-Na,

n-Dodecil B-D-maltdsido

ATP

20 mM

35 mM

1 mM

0.1 mg/mL

1 mM

Ajustar con HCl a pH 7.5.

Emplear 2 mL de cada solucion (50.0-15.0 %) por cada gradiente de separacion de glicerol.

3.027 g/500 mL
3.65 g/500 mL
0.123 g/500 mL
0.05 g/500 mL
85 mg/100 mL
25 mg/100 mL

1.21 g/500 mL
1.02 g/500 mL
0.186 g/500 mL
0.05 g/500 mL
0.275 g/500 mL

Tabla V. Soluciones porcentuales empleadas para el gradiente de glicerol.

% solucion (v/v) Amort. Lutter (mL) Glicerol (mL)

50
40
30
20
15

10
12
14
16
17

10
8
6
4
3
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Purificacion de la enzima para ensavos de entrecruzamiento.

Amortiguador de HEPES.

HEPES 20 mM 2.38 g/500 mL
NaCl 35 mM 1.02 g/500 mL
EDTA-Na, 1 mM 0.186 g/500 mL

n-Dodecil B-D-maltésido 0.1 mg/mL  0.05 g/500 mL
ATP 1 mM 0.275 g/500 mL
Ajustar con HCl a pH 7.5.

Amortiguador de enfriamiento de la reaccion de entrecruzamiento.
Tris 1M 1.216 g/10 mL
Ajustar con HCl a pH 7.5.
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Analisis de proteinas.

Determinacion de la concentracion por el método de Markwell.

Solucion A.

1/8 de solucion de Na,CO5; 20.0 %

1/8 de solucion de tartrato de sodio-potasio 1.0 %
1/8 de solucioén de CuSO4 0.5 %

1/4 de solucién de NaOH 0.8 N

1/4 de solucién de SDS 10.0 %

1/4 de H,O destilada

Solucion B.
1/6 del reactivo del fenol segun Folin-Ciocalteau

5/6 de H,O destilada

Soluciones madre.

Na,CO3 20.0 % (p/v) 20 g/100 mL

*KNaC4H40¢-4H,0 1.0 % (p/v) 1g/100 mL

"CuS0y4 0.5% (p/v) 0.5 g/100 mL

NaOH 0.8 N 3.2 g/100 mL

SDS 10.0 % (p/v) 10 g/100 mL

BSA 1 mg/mL de albumina sérica de bovino fraccion V libre de acidos grasos.

*" El Tartrato de sodio-potasio y el sulfato de cobre se pesan individualmente, mas se disuelven en H,O
ambos para formar una sola solucion.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Solucion de acrilamida/bis-acrilamida.
Acrilamida 30.0 % (p/v)
Bis-acrilamida 0.98 % (p/v)

La solucion debe filtrarse y guardar a 4 °C.

Amortiguador electroforético.

Tris 3M
HCI 1IN
SDS 0.3 % (p/v)

Soluciones para geles de poliacrilamida.
Glicerol 79.5 % (v/v)

Persulfato de amonio 10.0 % (p/v)

Tabla VI. Mezclas para geles de tricina SDS-PAGE.

30 g/100 mL
0.98 g/100 mL

181.7 g/500 mL
40.3 mL/500 mL
1.5 g/500 mL

79.5 mL/100 mL
5 g/50 mL

Gel separador Gel concentrador
12.0% | 14.0% | 18.0 % 4.0 %
Solucion madre de acrilamida | 3mL | 3.5mL | 4.5 mL 400 pL
Amortiguador electroforético | 3.5mL | 3mL | 2mL 750 L
Glicerol 79.5 % 1 mL 1 mL 1 mL
Agua 2mL
Persulfato de amonio 10.0 % 50 uL 100 uL
TEMED 5uL 10 uL
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Amortiguador de carga de proteinas.

Tris 100 mM 1.25 g/25 mL
SDS 10.0 % (p/v) 2.5 g/25mL
Glicerol 30.0 % (v/v) 7.5 g/25 mL
Azul de Coomassie 0.3% (p/v) 75mg/25 mL
Mercaptoetanol 4.0% (v/v) 1mL/25mL

Ajustar con HCl a pH 6.8.

Amortiguador del catodo.

Tris 0.1 M 363g/3L
Tricina 0.1M 53.8¢g/3L
SDS 0.1% (p/v) 3g/3L

Amortiguador del 4nodo.
Tris 0.1 M 36.3¢g/3L

Ajustar con HCl a pH 8.9.

Solucion para tincion con azul de Coomassie.

Etanol 50.0 % (v/v) 50 mL/100 mL
Acido acético 12.0 % (v/v) 12 mL/100 mL
Coomasie Blue R-250 0.1 % (p/v) 100 mg/100 mL

Solucion destenidora.
Acido acético 12.0 % (v/v) 12mL/100 mL

Etanol 5.0% (v/v) 5mL/100 mL

Teriir de 4-12 h con Azul de Coomassie y desteniir de 3-6 h adicionales, con agitacion.
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Protocolo para tincion con plata.

Incubar el mini gel en 50 mL de solucion fijadora (4-12 h).
Lavar el gel con etanol al 50.0 % durante 10 min (3 veces).

Incubar en 50 mL de tiosulfato de sodio por 1 min.

Inmediatamente, lavar con H,O destilada incubando por 20 seg (2 veces).

Incubar en 50 mL de nitrato de plata adicionando 37.5 uL de formaldehido al 37.0 % por 1 h.

Lavar con H,O destilada incubando por 1 min (2 veces).

Incubar en 50 mL de solucién reveladora hasta la aparicion de bandas de proteina color café obscuro-

negro. El tiempo de revelado es variable (5-30 min).
Detener la reaccion con CH3CO,H al 40.0 % (v/v).

Eliminar el fondo de la tincion con H,O mas etanol al 5.0 %.

Solucion fijadora.

Metanol 50.0 % (v/v) 50 mL/100 mL
CH;CO,H 12.0 % (v/v) 12 mL/100 mL
Formaldehido al 37.0 % 50 uL/100 mL

Soluciones complementarias.

Etanol 50.0 % (v/v) 50 mL/100 mL
Tiosulfato de sodio 20 mg/100 mL

Nitrato de plata 200 mg/100 mL

CH;CO,H 40.0 % (v/v) 40 mL/100 mL
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Solucion reveladora.
NaHCOs; (anhidro) 6 g/100 mL
Formaldehido al 37.0 % 50 uL/100 mL

Solucion de tiosulfato de sodio 200 pL/100 mL

Inmunorréplica tipo Western.

Amortiguador positivo.

Tris 150 mM 18.2 g/LL
Tricina 50mM 9¢/L
Metanol 20.0 % (v/v) 200 mL/L

Amortiguador negativo.
Acido 6-amino caproico 300mM 39.4 ¢/L
SDS 0.05 % (p/v) 0.5g/L

Ajustar con Tris a pH 8.5-8.7

Rojo de Ponceau.
Rojo de Ponceau S 0.1 % (p/v) 50 mg/50 mL
Acido acético 5.0% (v/v) 2.5mL/50 mL

Amortiguador Salino de Tris (TBS).
Tris 20 mM 2.4 g/L
NaCl 500 mM 29.2 g/L

Ajustar con HCl a pH 7.5.
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Amortiguador Salino de Tris-Tween (TTBS).

Tris

NaCl

Tween-20

Ajustar con HCl a pH 7.5.

Solucion de revelado.
NaHCO;

MgCl,

*NBT

*BCIP

Ajustar con NaOH a pH 9.8.

*Soluciones madre.

20 mM 24 gL
500 mM 29.2 g/L
0.05 % (v/v) 0.5mL/L

100 mM 4.2 g/500 mL
1 mM 47.6 mg/500 mL
0.1 % (v/v) de sol. madre por volumen de incubacion

0.1 % (v/v) de sol. madre por volumen de incubacion

NBT 60 mg en 2.8 mL de DMF y 1.2 mL H,O.

BCIP 30 mg en 4 mL DMF.

Usar cada solucion al 0.1 % (v/v) por un volumen de incubacion.

Por ejemplo, afiadir 100 pL de cada solucién madre por 100 mL de solucion reveladora.

Solucion para eliminacion de reactivos (stripping).

Tris
SDS
2-mercaptoetanol

Ajustar con HCl a pH 6.8.

62.5 mM 0.76 g/100 mL
2.0% (p/v) 2 g/100 mL
100 mM 0.78 g/100 mL
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Ensayos de entrecruzamiento con el complejo enzimatico nativo del alga Polytomella.

Tabla VII. Caracteristicas de los agentes entrecruzantes empleados.

Agente entrecruzante

Propiedades quimicas

o]
0] [o]
N_ O.
OJ\/\/\/Y N
o o]
[}

Peso molecular: 368.35 g/mol
Brazo espaciador: 11.4 A
Formula: C;4H»,N,Og

DSS Solubilidad: DMS 6 DMF
Na'Q” ° 5 o Peso molecular: 572.43 g/mol
o’§§’f‘0w°j§?§,o Brazo espaciador: 11.4 A
° S o Férmula: C,H;N;Nay0,,S,
Solubilidad: H,O
BS’
° 5 5 7 Peso molecular: 404.42 g/mol
g(N‘OJ\/\S/S\/\g N Brazo espaciador: 12 A
o Férmula: C;,H,;,04N>S,
DSP Solubilidad: DMSO

DTSSP

Peso molecular: 608.51 g/mol
Brazo espaciador: 12 A
Formula: C,,0,,S,H,;N,;Na,
Solubilidad: H,O

Preparacion de las soluciones para los ensayos de entrecruzamiento.

Se recomienda trabajar con soluciones recién prepararadas de cada entrecruzador. Asimismo, para su
uso se aconseja partir de una solucion 100 mM. Para ello, se pesa 1 mg de DSS y DSP y se disuelven en
27 uL y 24.7 uL de DMSO, respectivamente. De igual forma, se pesa 1 mg de BS® y DTSSP y se
disuelven en 17.5 pL y 16.4 pL de H,O, respectivamente. Por ultimo, se prepara una solucion 5 mM
empleando como disolvente DMSO para DSS y DSP y amortiguador de HEPES (pH 7.5) para BS® y
DTSSP. Esta tiltima solucion es la que se usa para los ensayos de entrecruzamiento.
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Obtencion de las subunidades recombinantes.

Clonacion de los genes de las subunidades de la ATP sintasa de Polytomella sp.

Gel de agarosa.
Agarosa 1.0% (p/v) 1g/100 mL

Disolver la agarosa mediante calentamiento con amortiguador TAE 1 X.

Amortiguador de carga de ADN 6 X.

Azul de bromofenol 0.25% (p/v) 25 mg/10 mL
Xilen-cianol FF 0.25 % (p/v) 25 mg/10 mL
Glicerol 30.0 % (v/v) 3mL/10 mL

Disolver en H,O destilada y almacenar a -20 °C.

Solucion madre de amortiguador Tris-Acetato-EDTA (TAE).

Tris 2M 242 g/L
EDTA-Na, 50 mM 18.61 g/L
Acido acético glacial IM 57.1 mL/L

Adicionar el Tris y el EDTA a 700 mL de H,O destilada y agitar. Una vez disueltos agregar el 4cido
acético y aforar a un litro con agua destilada. Filtrar y almacenar a temperatura ambiente.

Amortiguador TAE 1 X.

Tomar 20 mL de amortiguador TAE 50 X y aforar a un litro con agua destilada.

Solucion teiiidora de bromuro de etidio.
10 mg de bromuro de etidio/mL.

Disolver en agua destilada.
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Preparacion de células competentes de E. coli.

Medio Luria-Bertani (LB).

Triptona 10 g/L
NaCl 10 g/L
Extracto de levadura 5¢/lL

Esterilizacion por autoclave (15 Ib de presion, 121 °C por 30 min).

Placas de LB solido con IPTG y X-gal.
Para la preparacion de medio sélido se adiciona Agar al 2.0 % (p/v).
"Agregar 10 uL de una soluciéon madre de 1 M IPTG.

"Agregar 50 uL de una soluciéon madre de 20 mg/mL de X-gal.

"Soluciones madre.
IPTG Disolver 238.3 mg en 1 mL de agua destilada.
X-gal Disolver 20 mg en 1 mL de DMF 6 DMSO. Proteger de la luz.

Ambos se almacenan a -20 °C.

Soluciones madre de antibidticos.
Ampicilina (Amp) 100 mg/mL 100 pg/mL de medio
Kanamicina (Kan) 50 mg/mL 50 pg/mL de medio

Disolver en agua destilada.

“Cloranfenicol (Cm) 100 mg/mL 100 pg/mL de medio

"Tetraciclina (Tc) 15 mg/mL 15 ug/mL de medio

"Disolver en etanol absoluto. "Disolver en 50.0 % de etanol (absoluto) y proteger de la luz.

Todos los antibidticos se almacenan a -20 °C.
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Tabla VIII. Caracteristicas de las cepas de E. coli empleadas.

Cepa

Caracteristicas clave

DHS5-Alfa

BL21
CodonPlus-RIL

BL21pLysS

Origami

Rosetta

Tuner

C41(DE3)

Esta disefiada para procesos de clonacion rutinarios, debido a las mutaciones
multiples en los genes: 7) lacZAM15 facilitando la seleccion de colonias por alfa
complementacion (células blancas y azules); ii) endAl disminuyendo la
degradacion por endonucleasas; y iii) recAl reduciendo la recombinacion
homologa. No tiene resistencia antibiotica (Casali, 2003).

Posee un nimero de copias extra de los ARNt: argU, ileY y leuW. Los cuales
reconocen a los codones AGA/AGG (Arg), AUA (Ille) y CUA (leucina),
respectivamente. Mejorando la expresion de proteinas cuyos genomas son ricos
en GC. Resistencia a Tc & Cm (Carstens et al., 2001).

El plasmido pLysS reduce los niveles de expresion del gen de interés, debido a
la produccion de la lisozima T7 y de esta forma se favorece la produccion de
proteinas toxicas. Resistencia a Cm (Zhang & Studier, 1997).

Incrementa los niveles de expresion de proteinas con cisteinas gracias a las
mutaciones en los genes de la tiorredoxina reductasa (#xB) y la glutation
reductasa (gor). Tiene resistencia a Km & Tc (Casali, 2003).

Esta disenada para incrementar la expresion de proteinas eucarioticas que
contienen codones raramente utilizados en E. coli, como los ARNt de los
codones: AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA. Resistencia antibiotica a Cm
(Casali, 2003).

Presenta una mutacion en el gen lacZY (permeasa lac) permitiendo un control de
la expresion dependiente de la concentracion de IPTG. Por lo tanto, niveles de
expresion menores pueden incrementar la solubilidad de proteinas
recombinantes. No presenta resistencia antibiotica (Casali, 2003).

Efectiva en la expresion de proteinas de membrana y aquellas consideradas
toxicas para E. coli. Esta cepa deriva de la BL21(DE3) [gal hsdSg met ompT).
Adicionalmente, posee una mutacion en la actividad de la T7 ARN polimerasa,
disminuyendo la muerte celular asociada a la expresion de proteinas toxicas
recombinantes. No tiene resistencia antibidtica (Miroux & Walker, 1996).

Medio 2xYT.
Bactotriptona
Extracto de levadura

NaCl

16 g/L
10 g/L
5¢g/L

Ajustar con NaOH a pH 7.0.

Esterilizacion por autoclave (15 Ib de presion, 121 °C por 30 min).
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Medio 2xYT-CC.

Medio 2xYT 60 mL/100 mL

NaCl 0.7 g/100 mL

PEG 3350 10 g/100 mL

Glicerol 10 mL

MgCl, 1 mL de una soluciéon 1 M
MgSO;4 1 mL de una soluciéon 1 M
DMSO 5mL

Ajustar con NaOH a pH 6.5-7.0 y aforar a 100 mL. La solucion debe filtrarse para esterilidad (Filtro
0.22 pm). Alicuotar y almacenar a -20 °C.

Solucion de KCM.

KCl 100 mM 37.27 mg/50 mL
CaCl, 30 mM 22 mg/50 mL
MgCl, 50 mM 23.8 mg/50 mL

La solucion debe filtrarse para esterilidad (Filtro 0.22 um). Alicuotar y almacenar a -20 °C.

Medio SOC.

Triptona 2.0% (p/v) 2g/100 mL
Extracto de levadura 0.5% (p/v) 0.5g/100 mL
NaCl 10 mM 58.44 mg/100 mL
KCl 2.5mM 18.64 mg/100 mL
MgCl, 10 mM 95.21 mg/100 mL
Glucosa 20 mM 36 mg/100 mL

Preparar la solucion con los primeros cuatro ingredientes y esterilizar por autoclave (15 1b de presion,
121 °C por 30 min). Después, adicionar el MgCl, y la glucosa esterilizados por filtracion (Filtro 0.22

um).
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Extraccion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina.
Solucion I.
Tris 50 mM 0.6 g/100 mL

EDTA-Na, 100 mM 3.7 g/100 mL

Solucion RNasa.

Disolver en agitacion 100 mg de la enzima en 10 mL de agua destilada y calentar a 90 °C durante 10

min, alicuotar y guardar a -20 °C.

Solucion I1.
NaOH 02M 0.8 g/100 mL
SDS 1.0 % 1 g/100 mL

Primero solubilizar el NaOH y después el SDS.

Solucion III.
Acetato de potasio 1.32M 12.9 g/100 mL
Ajustar con CH3CO,H a pH 5.2.

146



Clonacion en vectores de expresion y produccion recombinante de las subunidades.

Amortiguador Super Duper 10 X (SDB).

Tris IM 6 g/50 mL
Acetato de potasio 5M 24.5 g/50 mL
Acetato de magnesio 1M 1 g/50 mL
Espermidina 0.1 M 0.73 g/50 mL
Ditioeritritol (DTE) 0.1 M 0.77 g/50 mL

Ajustar con CH;CO,H a pH 7.8.

NOTA: Este amortiguador funciona bien con todas las enzimas de restriccion, asi como para la reaccion
de ligacion (anadiendo ATP) y la de desfosforilacion.

Purificacion de las proteinas recombinantes a partir de cuerpos de inclusion.

Protocolo de lavado de cuerpos de inclusion.

El lavado de los cuerpos inclusion (CI) comienza a partir del lisado celular obtenido por sonicacion.

Por litro de cultivo se resuspende la pastilla en 30 mL de amortiguador de lisis. Asimismo, todos los
pasos se realizan con el mismo amortiguador a 4 °C.

Al lisado celular se adiciona triton X-100 al 1.0 % (300 uL/30 mL).

Homogeneizar y tomar 300 pL de alicuota del extracto total.

Incubar por 10 min.

Centrifugar a 15,000 x g durante 20 min. Tomar 300 pL de alicuota del sobrenadante.
Resuspender en amortiguador de lisis con triton X-100 al 1.0 % (300 uL/30 mL).
Homogeneizar y tomar 300 puL de alicuota del resuspendido de CI.

Incubar por 10 min.

Centrifugar a 15,000 x g durante 20 min. Tomar 300 pL de alicuota del sobrenadante.
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Resuspender en amortiguador de lisis.

Homogeneizar y tomar 300 pL de alicuota del resuspendido de CIL.

Incubar por 10 min.

Centrifugar a 15,000 x g durante 20 min. Tomar 300 pL de alicuota del sobrenadante.

Conservar la pastilla de CI lavados a -70 °C.

Amortiguador de lisis.

Tris 50 mM
NaCl 100 mM
DTT 100 mM
EDTA-Na, 100 mM
Glicerol 5.0 % (v/v)

Ajustar con NaOH a pH 7.9.

Amortiguador de PBS modificado.

NaH2P04 20 mM
NaCl 100 mM
Glicerol 5.0 % (v/v)

Ajustar con NaOH a pH 7.9.

0.6 g/100 mL
0.58 g/100 mL
1.5 g/100 mL
3.7 g/100 mL
5 mL/100 mL

2.76 g/L
5.8 g/L
50 mL/L

NOTA: Todos los amortiguadores empleados en la purificacion deben filtrarse y desgasificarse. Se

almacenan a 4 °C.

148



Amortiguador A para purificacion de proteinas recombinantes.

NaH,PO4 20 mM 2.76 g/L
NaCl 100 mM 5.8 g/
Glicerol 5.0% (v/v) 50mL/L
Triton X-100 0.5% (v/v) 5mL/L

Ajustar con NaOH a pH 7.9.

Amortiguador B para purificacion de proteinas recombinantes.

NaH,PO, 20 mM 2.76 g/L
NaCl 100 mM 5.8 g/L
Glicerol 5.0% (v/iv) 50mL/L
Tritéon X-100 0.5% (v/v) 5mL/L
Imidazol 500 mM 34.04 g/L

Ajustar con NaOH a pH 7.9.

Protocolo de limpieza y regeneracion de la columna de afinidad (Niquel-acido nitrilotriacético).

Todos los pasos se realizaron de acuerdo a las instrucciones del proveedor (GE Healthcare).
Colocar la columna en flujo reverso.

Se hacen pasar 3-5 volumenes de columna (VC) de:

Agua destilada.

Amortiguador de quelacion (remueve el niquel).

NaCl 1.5 M (interrumpe interacciones ioOnicas).

NaOH 1 M (precipita proteinas hidrofobicas) e incubar por 4-12 h (maximo).

Isopropanol 30.0 % (remueve proteinas hidrofébicas).

NiSO4 0.1 M (regenera el niquel de la columna).

Etanol 70.0 %.
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En cada paso lavar con 3-5 VC de agua destilada. Almacenar con etanol al 20.0 % a temperatura

ambiente.

Soluciones de limpieza y regeneracion de la columna de afinidad.

Amortiguador de quelacion.

NaH,PO4 20 mM 1.38 g/0.5 L
NaCl 0.5M 14.61 g/0.5L
EDTA 50 mM 9.3g/0.5L
Ajustar con HCl a pH 7.4.

Soluciones restantes.

NaCl I.5M 43.83 g/0.5L
NaOH IM 20g/0.5L
Isopropanol 30.0 % (v/v) 150 mL/0.5L
NiSO4 0.1 M 13.14 g/0.5 L
Etanol 70.0 % (v/v) 350mL/0.5L
Etanol 20.0 % (v/v) 100 mL/0.5 L

Generacion de anticuerpos a partir de las subunidades recombinantes.

Amortiguador superior.

Tris 0.1M 6.05g/0.5L
Tricina 0.1M 897¢g/05L
SDS 0.05 % (p/v) 0.25g/0.5L
Azul de Serva G 12.5mg/0.5 L

Ajustar con HCl a pH 7.9.

Amortiguador inferior.
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Tris 0.1 M 6.05g/0.5L
Ajustar con HCl a pH 8.9.

Amortiguador de resuspension.
Tris 20 mM 0.24 g/100 mL
Ajustar con HCl a pH 7.0.

Co-purificacion de las proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad.

Amortiguados de renaturalizacion.

NaH,PO4 100 mM 27.6g2L
NaCl 150 mM 17.5¢g2 L
Glicerol 5.0% (v/v) 100mL/2 L
Tritéon X-100 0.5% (v/v) 10mL/22L

Ajustar con NaOH a pH 7.9.

Amortiguador A para co-purificacion de proteinas recombinantes.

NaH,PO, 100 mM 6.8 g/0.5 L
NaCl 150 mM 4.38 g/0.5 L
Glicerol 50% (v/v) 25mL/0.5L
Triton X-100 0.5% (v/iv) 25mL/05L

Ajustar con NaOH a pH 7.9.
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Amortiguador B para co-purificacion de proteinas recombinantes.

NaH,PO4 100 mM 6.8¢g/0.5L
NaCl 150 mM 438 ¢g/0.5L
Glicerol 50% (v/iv) 25mL/0.5L
Triton X-100 0.5% (v/v) 2.5mL/0.5L
Imidazol 500 mM 17.02 g/0.5 L

Ajustar con NaOH a pH 7.9.

Sistema del doble hibrido en levadura.

Crecimiento y cultivo de levadura.

Medio YPDA.

Extracto de levadura 1 g/100 mL
Bacto-peptona 2 g/100 mL
Glucosa 2 g/100 mL
Adenina 2 mg/100 mL

Para la preparacion de medio solido se adiciona Agar al 2.0 % (p/v).

Esterilizar por autoclave (15 1b de presion, 121 °C por 20 min).

Medio SD.

Base nitrogenada 170 mg/100 mL
Sulfato de amonio 500 mg/100 mL
Glucosa 2 g/100 mL

Esterilizar por autoclave (15 1b de presion, 121 °C por 20 min).
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Protocolo para transformar células de levadura.

Inocular 3 mL de medio YPDA con una colonia de levadura e incubar 12 h con agitacién a 250 rpm a 30
°C.

Adicionar 50-100 pL del cultivo de levadura a 1 mL de medio SD. Aproximadamente la suspension
debe tener 5 x 10° células.

Centrifugar (microcentrifuga) a 13,000 x g por 30 seg y descartar el sobrenadante.
Repetir este paso dos veces mas resuspendiendo con 1 mL de medio SD.

Adicionar en el siguiente orden: 240 pL. de PEG 3350, 36 uL de acetato de litio, 50 uL. de SS DNA, 34
uL de H,O (estéril) y hasta 1 pg de ADN plasmidico.

Mezclar con vortex a homogeneidad y adicionar la suspension a la pastilla de células.
Mezclar con ayuda de una micropipeta e incubar a 42 °C por 40 min.

Centrifugar a 13,000 x g por 30 seg y remover el sobrenadante con ayuda de una micropipeta.
Repetir este paso dos veces mas resuspendiendo con 1 mL de medio SD.

Finalmente, plaquear 1 mL del resuspendido celular en el medio de seleccion correspondiente (-Leu/-
Trp/SD).

Para obtener transformantes incubar las placas a 30 °C por 48 h.

Soluciones.

Acetato de litio IM 10.2 g/100 mL
*PEG 3350 50.0 % (p/v) 50 mL/100 mL
“SS DNA 2 mg/mL 200 mg/100 mL

*Adicionar 50 mL a 30 mL de H,O destilada. Solubilizar mediante calentamiento y aforar a 100 mL.
Esterilizar por autocalve (15 Ib de presion, 121 °C por 15 min). Almacenar evitando su evaporacion.

"Disolver en 100 mL de TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA-Na,, pH 8.0) estéril con ayuda de un
agitador magnético a 4 °C. Tomas varias horas disolver a homogeneidad.
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Medios de seleccion del Y2H.

Base nitrogenada 1.7 g/L
Sulfato de amonio 5¢g/L

Glucosa 20 g/L
-Leu/-Trp/SD 6 -Leu/-Trp/-His/-Ade 0.6 g/L

Para la preparacion de medio sélido se adiciona Agar al 2.0 % (p/v).

Esterilizar por autoclave (15 Ib de presion, 121 °C por 20 min).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Mitochondrial F;Fo-ATP synthase of the chlorophycean algae Polytomella sp. can be isolated as a highly stable
dimeric complex of 1600 kDa. It is composed of eight highly conserved orthodox subunits (a, §, v, 8, €, OSCP, a,
and c¢) and nine subunits (Asal-9) that are exclusive of chlorophycean algae. The Asa subunits replace those that
build up the peripheral stalk and the dimerization domains of the ATP synthase in other organisms. Little is
known about the disposition of subunits Asa6, Asa8 and Asa9, that are predicted to have transmembrane
stretches and that along with subunit a and a ring of c-subunits, seem to constitute the membrane-embedded Fo
domain of the algal ATP synthase. Here, we over-expressed and purified the three Asa hydrophobic subunits and
explored their interactions in vitro using a combination of immunochemical techniques, affinity chromatography,
and an in vivo yeast-two hybrid assays. The results obtained suggest the following interactions Asa6-Asa6,
Asab-Asa8, Asa6-Asa9, Asa8-Asa8 and Asa8-Asa9. Cross-linking experiments carried out with the intact
enzyme corroborated some of these interactions. Based on these results, we propose a model of the disposition of
these hydrophobic subunits in the membrane-embedded sector of the algal ATP synthase. We also propose based
on sequence analysis and hydrophobicity plots, that the algal subunit a is atypical in as much it lacks the first
transmembrane stretch, exhibiting only four hydrophobic, tilted alpha helices.

Keywords:

F1Fo-ATP synthase peripheral arm
Membrane domain of the ATP synthase
Chlorophycean algae

Chlamydomonas reinhardtii

Polytomella sp.

Asa subunits

1. Introduction

Mitochondrial F1Fo-ATP synthase (complex V) is a key component
of oxidative phosphorylation. The oligomeric membrane complex
exhibits two distinct domains: i) the Fo sector, comprising a mem-
brane-bound, proton-translocating unit formed by subunit a and an
oligomer of ¢ subunits, and a dimerization module formed by subunits
A6L, e, f and g and ii) the F; extrinsic domain that comprises the
catalytic core formed by 3 a and 3 f8 subunits, a central rotary shaft built
by subunits vy, § and ¢, and a peripheral-stalk constructed by subunits
OSCP, b, d and F6 (beef heart enzyme nomenclature) [1]. The enzyme is
considered to work as a molecular rotary motor with stator and motor
components that are driven by the electrochemical proton gradient.
Proton translocation occurs through two offset channels shared by
subunit a and the ring-shaped c-subunit oligomer. The c-ring rotates
along with the central rotor stalk (subunits y, § and ¢) which in turn
rotates relative to the as/f3; catalytic moiety in 120° stepped increments
inducing three conformational states in the nucleotide-binding pf-
subunits, according to the Brownian ratchet mechanism, leading to

ATP synthesis [2,3]. Indeed, this was proven by direct visualization of
the rotation of an actin filament attached to the y subunit of bacterial
F,-ATPase [4].

In recent years, it has become evident that all mitochondrial ATP
synthases exhibit a well-conserved basic core formed by subunits as/f3/
v/8/¢/c/a/OSCP, but that different organisms contain atypical poly-
peptides in the peripheral stalk and/or in the dimerization modules.
Thus, in ciliates [5], trypanosomatids [6], euglenoids [7], and chlor-
ophycean algae [8], a variety of proteins seem to substitute the
conventional b, d, F6, A6L, e, f and g subunits (beef heart enzyme
nomenclature).

The mitochondrial F,Fo-ATP synthase of chlorophycean algae can
be isolated as a stable dimer of 1600 kDa after solubilizing mitochon-
dria with detergents such as n-dodecyl-B-p-maltoside [9]. As in all
known eukaryotes, the rotary and catalytic cores of the algal enzyme
contain the eight conserved subunits mentioned above [10]. Never-
theless, nine non-conventional subunits (Asal to Asa9), unique to the
mitochondrial ATP synthases of chlorophycean algae, are also consti-
tuents of the enzyme. Some Asa subunits form the robust peripheral
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stalk observed in several electron microscopy studies of the isolated
enzyme [11-15], while others (Asa6, Asa8 and Asa9) are predicted to
be membrane-embedded and may contribute to the dimerization and
oligomerization of the enzyme [16-18].

The neighboring interactions of the extrinsic Asa subunits of the
peripheral arm of the algal ATP synthase have been characterized in the
past [8,13,16,19,20]. Partial dissociation of the enzyme upon a time
course of heat treatment allowed the identification of a subcomplex
Asal/Asa3/Asa5/Asa8/a/c that contained the hydrophobic subunits a
(with five putative hydrophobic alpha-helices), ¢ (with two transmem-
brane stretches or TMS), and Asa8 (with one TMS) [8]. This result
suggested that the membrane-embedded polypeptides could be in close
contact with membrane-extrinsic components of the peripheral stalk
including the Asal, Asa3 and Asa5 subunits. In addition, treatment with
relatively high concentrations of the detergent taurodeoxycholate
induced monomerization of the enzyme along with a partial loss of
the Asa6 and Asa9 subunits [17]. Also, cross-linking experiments
carried out with the dimeric enzyme, revealed a possible Asa6-Asa6
interaction, suggesting an important role of this membrane-embedded
subunit in stabilizing the dimeric algal ATP synthase [13]. Never-
theless, other than their strong hydrophobic character, little is known
about the membrane-bound subunits Asa6, Asa8 and Asa9. In this
study, we over-expressed and purified these hydrophobic subunits and
explored their interactions using a combination of techniques.

2. Materials and methods
2.1. Algal strain and growth conditions

Polytomella sp. (strain number 198.80, Culture Collection of Algae at
the University of Gottingen), identical to Polytomella parva, was grown
as previously detailed [20].

2.2. Polytomella ATP synthase purification

The algal mitochondrial ATP synthase was purified according to a
previously described procedure [8] carrying out all steps at 4 °C.
Briefly, Polytomella sp. cells centrifuged at 2000 X g for 5 min and
resuspended in SPT buffer (0.3 M sucrose, 4 mM sodium EDTA, 20 mM
Tris, pH 7.2) were mechanically broken with a Potter homogenizer with
five to six gentle manual strokes of the teflon-pestle. The broken cells
were centrifuged at 1000 x g for 10 min and the resulting supernatant
saved (S1). The pellet was subjected to a second round of cell lysis and
the sample was treated as described above. The S1 and S2 were mixed
and centrifuged at 17,000 X g for 10 min. The protein concentration of
the resuspended mitochondrial pellet was estimated and then diluted to
a final concentration of 10 mg of protein/mL adding drop by drop a
buffer containing 50 mM Tris (pH 8.0), 1 mM MgSO,4, 1 mM phenyl-
methylsulfonyl fluoride (PMSF), 50 ug/mL tosyl-lysyl-chloromethylk-
etone (TLCK), 100 mM NaCl, N-dodecyl-p-maltoside (added from a
10 mg/mL stock solution) until a final ratio (w/w) of 2mg of
detergent/mg of protein was reached. Then, the mixture was incubated
with gentle stirring for 30 min and centrifuged at 90,000 X g for
20 min. The supernatant was recovered and dialyzed for two hours
against 2L of 50 mM Tris (pH 8.0) and 1 mM MgSO,. The dialyzed
sample was loaded onto a DEAE-Biogel A column equilibrated with
50 mM Tris (pH 8.0), 1 mM MgSO,, 0.1 mg/mL of n-dodecyl-B-malto-
side, 1 mM PMSF and 50 pg/mL TLCK (TMT buffer) and then eluted
with a linear 0-125 mM NacCl gradient in the same buffer. The resulting
fractions of the gradient were analyzed by Tricine SDS-PAGE and the
ones enriched in Polytomella sp. mitochondrial ATP synthase were
collected and concentrated by ultrafiltration. Finally, this sample was
loaded onto a discontinuous 15-50% glycerol gradient containing
20 mM Tris (pH 8.0), 1 mM sodium EDTA, 1 mM ATP and 0.1 mg/ml
of n-dodecyl-B-maltoside, and centrifuged at 40,000 x g for 17 h.
Fractions containing mitochondrial ATP synthase were identified,
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pooled, and frozen at — 70 °C until used. When the algal ATP synthase
was purified for cross-linking assays, in order to avoid quenching of the
chemical agents by Tris, the 15-50% glycerol gradient centrifugation
step was carried out in the presence of the following buffer: 20 mM
HEPES (pH 7.5), 1 mM sodium EDTA, 1 mM ATP, 0.1 mg/mL n-dodecyl
[-maltoside, 1 mM PMSF, and 50 pg/mL TLCK.

2.3. Protein analysis

SDS-denaturing gel electrophoresis was carried out in a Tricine-SDS-
PAGE system [21] using 14.0% acrylamide or 12.5 to 18.0% acrylamide
gradients. Protein concentrations were estimated as reported previously
[22].

Cross-linking experiments were carried out with the water-insolu-
ble, homo-bifunctional, non-cleavable and cleavable reagents disucci-
nimidyl suberate (DSS, Pierce, space arm 11.4 A) and dithiobis[succi-
nimidylpropionate] (DSP, Pierce, space arm 12.0 A), and the water-
soluble analogs bis[sulfosuccinimidyl] suberate (BS3, Pierce, space arm
11.4A) and 3,3’-dithiobis[sulfosuccinimidylpropionate] ~(DTSSP,
Pierce, space arm 12.0 A). The purified algal enzymatic complex
obtained in HEPES buffer (at 2.5 mg of protein/mL) was incubated
independently in the presence of 0.5 mM of each cross-linker for 60 min
at 4 °C. Reactions were stopped by the addition of 1.0 M Tris pH 7.5 at a
final concentration of 50 mM Tris and incubated for 15 min at room
temperature with vigorous agitation. The corresponding samples were
subjected to Tricine-SDS-PAGE followed by silver staining or electro
transferred to nitrocellulose membranes and decorated with several
specific anti-Asa antibodies. The molecular weights of the cross-linked
products were estimated by interpolating their electrophoretic mobi-
lities in a graph of the logarithmic molecular masses versus the
electrophoretic mobility of the subunits of the Polytomella ATP
synthase.

2.4. Cloning of the cDNAs encoding subunits of the algal ATP synthase in
expression vectors

The cDNAs of subunits a (Atp6), ¢ (Atp9), Asa6, Asa8 and Asa9
were PCR-amplified from a Polytomella sp. cDNA library cloned in A-
Zapll phages [23] using specific oligonucleotide primers: for subunit a,
forward 5-CCGCATATGTCCAGTGTTAGGGATGTTAAGACTGGCAGC-3’
and reverse 5-CGCGGATCCTTAATGGATCTTCTTAACAATCTTAGC-3;
for subunit ¢, forward 5-CGCCATATGATGTCTGTCCAGAGGCTTTCTC-
TC-3’ and reverse 5’-CGCGGATCCTTAAGCGAAGAGGATAAGGAAAAC-
3’; for Asa6, forward 5-CGCCATATGGAAGGCAACTCTGTTGCTGGCA-
TTATT-3’ and reverse 5-CGCGGATCCTTAAAGGCTGATGGGCTGAAG-
GT-3’; for Asa8, forward 5-CGCCATATGGTCCTCGGTGAGGTCTACCT-
TAAG-3’ and reverse 5-CGCGGATCCTTAGTGACCACCAGCAGTGTAA-
GG-3’; for Asa9 forward 5-CCGCATATGGCTGTCACTAGTTTCCTTGG-
CAAG-3’ and reverse 5-CGCGGATCCTTAGTTGGACTTCTTCCACTCCT-
T-3’. The amplification products of subunits a and ¢ were cloned into
yeast two-hybrid vectors using the restriction sites Ndel and BamHI,
and those corresponding to the Asa subunits were cloned independently
into both a pET3a and a pET28a vector using the same restriction sites.
The pET28a vector adds a hexa-histidine tag (6His-tag) to the N-
terminus of the expressed recombinant protein (Asabgp;s, Asa8epis and
Asa9¢yys), while the pET3a vector yields the untagged version.

2.5. Overexpression of recombinant proteins

Competent Escherichia coli C41 (DE3) cells were transformed with
the construct of interest as previously reported [24]. Cells were grown
in LB medium containing 50 pug/mL of kanamycin for the pET28a vector
or 100 pg/mL of ampicillin for the pET3a vector. The overexpression
conditions were as follows: one liter of culture media was inoculated
with bacteria and incubated at 37 °C until an absorbance value of
0.8-1.0 at 600 nm was reached. Then, isopropyl -p-1-thiogalactopyr-
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anoside (IPTG, Sigma-Aldrich Co.) was added to a final concentration of
0.1 mM, and the cultures expressing Asabgpis, Asa8gpnis and Asaepis
were grown for 6 h at 37 °C, while the untagged subunits were grown
for 6h at 30 °C for Asa6 and 37 °C for Asa8 and Asa9. The over-
expressed polypeptides correspond to the mature version of the
subunits Asa6 (GenBank: GU112182.1), Asa8 (GenBank: GQ443453.
1), and Asa9 (GenBank: BK006898.1), or the mature histidine-tagged
version of each subunit (Asabepis, Asa8emis and Asa9gy;s). All cultures
were collected by centrifugation at 7000g for 15 min and cell pellets
stored at — 70 °C until used.

2.6. Isolation of inclusion bodies and purification of recombinant proteins

All steps were carried out at 4 °C except when indicated. Bacterial
inclusion bodies (ICBs), retaining the overexpressed recombinant
proteins, were isolated from the thawed pellet by resuspension in lysis
buffer (50 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, 5.0% glycerol, 0.1 mM NaCl,
0.1 mM DTT, pH 7.9) and sonicated (Branson-250 sonifier) at 60.0%
power for 4-6 intervals of 30 s each followed by cooling for 1 min on
ice, and then washed with detergent as described [25]. The ICBs were
solubilized in modified PBS buffer (20 mM NaH,PO,4, 100 mM NacCl,
5.0% glycerol, pH 7.9) containing 1.0% Triton X-100 and 8.0 M urea
with mild agitation during 18 h. The insoluble material was removed by
centrifugation at 15,000g for 20 min. The resulting supernatant was
diluted with the modified PBS buffer to a final concentration of 4.0 M
urea; imidazole was added to a final concentration of 30 mM from a
0.5 M stock solution. Then, the sample was loaded on a 5mL His-
TrapFF column (GE Healthcare Life Sciences) equilibrated with the
modified PBS buffer. The column was washed with 30 mM imidazole
and the proteins were eluted with a 30-500 mM imidazole linear
gradient in the same buffer. The fractions obtained from the elution
were analyzed by Tricine-SDS-PAGE and Western blots, and those
enriched with the recombinant protein of interest were pooled,
concentrated and stored at — 70 °C until use.

2.7. Antibody production and immunoblotting

To generate antibodies against the histidine-tagged subunits, the
recombinant polypeptides of the algal ATP synthase were resolved by
Tricine-SDS-PAGE (14.0% acrylamide) in the presence of Serva Blue G
(SERVA Electrophoresis Gmbh) as previously described [26]. His-
tagged recombinant subunits of interest were excised from the gels
and ground in a mortar in the presence of 20 mM Tris (pH 7.0) and used
to immunize rabbits as described [27]. Western blot analysis [28] was
used to ascertain the presence of antibodies in each serum. For Western
blots, nitrocellulose membranes were washed, blocked, and incubated
with the antibody raised against the corresponding 6His-tagged protein.
An alkaline phosphatase-conjugated goat anti-rabbit IgG (Sigma-Al-
drich Co.) was used as secondary antibody (1:10,000 dilution incubated
for 2.0 h). Protein colorimetric detection was carried out with nitro
tetrazolium blue chloride (NBT, Sigma-Aldrich Co.) and 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate p-toluidine salt (BCIP, Sigma-Aldrich Co.).
Western blot images were captured in an HP Scanjet G4050.

2.8. Protein-protein interactions assayed by Far-Western analysis

Far-Westerns were carried out as described [29]. The histidine-
tagged purified protein of interest was subjected to Tricine-SDS-PAGE
in 14.0% acrylamide gels and then transferred to nitrocellulose
membranes. The lanes containing the recombinant Asa subunit were
blocked overnight with 3.0% gelatin suspended in TBS buffer (20 mM
Tris-HCl, 500 mM NaCl, pH 7.5), and then incubated for 4.0 h in the
presence of the externally-added protein of interest (Asabepis, Asa8spis
or Asa9y;s) in increasing concentrations (from O to 5 nmoles in 5 mL)
in TTBS buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 0.05% Tween 20,
pH 7.5) supplemented with 1.0% of gelatin. The membranes were
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washed two times with the same buffer. The interacting protein of
interest was recognized using a specific antibody incubated in TTBS
buffer, followed by an alkaline phosphatase-conjugated secondary
antibody in the same buffer. Finally, the membrane was immunochemi-
cally stained with antibodies as described above for Western blot
analysis [28].

2.9. Protein-protein interactions assayed by affinity chromatography

All procedures were carried out at 4 °C unless otherwise stated.
Experiments were carried out with the ICBs (1 L of bacterial culture) of
the histidine-tagged proteins (Asabgp;s, Asa8gpis Or Asa9ep;s) and the
corresponding recombinant polypeptides lacking the 6His-tag, pre-
viously washed with detergent and solubilized with 8.0 M urea. Each
of the soluble fractions was recovered by centrifugation at 15,000g for
20 min. The resulting supernatants were dialyzed using a Spectra Pore
membrane (cutoff 3.5-5.0 kDa) against 2 L of renaturing buffer during
36 h (100 mM NaH,PO,, 150 mM Nacl, 5.0% glycerol, 0.5% Triton X-
100, pH 7.9), replacing the buffer solution two times, and centrifuged at
15,000 g for 20 min to remove insoluble material. Subsequently,
imidazole (0.5 M stock solution) was added to the His-tag subunits to
a final concentration of 30 mM. Firstly, each sample was loaded
separately onto a 1mL His-TrapFF column (GE Healthcare Life
Sciences) previously equilibrated with renaturing buffer, and washed
with 30 mM imidazole. Secondly, each soluble dialyzed fraction con-
taining the recombinant untagged protein was loaded onto the affinity
column where one of the histidine-tagged subunits was bound.
Afterwards, an imidazole gradient from 30 to 500 mM was applied in
order to elute all the proteins that remained bound to the column. The
fractions obtained from the elution were analyzed by Tricine-SDS-PAGE
(14.0% acrylamide), and then transferred to a nitrocellulose membrane.
The protein elution profiles were analyzed by Western blotting using
specific antibodies. As a control of the interaction assay, each one of the
samples containing the untagged polypeptide was separately loaded
onto the His-Trap column, in order to assess any possible unspecific
binding of the recombinant protein to the affinity column. When both
the histidine-tagged and the untagged proteins were found to co-elute, a
positive interaction was considered.

2.10. Protein-protein interactions assayed by the yeast-two hybrid assay

The yeast-two hybrid assay (Y2H) employed was the MATCHMAKER
GAL4 Two-Hybrid System 3 (Clontech Laboratories Inc.) and all proce-
dures followed manufacturer protocols. Yeast strain AH109 (MATa, trp1-
109, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A, LYS2:GALIyas
GALI1p7a-HIS3, GAL2yps-GAL17a1A-ADE2, URA3:MELI1yas-MEL1ta1A-
lacZ) was co-transformed by the lithium acetate method [30] with all
possible combinations of the sequences encoding the mature version of the
a (GenBank: CBK55668.1), ¢ (GenBank: ADE92942.1), Asa6, Asa8 and
Asa9 subunits. This mini-library was used to screen protein-protein
interactions in vivo; the reporters ADE2 and HIS3 under the control of
the GAL4 upstream activating sequences (UASs) and TATA boxes given by
the commercial screening system were used in order to eliminate false
positives. While the ADE2 reporter provides strong nutrition selection,
HIS3 reduces false positive incidences. Vector pGBKT7 expressing proteins
were fused with amino acids 1-147 of the GAL4 DNA binding domain
(BD); and pGADT7 expressing proteins were fused with amino acids
768-881 of the GAL4 activation domain (AD). Besides, Murine p53 (BD)
and SV 40 large T-antigen (AD), provided by the kit manufacturer, were
used as a positive control, combination of empty pGBKT7 and pGADT7
vectors were used as a negative control. Plasmids pGBKT7 and PGADT7,
encoding the a, ¢, Asa6, Asa8 and Asa9 subunits genes fused in frame with
GAL4 BD and AD respectively, were constructed by inserting PCR-
generated fragments into the Ndel and BamHI restriction sites of the
respective pGBKT7 and pGADT7 plasmids. The transformants were
assayed on SD/-Trp/-Leu selective, SD/-Leu/-Trp/-His low stringency
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Fig. 1. Native enzyme and recombinant subunits used in this work.Panel A. Coomassie-stained polypeptide composition of the Polytomella ATP synthase complex (50 pg) after Tricine-
SDS-PAGE. The identity of each polypeptide band is indicated.Panel B. Left lanes (labeled C): SDS-PAGE and Coomassie Blue staining of independent gels with 50 ug of protein per lane of
the purified histidine-tagged Asa6, Asa8 and Asa9 subunits (indicated by arrows). Right lanes (labeled WB): Western blots of the recombinant proteins (30 ug of each protein) decorated
with their corresponding specific antibody.Panel C. Western-blots of the algal enzyme (Complex V, left lanes); recombinant untagged proteins (Asa6, Asa8 and Asa9 subunits, middle
lanes) and histidine-tagged recombinant proteins (Asa6ezis, Asa8eis, Asa9eris, right lanes) decorated with the indicated specific antibodies.

and SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade high stringency media (Clontech Labora-
tories Inc.). The growth of yeast subjected to each interaction assay was
compared to the controls through serial dilutions (1:10-1:10,000 dilu-
tions), in order to obtain single cell colonies. Cell growth in at least the low
stringency media suggested protein-protein interactions.

2.11. Protein structure prediction

Sequences used in the alignment analysis were obtained from
TaxoBlast (https://giavap-genomes.ibpc.fr/cgi-bin/AlgoBLAST/algoBlast_
mainpage.php) and carrying out a Blastp search in the database of
Chlorophyceae (taxid: 3166) at NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi). Hydropathy analyses for Asal, Asa3 and Asa5 were performed
with the program Membrane Protein Explorer (MPEx) (http://blanco.
biomol.uci.edu/mpex/) considering the octanol scale under the guideline
of the Wimley-White scale that describes the total energetics of transmem-

brane helix stability [31]. Hydropathy plots for subunit a of algal
(Polytomella) and bacterial (E. coli) were performed using a window of
17-residues and the hydrophobicity scale specific for mitochondrial inner
membrane proteins [32]. Coiled-coil domains were predicted with the
online tool Marcoil (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/marcoil) using the
threshold 10.0 [33].

The structure of several a subunits have been revealed by cryo-
microscopy or X-ray crystallography, those from Bos taurus [3],
Paracoccus denitrificans [34], Yarrowia lipolytica [35] and Pichia angusta
[36]. In the case of subunit a of Polytomella parva, no structural features
could be assigned to the N-terminal region comprising the putative TMS
[15,37]. For the hydrophobicity analysis, we considered two regions of
subunit a (Atp6): one comprising the sequence from the N-terminus and
the first transmembrane stretch (TMS) up to the beginning of the first
hydrophobic, tilted alpha helix. The second region comprises the four
tilted hydrophobic helices that surround the c-ring and form the proton
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Fig. 2. Interaction of the Asa6 subunit with itself.Panel A. Interaction of the Asa6-Asa6ep;s subunits assayed by affinity chromatography. Shown are the Western blots of the fractions
obtained from the affinity column decorated with an anti-Asa6 antibody (upper and middle panels) or an anti-6His tag antibody (lower panel). The extract of the overexpressed Asa6
subunit was loaded on a 1 mL His-Trap column containing no bound protein (upper blot) or bound Asa6ep;s (middle and bottom blots). Lane B: histidine-tagged subunit bound to the
column. Lane L: untagged sample loaded on the column. Lane E: tagged-protein fraction excluded from the column. Wash: protein fractions excluded after washing with 30 mM
imidazole. Fractions under the triangle at right: recombinant subunits that eluted from the affinity columns upon application of a 30-500 mM imidazole gradient. Dashed lines separate
individual blot images used to assemble the panels.Panel B. In vivo Asa6-Asa6 interaction assay using Y2H. Subunits expressed from the activation domain (AD) or the binding domain
(BD) is indicated. Second to fourth columns show yeast growth on solid media and the yeast growth medium used in each assay: selective (-Leu/-Trp), low stringency (-Leu/-Trp/-His) and
high stringency (-Leu/-Trp/-His/-Ade). A graphic representation of the assay is shown at the bottom.

hemi-channels of subunit a. We analyzed these two regions separately
comparing the average hydrophobicity against the maximal average
hydrophobicity in a 17 residues window [38]. We used the hydro-
phobicity scale deduced from positions of each residue in a transmem-
brane peptide [32]. The lengths of the segments analyzed were 62 in
Bos taurus (YP_209210.1), 89 in Saccharomyces cerevisiae
(NP_009313.1), 85 in Yarrowia lipolytica (NP_075433.2), 91 in Pichia
angusta (5LQX_Y) and 85 in Paracoccus denitrificans (5DN6_X). For other
sequences from algae and plants, we carried out multiple sequence
alignments using ClustalW. Looking for the beginning of the first
horizontal alpha helix, we found the N-terminus containing the first
transmembrane spanning region. For the analysis we considered the
first 190 aa from Hordeum vulgare (BAV58098.1), 78 aa from Ulva
prolifera (YP_009183719.1), 128 aa from Helianthus annus
(YP_008999577.1), 210 aa from Arabidopsis thaliana (NP_085503.1),
239 aa from Zea mays 1 (CAA77868.1), 220 aa from Zea mays 2
(ACZ65558.1), 79 aa from Chlorella sorokiniana (YP_009049975.1), 125
aa from Tetradesmus obliquus (AAF72060.1) and 115 aa from Bractea-
coccus aerius (YP_009054588.1). For the nucleus-encoded a subunits,
which contain mitochondrial targeting sequences (MTS), the sequences
of the mature proteins were considered. The N-terminus of subunit a
from Polytomella parva and Chlamydomonas reinhardtii was previously
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obtained by Edman degradation [8,9] and it was established that these
subunits contain MTS of 94 and 107 residues, respectively. Thus, the
fragments analyzed correspond to residues 95 to 142 of Polytomella
parva (CBK55668.1), residues 108 to 155 of Chlamydomonas reinhardtii
(AAN70986.1), 92 to 139 from Gonium pectorale (KXZ48726.1), 106 to
153 from Volvox carteri (XP_002956659.1), 101 to 148 from Haemato-
coccus pluvialis (NCBI GEO accession number GSE71986) and 110 to
157 from Dunaliella tertiolecta (https://giavap-genomes.ibpc.fr/cgi-bin/
AlgoBLAST/algoBlast_mainpage.php).

3. Results
3.1. Over-expression and purification of recombinant Asa subunits

The main objective of this work was to obtain insights on the
topological vicinity of the membrane-embedded subunits of the
Polytomella ATP synthase. To develop our experimental strategy, it
was required to obtain the corresponding Asa6, Asa8 and Asa9
recombinant proteins. On account of its hydrophobic nature, over
expression of the membrane-embedded Asa recombinant subunits were
besieged by several problems, most probably related to aggregation and
cytotoxicity [39]. In the early stages of this work, in order to enhance
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the limited overproduction of the Asa proteins, several E. coli strains
were tested: BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLyss, Origami (DE3), Rosetta
(DE3), and Tuner (DE3). The recombinant subunits used in this work
were produced in reasonable yields only with the E. coli C41 (DE3)
strain, which was previously found to be suitable for membrane-protein
overexpression [40].

Fig. 1A shows the Coomassie blue-stained polypeptide pattern after
SDS-PAGE of the algal ATP synthase used in this work. Both the purified
recombinant hexa-histidine tagged proteins and the crude extracts of
the untagged versions of subunits Asa6, Asa8 and Asa9 (Fig. 1B and C),
were also subjected to SDS-PAGE. All recombinant subunits exhibit a
single, main polypeptide, although discrete bands that may represent
either dimeric forms or small amounts of bacterial protein contamina-
tion were observed in some preparations. Antibodies raised against the
Asabgis, Asa8gp;s and Asa9ep;s subunits recognized both the untagged
and tagged recombinant proteins as well as the native subunits of the
ATP synthase (Fig. 1C).

3.2. On the interaction of Asa6 with itself

Previous work suggested that Asa6 could have an important role in
the dimerization of the algal mitochondrial ATP synthase. To explore
the interaction of Asa6 with itself, the recombinant Asa6 protein
containing a 6His-tag was bound to a His-Trap nickel column. Then,
the untagged Asa6 recombinant protein was loaded on the column and
washed with 30 mM imidazole. A second identical column, containing
only the nickel matrix with no protein bound to it, was also loaded with
the untagged Asa6 protein and run in parallel. This second column
served to discard the presence of any spurious interaction of the
untagged Asa6 with the nickel matrix. While Asa6 readily eluted in
the first fractions of the column lacking bound Asab6ey;s (Fig. 2A, upper
panel), the untagged Asa6 was retained in the column containing the
Asabgy;s version. A 30 to 500 mM imidazole gradient, released both the
tagged and the untagged versions of the Asa6 recombinant protein
(Fig. 2A, middle and lower panels). The tagged and untagged versions
of the Asa6 subunit could be distinguished by their different migration
in SDS-PAGE, and also by Western Blot analysis. While the anti-Asa6
antibody reacted against both polypeptides (Fig. 2A, middle panel), the
anti-His tag antibody recognized only the hexa-histidine tagged version
of Asab6 (Fig. 2A, lower panel).

An Asa6-Asab interaction was also assayed by the yeast-two hybrid
(Y2H) assay. A more robust growth of yeast expressing the Asa6-Asa6
construct also suggested a possible Asa6 interaction with itself in this in
vivo system (Fig. 2B).

3.3. On Asa6-Asa9 and Asa8-Asa9 interactions

A His-Trap nickel column containing the recombinant Asa9epis
protein was used to assay the binding of Asa6 and Asa8. Crude extracts
containing the untagged Asa6 or the untagged Asa8 proteins were
independently loaded on parallel columns with no protein bound to it
(Fig. 3A and B, upper panels) or with bound recombinant subunit
Asa9¢y;s (Fig. 3A and B, middle and lower panels). The Asa6 and the
Asa8 subunits were only retained in the column containing the bound
Asa9p;s protein and co-eluted from the columns only upon application
of a 30 to 500 mM imidazole gradient. The presence of the proteins was
assayed by immunoblots, using antibodies specifically directed against
each polypeptide. The Y2H assay also suggested a mild Asa8-Asa9
interaction (Fig. 3C) but provided a negative result for an Asa6-Asa9
interaction (data not shown). Far-Western blotting was also used to
explore the Asa8¢p;—Asa9gp;s interaction. Several lanes of nitrocellu-
lose membrane containing the same concentration of the Asa9¢is
subunit were incubated with increasing concentrations of the isolated,
recombinant Asa8gy;s subunit and subsequently decorated with an anti-
Asa8 antibody (Fig. 3D). At increasing concentrations of the externally
added, recombinant Asa8gy;s, a stronger immuno-decoration of the
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Asa9¢p;s subunit was observed, also indicating an Asa8-Asa9 interac-
tion.

3.4. Asa9 does not seem to form dimers

A His-Trap nickel column containing the Asa9gy;s recombinant
protein was also used to assay the binding of Asa9 itself. Following
the same affinity column assay described above, the untagged Asa9
eluted in the exclusion volume of the columns notwithstanding whether
the tagged Asa9 subunit was bound to the nickel matrix or not. This
result suggested that there is probably no Asa9-Asa9 interaction
(Supplementary Fig. 1). The Y2H assay also provided a negative result
for an Asa9-Asa9 interaction, since all the results obtained were similar
to the controls (data not shown).

3.5. On the interaction of Asa8 with itself

A His-Trap nickel column containing the Asa8gy;s recombinant
protein was used to assay the binding of the untagged Asa8 subunit.
Following the affinity column assay described above, both the untagged
Asa8 and the Asa8gy;s subunits co-eluted from the column in the
presence of a 30 to 500 mM imidazole gradient (Fig. 4A, middle and
lower panels). Western blot analysis of the proteins present in the
elution profile provided evidence for an Asa8-Asa8 interaction. In
contrast, the Y2H assay exhibited no differences with the controls, and
thus failed to reveal this interaction (data not shown).

3.6. On Asa6-Asa8 interaction

A His-Trap nickel column containing the recombinant Asa8ep;s
protein was also used to assay the binding of Asa6. Crude extracts
containing the untagged Asa6 protein were independently loaded on
parallel columns with no protein bound to it (Fig. 4B, upper panel) or
with bound recombinant subunit Asa8¢p;s (Fig. 4B, middle and lower
panels). The Asa6 subunit was only retained in the column containing
the bound Asa8gy;s protein and co-eluted from the column only upon
application of a 30 to 500 mM imidazole gradient. The presence of the
proteins was assayed by immunoblots, using antibodies specifically
directed against each polypeptide. The Y2H assay failed to detect a
Asa6-Asa8 interaction (not shown).

3.7. Cross-linking assays

In order to verify the close-neighbor relationships of the subunits of
the mitochondrial ATP synthase of Polytomella inferred in this work, we
carried out cross-linking experiments with the intact algal enzyme using
several non-cleavable and cleavable bifunctional reagents. The cross-
linked products were analyzed by Tricine-SDS-PAGE followed by
Western blots. The identified cross-linked products in the algal ATP
synthase using non-cleavable agents are shown in Fig. 5. Cross-linked
products were identified by their apparent molecular masses and
because they were recognized by two different antibodies: Asal-Asa8,
Asa3-Asa8, Asa5-Asa8, Asa6-Asa8 and Asa8—Asa9. Similar results were
obtained with the cleavable reagents, as shown in Supplementary
Fig. 2.

4. Discussion

In canonical ATP synthases, the membrane-bound Fo subcomplex
contains the well-conserved subunits a, b, and the ring-shaped c-
oligomer [41]. For instance, in E. coli, the polypeptide composition of
the membrane domain comprises the a;, b, and c;o subunits (stoichio-
metry indicated by sub-indexes) [42]. Subunits a;, by, c10, di, €1, f1 and
g1 are common to the yeast and mammalian enzyme [43], while
subunits h, i (also called j) and k are only found in yeast [44-46].
Subunits Fg, 8 or AgL, AGP or DAPIT, MLQ [43,47], FactorB and the
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Fig. 3. Interactions of the recombinant Asa9 subunit with Asa6 and Asa8.Panel A. Asa6-Asa9y;s interaction assayed by affinity chromatography. Shown are the Western blots of the
fractions obtained from the affinity column decorated with an anti-Asa6 antibody (upper and middle panels) or an anti-6His tag antibody (lower panel). The extract of the overexpressed
Asa6 subunit was loaded on a 1 mL His-Trap column containing no bound protein (upper blot) or bound Asa9¢;s (middle and bottom blots). Lane B: histidine-tagged subunit bound to the
column. Lane L: untagged sample loaded on the column. Lane E: tagged-protein fraction excluded from the column. Wash: protein fractions excluded after washing with 30 mM
imidazole. Fractions under the triangle at right: recombinant proteins that eluted from the affinity columns upon application of a 30-500 mM imidazole gradient. Dashed lines separate
individual blot images used to assemble the shown image.Panel B. Interaction of the Asa8-Asa9¢uis subunits assayed by affinity chromatography. Shown are the Western blots of the
fractions obtained from the affinity column decorated with an anti-Asa8 antibody (upper and middle panels) or an anti-6His tag antibody (lower panel). The extract of the overexpressed
Asa8 subunit was loaded on a 1 mL His-Trap column containing no bound protein (upper blot) or bound Asa9¢y;s (middle and bottom blots). Lane B: histidine-tagged subunit bound to the
column. Lane L: untagged sample loaded on the column. Lane E: tagged-protein fraction excluded from the column. Fractions under the triangle at right: recombinant proteins that eluted
from the affinity columns upon application of a 30-500 mM imidazole gradient. Dashed lines separate individual blot images used to assemble the shown image.Panel C. In vivo
Asa8-Asa9 Y2H interaction assay. Subunits expressed from the activation domain (AD) or the binding domain (BD) is indicated. Second to fourth columns shows yeast growth on solid
media and growth medium used in each assay: selective (-Leu/-Trp), low stringency (-Leu/-Trp/-His) and high stringency (-Leu/-Trp/-His/-Ade) and. A graphic representation of the assay
is shown at the bottom.Panel D. Interaction of Asa8 and Asa9 subunits assayed by Far-Western blots. Two lanes at left: Western-blot of the purified histidine-tagged Asa8 and Asa9
subunits (lanes labeled WB), one nanomole of each protein was independently transferred and decorated with their respective antibody. Lanes under the triangle at right: Far-Western
analysis of the recombinant Asa9y;s (1 nanomole per lane) incubated for 4 h with increasing amounts of recombinant Asa8¢yy;s protein (the indicated nanomoles of protein in a 5 mL final
volume) and then decorated with an anti-Asa8 antibody.

protein TMEM70 are exclusive of bovine [48]. All these subunits are In chlorophycean algae like Polytomella parva subunits Asal to Asa9
called supernumerary because they have no known roles in the direct are the constituents of both the peripheral stalk and the dimerization
generation of ATP, but some of them have been found to contribute to domain of the F;Fo-ATP synthase [18]; a recent electron microscopy
the oligomerization of the enzyme and thus to the formation of analysis supports this idea [15]. Previous studies have addressed the
mitochondrial cristae [49-51]. In contrast, the membrane-embedded arrangement of the Asa subunits in the peripheral stalk of the
domain of the algal enzyme has been poorly characterized and seems to Polytomella ATP synthase. The Asa2, Asa4 and Asa7 are able to
be composed, besides subunit a and the c-ring, by the small molecular associate into a stable subcomplex with a 1:1:1 stoichiometry when
mass polypeptides Asa6, Asa8 and Asa9. Secondary structure and their recombinant versions are mixed together. This subcomplex seems
hydropathy analyses have led to propose that subunit Asa6 may contain to somehow reinforce contacts between the Asal and OSCP subunits
either two TMS or one reentrant helix and one TMS, while Asa8 and [19,20]. A subcomplex formed by subunits Asal, Asa3, Asa5, Asa8, a
Asa9 would exhibit one TMS each (Supplementary Fig. 3) [52]. and the c-ring has been previously characterized [8,52]; it is the only
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Fig. 3. (continued)

subcomplex that seems to contain both intrinsic and extrinsic mem-
brane proteins. Since Asal seems to interact with membrane-bound
subunits, in particular with the Asa8 subunit, it was suggested that Asal
may be the main support of the peripheral stalk, reaching from a region
close to the membrane all the way up to OSCP, and thus playing a
scaffolding role similar to the one of subunit b in orthodox enzymes
[20]. Sequence analysis of Asal reveals two regions (N3gg—Lsze and
Lsao-Is3g) with propensity to interact with hydrophobic surfaces
probably via amphipathic stretches (Supplementary Fig. 4A). Also,
the V193-F121, L177-L19s and Tago—I27g residues of Asa3 (Supplementary
Fig. 4B) and both the amino terminus (V;,-Mss) and carboxy terminus
(A105—F123) of Asa5 exhibit this feature (Supplementary Fig. 4C).

Subunits Asa6, Asa8 and Asa9 are well represented in chlorophy-
cean algae and their sequences exhibit high similarity as revealed by
multiple sequence alignments (Supplementary Fig. 5). Subunits Asa6,
Asa8 and Asa9 are predicted to be membrane bound, nevertheless, little
is known about their arrangement in the hydrophobic domain of the
enzyme. In Asa6, a possible coiled-coil could be involved in the
dimerization of the ATP synthase [16] (Supplementary Table 1).
Subunit Asa8 possesses a GxxxG motif, also present in the single TMS
of the yeast e and g subunits that seems to play an important role in the
dimerization of the enzyme [50,53].

This work provides a more detailed biochemical characterization of
the Asa subunits associated to the membrane domain of the peripheral
stalk of the algal ATP synthase, whose highly hydrophobic nature had
limited their study in the past. Due to their inherent hydrophobic
nature, over expression of membrane proteins is not straightforward
and often results in the accumulation of aggregated miss-folded
products or inclusion bodies (ICBs) [54]. One of the main difficulties
in working with membrane proteins is to find conditions that favor
refolding over aggregation [55], but there are several reports of
refolding of membrane proteins recovered from inclusion bodies
[56-58]. In our case, renaturing by dialysis in refolding buffer allowed
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us to recover the solubilized protein with a very low percentage of
aggregated forms. This insoluble problem was addressed by screening
commonly used detergents and choosing the best option on the basis of
solubility [59], further considering the ionic strength and pH. To gain
insight into the interactions established by these membrane-bound
subunits, three different approaches employing recombinant proteins
were followed, e. g. Far-Western analysis, affinity chromatography and
a Y2H assay. Most of the interactions observed were obtained with the
affinity method, proving to be a classical but robust technique. Since
enough detergent was present in the buffers used for these affinity
assays, we believe we are observing real protein-protein interactions,
not mere hydrophobic mediated aggregation. This was further sub-
stantiated by failure to observe recognition of Asa9 towards itself
(Supplementary Fig. 1). By contrast, only Far-Western analyses sug-
gested an Asa8-Asa9 interaction (Fig. 3D), while the two-hybrid system
suggested Asa6-Asa6 and Asa8-Asa9 interactions (Figs. 2B and 3C
respectively) and Asa6-a (Supplementary Fig. 6B), in addition to the
well-known interaction of subunit a with subunit ¢ (Supplementary
Fig. 6A). Probably, the limitations of the last two methods are a
consequence of the high hydrophobicity of membrane subunits, which
tend to be insoluble and to aggregate, thus impairing the detection of
protein interactions in overlay experiments and the activation of
reporter genes in the Y2H assay [60].

The protein interaction assays suggest that Asa6 and Asa8 are
independently capable of forming homodimers (Figs. 2A and 5), that
there is an association Asa6—Asa9, and also a strong recognition
Asa8-Asa9 (Fig. 3). Interaction couples Asa6-Asa6 and Asa6-Asa9,
along with preceding results of detergent dissociation of the native
complex and cross-linking experiments [13,17] support the idea that
these subunits may be involved in the dimerization of the algal enzyme.
Cross-linking experiments carried out on the purified, intact algal ATP
synthase confirmed two of the interactions described in this work:
Asab6-Asa8 and Asa6-Asa9. In addition, Asa8 was found to cross-link to
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Fig. 4. The recombinant Asa8 subunit seems to interact with itself and with subunit Asa6 as judged by affinity chromatography.Panel A. Asa8-Asa8¢;y;s protein interaction assayed by
affinity chromatography. Shown are the Western blots of the fractions obtained from the affinity column decorated with an anti-Asa8 antibody (upper and middle panels) or an anti-6His
tag antibody (lower panel). The extract of the overexpressed Asa8 subunit was loaded on a 1 mL His-Trap column containing no bound protein (upper blot) or bound Asa8¢y;s (middle and
bottom blots). Lane B: histidine-tagged subunit bound to the column. Lane L: untagged sample loaded on the column. Lane E: tagged-protein fraction excluded from the column. Wash:
protein fractions excluded after washing with 30 mM imidazole. Fractions under the triangle at right: recombinant proteins that eluted from the affinity columns upon application of a
30-500 mM imidazole gradient. Dashed lines separate individual blot images used to assemble the shown image.Panel B. Asa6-Asa8qy;s interaction assayed by affinity chromatography.
Shown are the Western blots of the fractions obtained from the affinity column decorated with an anti-Asa6 antibody (upper and middle panels) or an anti-6His tag antibody (lower panel)
that recognizes the Asa8qy;s recombinant protein. The extract of the overexpressed Asa6 subunit was loaded on a 1 mL His-Trap column containing no bound protein (upper blot) or
bound Asa8¢;s (middle and bottom blots). Lane B: histidine-tagged subunit bound to the column. Lane L: untagged sample loaded on the column. Lane E: tagged-protein fraction
excluded from the column. Wash: protein fractions excluded after washing with 30 mM imidazole. Fractions under the triangle at right: recombinant proteins that eluted from the affinity
columns upon application of a 30-500 mM imidazole gradient. Dashed lines separate individual blot images used to assemble the shown image.

three high molecular mass proteins of the peripheral stalk, Asal, Asa3 lypolitica [35], the fungus Pichia angusta [36] and in mammalian

and Asa5. The association of these subunits was not surprising, since it mitochondria [3], but also in the more distantly related V-type and
is known that these subunits form the subcomplex Asal/Asa3/Asa5/ A-type ATPases [63,64]. It has thus become evident that in many
Asa8/a/c-ring upon heat or amphipol-induced dissociation of the algal organisms, subunit a exhibits one vertical, orthodox TMS1 and four
enzyme [8,52]. Concerning the Asa8 homodimer, it has been described tilted, hydrophobic alpha-helices (H1 to H4).
that membrane-embedded ATP synthase subunits containing a GxxxG In the electron cryo-microscopy map of Polytomella (EMD-2852),
motif are instrumental in the formation of homo- or hetero- dimers cross-sections through the membrane domains clearly show the four
[50,51,61,62]. However, the low sequence identity between Asa horizontal embedded helices of subunit a, the cio-ring and six addi-
subunits and orthodox ATP synthase subunits does not allow to tional transmembrane helices per monomer (Fig. 6A) [15]. Undoubt-
unambiguously establish algal equivalents for the yeast or beef edly, subunit a and the c-ring are the best well-resolved structures, even
subunits, or to predict reliable three-dimensional models. though the amino terminal region of subunit a is of insufficient
Recently, the complete structure of dimeric mitochondrial ATP resolution to allow a conclusive assignment of the vertical TMS. A
synthase of the colorless alga Polytomella sp. was reported at 6.2 A recent bioinformatics approach has predicted the position of subunit a
resolution, revealing a four tilted-helix bundle in the a subunit of the Fq with respect to the c-ring with more accuracy [37]. The proposed model
sector [15]. The long horizontal helices of this subunit are conserved is consistent with all the c-ring/subunit a contacts previously identified
not only in the bacteria Paracoccus denitrificans [34], the yeast Yarrowia by cross-linking experiments in the E. coli system [65,66]. However,
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Fig. 5. Cross-linked products of the algal ATP synthase using non-cleavable bifunctional agents.Silver stained gels showing the polypeptide composition of the algal ATP synthase used in
the cross-linking experiments. The apparent molecular masses of each subunit are indicated. Western blots of the algal ATP synthase complex (50 pg of protein per lane) treated with the
bifunctional reagent DSS (panel A) or BS® (panel B) and decorated with the indicated specific anti-Asa subunits antibodies. The algal enzyme was incubated in the absence (minus signs)
or in the presence (plus signs) of the indicated homo-bifunctional non-cleavable agent at the indicated increasing concentrations (0.10, 0.25 and 0.50 mM). The identified cross-linked

products are indicated with the numbers of the subunits (i.e., 6-8 stands for Asa6—Asa8).

comparison of hydrophobicity profiles of the bacterial and algal
sequences suggest that the putative TMS of the algal subunit a is not
hydrophobic enough to be inserted into the membrane (Supplementary
Fig. 7A and B). Notably, subunit a of chlorophycean algae is nucleus-
encoded [67]; to date, it is the only known subunit a whose gene
naturally resides in the nucleus, and thus, will exhibit a biogenesis
pathway very different from its mitochondria-encoded counterparts. It
has been reported previously that the algal subunit a exhibits lower
hydrophobicity in several of its putative hydrophobic alpha-helices, and
especially in the first putative TMS [67]. This diminished hydrophobi-
city should allow the full translocation of this first putative TMS during
the biogenesis of this algal subunit. This idea is further substantiated by
meso-hydrophobicity versus maximal hydrophobicity plots, where all
the N-terminal regions of nucleus-encoded a subunits clearly exhibit a
strongly diminished hydrophobic character (Supplementary Fig. 7C) as
compared to its C-terminal region (Supplementary Fig. 7D). In this
scenario, the putative first TMS is most probably not embedded in the
membrane at all. We therefore suggest that the algal subunit a is unique
in the sense that it may exhibit only the four tilted hydrophobic alpha-
helices (H2 to H4) while lacking the orthodox, vertical TM1. The
membrane extrinsic sequence H1 that replaces TM1 may interact with
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other Asa subunits of the peripheral stalk (Supplementary Fig. 8).
Considering all the above mentioned results, we propose a model
where, in accordance with multiple electron microscopy observations,
the c-ring shaped oligomer is posed at the extreme of each monomer
interacting closely with the four perpendicular helices of subunit a. The
other six apparent TMS densities observed could be ascribed in the
following way: two for the reentrant helix of Asa6, one for a classical
TMS in Asa6 subunit, two TMS of a possibly dimeric Asa8, and one TMS
for Asa9 (Fig. 6B). We cannot fully exclude the possibility that one of
the observed TMS could be provided by a reentrant helix or a
hydrophobic pocket of the Asal, Asa3 or Asa5 subunits of the
peripheral arm that would partially insert into the membrane (see
Supplementary Fig. 4). If one would try to look for structural analogs of
the algal subunits in the Y. lipolytica cryo-EM maps [35], Asa6 could
substitute for yeast subunit f, dimeric Asa8 for subunits e and g, and
Asa9 for either subunits Atp8 or i. Furthermore, mitochondrial ATP
synthases are arranged in mitochondrial cristae as oligomers. It has
been previously proposed that upon detergent incubation these oligo-
mers may break down into “true-dimers” or into “pseudo-dimers”
[12,68]. Our model suggests that subunit Asa6 is instrumental for
stabilizing the dimeric structure of the algal enzyme (a true-dimer
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Fig. 6. Model of the arrangement of membrane-embedded subunits of the Polytomella ATP synthase.Panel A. Matrix view of a cross-section of the electron density map of the algal enzyme
obtained by cryo-microscopy [“Electron cryo-microscopy of mitochondrial ATP synthase dimer” (EMD ID: 2852)] [15].Panel B. Same cross-section of the electron density map as shown in
panel A with the suggested arrangement of the membrane-embedded subunits of the algal ATP synthase. TMS are represented by circles and tilted hydrophobic alpha-helices as curved
cylinders. The name of each of the subunits is indicated by its corresponding number or letter. Subunits Asa6 and Asa9 are proposed to participate in the dimerization of enzyme (true
dimer formation), while Asa8 is shown as a homodimer that could participate in the oligomerization (pseudo-dimer formation) of the enzyme. Dotted lines represent that Asa6 and Asa8

subunits may interact in a different cross-section of the protein (not shown).

resistant to detergent solubilization), while subunit Asa8 could play a
role similar to subunits e and g, participating in the oligomerization of
the enzyme (pseudo-dimer formation).

Regardless of the source, it seems that in all rotatory ATPases the
horizontal helices of subunit a together with the c-ring rotor create two
torque generating aqueous ion-conducting half-channels required for
ATP synthesis [15,35,64]. In general, with the exception of subunits a
and the c-ring, the structure and disposition of the membrane-
embedded subunits of the F;Fo-ATP synthases have been poorly
detailed. In this work, we provide evidence of some of the interactions
of the hydrophobic Asa subunits of the ATP synthase of the colorless
alga Polytomella, and propose a model for the disposition of these
membrane-embedded proteins in a cross-section of the density map
obtained by cryo-microscopy. A higher resolution structure of the algal
enzyme should provide more detail of the disposition of these mem-
brane-embedded subunits.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.bbabio.2017.04.004.
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The algae Chlamydomonas reinhardtii and Polytomella sp., a green and a colorless member of the chlorophycean
lineage respectively, exhibit a highly-stable dimeric mitochondrial F;Fo-ATP synthase (complex V), with a molec-
ular mass of 1600 kDa. Polytomella, lacking both chloroplasts and a cell wall, has greatly facilitated the purification
of the algal ATP-synthase. Each monomer of the enzyme has 17 polypeptides, eight of which are the conserved,
main functional components, and nine polypeptides (Asal to Asa9) unique to chlorophycean algae. These
atypical subunits form the two robust peripheral stalks observed in the highly-stable dimer of the algal ATP
synthase in several electron-microscopy studies. The topological disposition of the components of the enzyme
has been addressed with cross-linking experiments in the isolated complex; generation of subcomplexes by
limited dissociation of complex V; detection of subunit-subunit interactions using recombinant subunits;
in vitro reconstitution of subcomplexes; silencing of the expression of Asa subunits; and modeling of the overall
structural features of the complex by EM image reconstruction. Here, we report that the amphipathic polymer
Amphipol A8-35 partially dissociates the enzyme, giving rise to two discrete dimeric subcomplexes, whose
compositions were characterized. An updated model for the topological disposition of the 17 polypeptides that
constitute the algal enzyme is suggested. This article is part of a Special Issue entitled 'EBEC 2016: 19th European
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1. The mitochondrial ATP synthase

Mitochondrial F;Fo-ATP synthase (complex V) is a key participant of
oxidative phosphorylation (OXPHOS) and the main ATP producing en-
zyme in non-photosynthetic eukaryotes. Classic dissociation experi-
ments characterized two oligomeric domains in the enzyme, an
extrinsic moiety (F; factor) and the membrane bound sector Fo [1].
F1Fo-ATP synthase is also a molecular motor [2] in which a central
rotor-stalk [y/6/€/c-ring] rotates around an axis perpendicular to the
plane of the membrane, while the fixed elements (stator components)
are subunit a, the catalytic core (as/Ps3), the peripheral stalk (OSCP/b/
d/F6), and the dimerization module (A6L/e/f/g) [3,4]. Proton-flux through
the two hemi-channels of subunit a, formed by membrane-embedded
a-helices, causes the rotary movement of a c-subunit ring with a

* This article is part of a Special Issue entitled 'EBEC 2016: 19th European Bioenergetics
Conference, Riva del Garda, Italy, July 2-6, 2016", edited by Prof. Paolo Bernardi.
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E-mail address: dhalphen@ifc.unam.mx (D. Gonzdlez-Halphen).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bbabio.2016.02.003
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species-dependent variable stoichiometry (cs_14) and concomitantly,
the rotation of the central-stalk (vy/6/¢) [5]. Three sequential 120° move-
ments of subunit «y induce conformational changes in the three catalytic
3 subunits leading to successive substrate binding (ADP + Pi), ATP
synthesis, and ATP release [6]. Other subunits play a regulatory role,
such as the inhibitory protein IF; [7] that prevents futile ATP hydrolysis.
The peripheral stator-stalk counteracts the torque generated by the
rotation of the central stalk during the function of the enzyme [8]. In the
yeast and beef enzymes, the main axis of the peripheral stalk is formed
by subunit b, that contains two transmembrane stretches near its
N-terminal region and extends towards OSCP at the top of the F; sector
associating also with subunits d and F6 (h in yeast) [9].

In the inner mitochondrial membrane, the ATP synthase forms oligo-
meric associations [10-12] that are responsible for the overall architec-
ture of the mitochondrial cristae [13]. In yeast, dimerization is mediated
by the small subunits e, g, h and i [14,15]. Subunits b (Atp4), d, F6, A6L,
e, fand g, present in the bovine enzyme, are not common to all mitochon-
drial ATP synthases; atypical subunit compositions have been identified
in trypanosomatids [16], euglenoids [17], chlorophycean algae [18] and
ciliates [19]. Also, electron microscopy studies have shown stark structur-
al differences in the enzymes of ciliates [19] and algae [18] as compared to
the orthodox enzymes isolated from beef and yeast [11,20].
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2. The mitochondrial ATP synthase of chlorophycean algae
2.1. Subunit composition

Chlorophycean algae originated approximately 600 million years
ago [21]. Some characteristics of this lineage are the drastic reduction
of its mitochondrial genomes in size and in gene content [22], the
fragmentation of the mitochondrial cox2 gene and its migration to the
nucleus [23], and the appearance of nucleus-encoded atypical subunits
of ATP synthase (Asa subunits) [24,25]. Genes encoding homologs of
Asa subunits were identified in several other chlorophycean algae
including Volvox carteri, Scenedesmus obliquus and Chloroccocum
ellipsoideum [25]. The list can be updated to include the green unicellu-
lar algae Chlamydomonas chlamydogama, Chlamydomonas leiostraca,
Chlamydomonas sp. and Dunaliella tertiolecta and the colorless algae
Polytomella capuana, Polytomella magna, Polytomella piriformis and
Polytomella parva [26].

The biochemical characterization of the mitochondrial ATP synthase
of chlorophycean algae has been carried out mainly with two
organisms, the unicellular green alga Chlamydomonas reinhardtii and its
colorless close relative Polytomella sp. Early works identified immuno-
chemically the 3-subunit of mitochondrial ATP synthase in preparations
of thylakoid and mitochondria membranes of C. reinhardtii [27]. A fraction
enriched in the green algal complex V was obtained after sucrose gradient
centrifugation in the presence of Triton X-100 [28]. The cDNA of the
B-subunit of C. reinhardtii mitochondrial ATP synthase was sequenced
and the corresponding protein was found to contain a unique C-
terminal extension of 70 residues not present in the R-subunits of plant
enzymes [29]. A pure and active mitochondrial ATP synthase preparation
from the green alga was obtained by extraction with lauryl maltoside
followed by ion exchange and gel permeation chromatography and
found to be composed of at least 14 polypeptides [30]. Also, the cDNA
encoding the a-subunit of the enzyme was sequenced and the mature
subunit was found to exhibit an 18-residues extension not present in
other organisms.

Subsequently, a mitochondrial F;Fo-ATP synthase was isolated by
gel permeation chromatography from Polytomella sp., that lacks both
chloroplasts and cell wall, and thus facilitates the isolation of mitochon-
dria and purification of the OXPHOS complexes without the interfer-
ence of thylakoid components [31]. The enzyme from this colorless
alga exhibited at least 10 polypeptides with apparent molecular masses
that ranged from 6 to 63 kDa [32] and its o and 3 subunits exhibited
high sequence similarities with the ones of Chlamydomonas [see also
Ref. 33]. Here, the Polytomella o and (3 subunits were modeled on the
crystallographic structure of the bovine enzyme to visualize the location
of these extensions in the F; sector. Fig. 1 shows two of the possible con-
formations for each of the algal extensions. The o subunit extensions
could have a role in stabilizing contacts with the peripheral stalk,
while the 3 subunit extensions were proposed to act as the IF; ATPase
inhibitor based on sequence similarities [32]. When the extension of
the B subunit was overexpressed, partially purified, and added to the
algal ATPase at relatively high concentrations, the hydrolytic activity
of the enzyme diminished less than 20% [Villavicencio-Queijeiro and
Gonzalez-Halphen, unpublished results]. Although this result suggests
a null or very limited inhibitory effect of the C-terminal extension of
the beta subunit, it would be necessary to delete this extremity using
site-directed mutagenesis to ascertain its role.

In order to assess if subunit a (Atp6) was present in the mitochondrial
ATP synthase of C. reinhardtii, isolated mitochondria from the green alga
were subjected to blue native electrophoresis (BN-PAGE), a technique
that uses the charge shift generated by the binding of Coomassie Blue to
detergent-solubilized membrane complexes to separate them under
native conditions [34]. The first dimensional BN-PAGE gel was then
subjected to 2D-denaturing SDS-PAGE to identify the polypeptide
composition of complex V [35]. At least 13 different polypeptides were
found to be associated to the complex, five of which were unambiguously

Fig. 1. Model of the Polytomella sp. ATP synthase subunits o and 3 and their corresponding
extensions. The Polytomella sp. sequences of the mature o subunit with its C-terminal
extension of 67 residues, and the 3 subunit with its N-terminal extension of 21 residues
were modeled in silico using the I-TASSER server [71]. Two of the obtained models that
showed no steric hindrances were selected for each subunit. The algal F; sector was
modeled on the bovine crystallographic structure (PDB Id: 2WSS) [72]. Subunits in the
complex are colored: o subunits (dark green), (3 subunits (light green), 'y subunit (gray),
algal a subunit extensions (one possible conformation in red, the other in magenta), algal
{> subunit extensions (one possible conformation in orange, the other in dark blue).

identified as subunits « 3, 7y, 6 and a. Nevertheless, eight polypeptides of
the ATP synthase showed no evident similarity with other ATPase
subunits nor with other proteins in the databases, so their identities
remained obscure at that time. These results prompted a detailed analysis
of mitochondrial protein components of C. reinhardtii by BN-PAGE,
followed by 2D-SDS-PAGE and Edman degradation of selected bands
[36]. Complex V was found to migrate exclusively as a dimer that resolved
into at least 13 polypeptides in 2D-SDS-PAGE. In addition, a novel 60-kDa
protein with no known counterpart in any other organism, named
MASAP for mitochondrial ATP synthase-associated protein and later on
renamed Asal, was described and its corresponding cDNA sequence
was obtained [36]. It was put forth that this novel polypeptide was extrin-
sic to the membrane, probably not a chaperone and that it could play a
structural role in stabilizing the chlorophycean ATP synthase dimer.

Mitochondrial F;Fo-ATP synthases of C. reinhardtii and Polytomella
sp. migrated in BN-PAGE in the presence of lauryl-maltoside as stable
dimers of 1600 kDa [36,37] while the monomeric F;Fo or free F;
moieties could not be detected. This suggested the presence of a highly
stable, detergent-resistant dimeric enzyme and contrasted starkly with
the behavior of other complex V from different sources, including
mammals, fungi and land plants that usually migrate in BN-PAGE in the
presence of lauryl-maltoside as monomers of 550-600 kDa [14,20,38,
39]. Also, conventional enzymes tend to partially dissociate during
electrophoresis, releasing the F; sector [38]. In order to obtain dimers
from these latter biological sources, milder solubilization conditions,
usually with digitonin, are required [20].
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The completion of the C. reinhardtii genome [40] allowed the identi-
fication of the ATP synthase subunits whose N-terminal sequences had
been obtained previously [35]. Thus, the mitochondrial ATP synthase
from C. reinhardtii was now found to contain 14 subunits of 7 to
60 kDa [41]. Seven polypeptides were identified as the classical subunits
a, B, v, §, a (ATP6), ¢ (ATP9), and OSCP. Besides Asal, several other
polypeptides with no counterparts in the databases were identified
and named Asa2 to Asa7 (this last one previously known as Nuop6) in
accordance with the C. reinhardtii genome project nomenclature. In
addition, no homologs of the €, b, d, e, f, g, IF;, A6L, and F6 subunits
were found encoded in the algal genome. This reinforced the idea that
unique proteins were associated with chlorophycean mitochondrial
ATP synthases [24] and pin-pointed the Asa subunits as the main
constituents of the peripheral stalk of the enzyme. The mitochondrial
ATP synthase of Polytomella sp. was isolated; its polypeptide composition
was characterized and found to be similar to that of the C. reinhardtii
enzyme [18,33]. Furthermore, small-angle X-ray scattering analysis
estimated a molecular mass of the complex of 1696 kDa [42]. In addition,
the presence of two additional low molecular mass subunits, Asa8 and
Asa9, was described. Asa subunits were found associated to the algal
ATP synthase even when the complex was isolated following different
purification procedures; thus, the possibility that they were only contam-
inants of the preparations was discarded [18]. It seems that in the
chlorophycean lineage, all the orthodox structural components of the
peripheral arm were substituted by polypeptides from a completely
different origin, probably proteins that already had a structural role in
some other cell compartment.

2.2. Hydrolytic activity of the purified algal enzyme

When isolated, the Polytomella sp. enzyme exhibits a very low
ATPase activity that increases either with heat treatment (due to the
release of the F; sector) or when being unmasked by the presence of
non-ionic detergents in an activity assay [43]. The biochemical state of
the enzyme in the absence of externally added detergent is however
not known; it could be partially aggregated and therefore inactive, or
it could be fully restrained by an inhibitor that is released upon
detergent addition. The algal dimer hydrolyzes ATP on a wide range of
pH's and temperatures and shows sensitivity to the classical inhibitors
oligomycin and DCCD [44], the dimeric ATPase exhibited and apparent
Km for Mg-ATP of 0.19 mM and a V2« of 0.065 U/mg in the absence
of detergent. The V,,.x increased 60-fold in the presence of detergent
(Km of 0.24 mM and a Vj,ax of 3.8 U/mg). Independent measurements
of the hydrolytic activity of the Polytomella mitochondrial ATPase have
reported activities up to 8.0 U/mg, full DCCD sensitivity, and more
than 90% inhibition by oligomycin [45]. These specific activity values
are comparable to those of purified ATPases from the green alga
C. reinhardtii (2.9 U/mg) [30] or from the fungi Yarrowia lipolytica
(8.4 U/mg) and Pichia pastoris (9.3 U/mg), but considerably lower
than the enzymes from Pichia angusta (21.8 U/mg) and Saccharomyces
cerevisiae (35.8 U/mg) [46]. Overall, the enzyme does not exhibit strong
differences in its hydrolytic activity as compared with the enzymes ob-
tained from many other sources. Oligomycin seems to bind loosely to
the algal enzyme, probably due to structural differences in its subunit
c [44] that may affect the antibiotic binding site [47]. It is therefore nec-
essary both to pre-incubate the enzyme in the presence of the inhibitor
and to add an equal concentration of oligomycin in the assay medium.
Incidentally, growth, respiration, and ATP levels in Chlorophycean
algae were also barely affected by oligomycin concentrations that affect
representatives of the other classes of Chlorophytes [25].

2.3. Three dimensional structure of the enzyme
The stable dimeric nature of the algal ATP synthase prompted a series

of electron-microscopy studies. The Polytomella enzyme, obtained by dig-
itonin solubilization of mitochondria and sucrose gradient centrifugation,

was subjected to electron microscopy and single particle analysis.
Projection maps with a resolution of about 17 A showed a dimeric
enzyme stabilized by interactions between the membrane-bound Fo sec-
tors that formed an angle of 70° [37]. This implied that the enzyme could
induce a strong local bending of the inner mitochondrial membrane [13].
Also, the peripheral stalks of the algal dimeric enzyme were noted to be
much more robust than their counterparts in other F-type ATPases, in-
cluding the ones from bovine [48], yeast [49], spinach chloroplasts [50],
and Escherichia coli [51].

Polytomella sp. mitochondria were subjected to ultrathin sectioning,
and cristae membranes were found to fold into lamellae and tubuli. The
ATP synthase oligomers seem to make helical arrangements along these
tubular membranes, confirming the role of complex V in determining
the shape of the inner mitochondrial membrane [52]. This has been
further substantiated by RNA interference silencing of the Atp2 gene
encoding subunit p of the C. reinhardtii ATP synthase: ATP synthesis
was fully impaired, the enzyme failed to assemble, and the algal
mitochondria were deprived of cristae [53].

Dual-axis cryo-electron tomography confirmed a supramolecular
organization of dimeric ATP synthase in the cristae membranes of
Polytomella sp. mitochondria that exhibited rows of dimers at 12 nm
intervals [54]. In addition, averaged 3D subvolumes of the algal
oligomeric enzyme were obtained at 5.7 nm resolution. These 3D tomog-
raphy data were the first indicators that contacts existed between the
peripheral stalks of the monomers [54] suggesting their very rigid archi-
tecture. An additional EM analysis of the Polytomella sp. mitochondrial
ATP synthase complex supported the dimeric nature of the enzyme and
presence of robust peripheral stalks [42].

More recently, an electron cryo-microscopy map at 6.2 A resolution
of the Polytomella sp. dimeric ATP synthase was obtained [45]. Fig. 2A
shows the electron density map of the dimer and the principal domains
that constitute the oligomeric complex. The model has several salient
features: i) subunit a exhibits horizontally membrane-embedded
a-helices that seem to embrace the c-ring and that form the two
proton-translocating hemi-channels; the presence of these horizontal
helices has been subsequently observed in the bacterial [55] and in
the beef heart mitochondrial enzymes [56], ii) the robust peripheral
stalks are constituted by several entwined o-helices that form a very
solid scaffold as compared to the one from other enzymes (Fig. 2B);
this is in accordance with the high propensity of several Asa subunits
(Asal, Asa2, Asa4 and Asa7) to form coiled-coils [57], iii) local resolution
estimates indicated that the peripheral stalk is more ordered than the
catalytic F; sector; furthermore, these peripheral stalks are united in
their middle region by protein-protein contacts; the Asa subunit re-
sponsible for forming this extra-membranous bridge between the
monomers is unknown, but could be either Asa4 as suggested previous-
ly [33] or Asa7 (see below), iv) the peripheral stalk, besides its substan-
tial mass, seems to make several contacts with the F; sector; these
contacts may be, among others, the interactions Asa2-a [57] and
Asal-OSCP [26], and v) the c-ring is formed by 10 monomers and
seems to be SDS-resistant [26], as those observed in yeast [58], in
Na'-dependent ATP synthases of bacteria [59] and in the A;Ao-ATP
synthases of archaea [60].

3. Addressing the topology of the components of the peripheral arm
of algal mitochondrial ATP synthase

The neighboring interactions of Asa subunits in the ATP synthase of
the colorless chlorophycean alga Polytomella sp. have been addressed
using a variety of experimental approaches: defining near-neighbor
relationships of subunits after treating the whole enzyme with cross-
linking agents; characterizing protein-protein interactions in vitro with
recombinant subunits; and dissociating the enzyme into subcomplexes
by heat or high detergent concentrations. Thus, models for the topological
disposition of the Asa polypeptides in the peripheral arm of the enzyme
have been successively refined [18,26,33,42,57].
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Fig. 2. Electron cryo-microscopy map of the algal Polytomella sp. ATP synthase. A) The
model shown corresponds to EMDB accession number EMD-2852 [45]. The main
domains of the complex were visualized and colored with the UCSF Chimera package
[73]: rotor in yellow (subunits y/6/¢/c-ring), subunit a in red, the catalytic domain
(o3/B3) in orange, OSCP in violet, and the peripheral stalk (Asal to 5 and Asa7) plus the
membrane dimerization domain (Asa6, Asa8 and Asa9) in cyan. B) The model of the
algal dimeric enzyme (EMD-2852 [45]) and the model of the bovine enzyme obtained
by single particle electron cryomicroscopy (PDB Id: 5ARA) [74] were superimposed. The
sturdiness of the peripheral stalk of the algal dimer as compared to the one of the
bovine enzyme is evident.

3.1. Neighboring interactions between Asa subunits as revealed by
cross-linking agents

To assess neighboring interactions between subunits in the algal
ATP synthase subunits, cross-linking experiments with several
water-soluble and water-insoluble homo-bifunctional and hetero-
bifunctional reagents were carried out. Besides some expected cross-
link products between the orthodox subunits (i.e., a-p or a-OSCP),
the cross-link products that were reproducibly obtained with the
atypical subunits were (Asal-Asa4), (Asal-Asa7), (Asa2-Asa4),
(Asa2-Asa7), (Asa3-Asa8), (Asab-Asa6) and the triple cross-link
product (Asa2-Asa4-Asa7) [42]. The inferred close vicinities between
polypeptides were used to predict an overall topology of the algal ATP
synthase.

3.2. Silencing and overexpression of subunits

The Asa7 subunit of the green algae C. reinhardtii was knocked-down
using RNA interference. The absence of this polypeptide neither affected
growth nor the OXPHOS of the alga [25]. Nevertheless, attempts to pu-
rify the ATP synthase from the Asa7-silenced mutant invariably failed,

because lauryl maltoside solubilization dissociated the complex and re-
leased its F; sector. Subunit Asa7 is known to bind to at least three other
subunits (Asal, Asa2 and Asa4); it therefore must play a pivotal role in
stabilizing the overall architecture of the peripheral stalk.

In order to gain more insights on how Asa proteins interact, recom-
binant subunits were over-expressed and purified and their interactions
in vitro explored. It was shown that Asa2, Asa4 and Asa7 interact,
and furthermore, that the interaction Asa4-Asa7 is mediated by the
C-terminal halves of both proteins [57]. Asa2 can bind Asa7 and the
C-terminal half of Asa4. An interaction Asa2-a was also observed,
suggesting the proximity of Asa2 with the catalytic head of the enzyme.
In addition, subunits Asa2, Asa4 and Asa7 formed a subcomplex with a
1:1:1 stoichiometry that could be reconstituted in vitro. This subcomplex
was proposed to establish additional contacts with Asal and with OSCP.

Subunit Asal was shown to be a membrane-extrinsic subunit using
sodium carbonate treatment on mitochondrial membranes. It was pro-
posed to represent the bulky structure observed near the F; sector in EM
studies, and therefore to interact with OSCP [33]. Indeed, subunit Asal
seems to be one of the main components of the peripheral stalk of the
algal enzyme, probably forming the main column that unites the extrin-
sic subunit OSCP with other components of the enzyme in close contact
with the membrane (Asa3, Asa5, Asa8, a and c1o-ring). Thus, Asal may
be the main support of the peripheral stalk and may have a scaffolding
role similar to the one of subunit b in orthodox enzymes [26]. Sequence
alignment analysis shows that OSCP subunits can be separated into two
clearly distinct groups based on their amino acid sequences: one
pertaining to the Chlorophycean algae (where OSCP binds an Asal
subunit), and another that belongs to land plants and other green
algae like Prasinophyceae, Ulvophyceae, and Trebouxiophyceae
(where OSCP binds an orthodox b subunit) [26].

3.3. Dissociation of the enzyme into subcomplexes

Work carried out with the Polytomella ATP synthase established
other subunit-subunit interactions, mainly through the identification
of subcomplexes formed by heat dissociation [18,43]. Upon heat treat-
ment, the ATPase is dissociated into its monomers and immediately af-
terwards it releases its F; sector and disassembles [18,33]. Subunits
Asa2, Asa4 and Asa7 and OSCP seem to dissociate concomitantly with
the liberation of the F; sector. In addition, a subcomplex that contained
subunits Asal/Asa3/Asa5/Asa8/a/c appeared transiently [18]. A stable
Asal/Asa3/Asa5/Asa8/a/co subcomplex could be obtained by treating
the enzyme with relatively high lauryl maltoside concentrations [26].
Furthermore, heat denaturation or taurodeoxycholate treatment of the
dimeric enzyme leads to a monomeric form with substoichiometric
amounts of Asa6 and Asa9 subunits [43]; thus these two proteins
seem to promote enzyme dimerization. In addition, the monomeric
form of the complex is less active than the dimer, exhibits diminished
oligomycin sensitivity, and is more labile to heat treatment, high
hydrostatic pressures, and protease digestion [43].

Amphipols, the short amphipathic polymers that can substitute
detergents, help the folding and stability of several integral membrane
proteins [61]. To find whether Amphipol A8-35 would also help stabi-
lize the algal ATP synthase, the purified enzyme was incubated with
the polymer. As judged by BN-PAGE, in the presence of increasing
concentrations of Amphipol A8-35 the dimeric enzyme (V;) partially
dissociated into free F; sector, comprising at least «, 3, %y, and & subunits,
and a subcomplex named SC1 that is composed of Fo and the peripheral
stalk (Fig. 3A). Another sample of the purified enzyme was incubated
with 3.5% Amphipol A8-35 for 40 min (Fig. 3B, lane 1) and subjected
to 2D-SDS-PAGE, where the polypeptides of subcomplex SC1 were re-
solved (Fig. 3C). Subunit OSCP was found to readily dissociate, migrating
towards the front of the BN-PAGE gel. In parallel, a second sample of the
purified enzyme was incubated with 3.5% Amphipol A8-35 for 24 h
(Fig. 3B, lane 2) and then resolved in 2D-SDS-PAGE. In these conditions,
a second subcomplex (SC2), with higher mobility in BN-PAGE than SC1,
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Fig. 3. Amphipol A8-35 dissociates the dimeric algal ATP synthase into discrete subcomplexes. A) BN-PAGE of purified ATP synthase samples [18] incubated for 40 min at 4 °C under mild
agitation in the presence of Amphipol A8-35 (Anatrace) at the indicated increasing concentrations (% w/v). One hundred micrograms of protein was loaded in each lane. The control lane in
the absence of the detergent is labeled 0. Dimer (V5), F; sector (F;), and subcomplex (SC1) are indicated. V,’ denotes an isoform of the algal ATP synthase with a different electrophoretic
migration, whose subunit composition is identical to the one of V,. B) BN-PAGE of purified ATP synthase samples (50 pg of protein in each lane) incubated with or without Amphipol
A8-35. Lane 1: sample incubated in the presence of 3.5% Amphipol A8-35 for 40 min; lane 2: sample incubated in the presence of 3.5% Amphipol A8-35 for 24 h; lane 3: control ATP
synthase without treatment. Dimer (V,), F; sector (F;), and subcomplexes SC1 and SC2 are indicated. C) Silver-stained 2D gel of an ATP synthase sample incubated for 40 min in the
presence of 3.5% Amphipol A8-35. D) Silver-stained 2D gel of an ATP synthase sample incubated for 24 h in the presence of 3.5% Amphipol A8-35. E) Identity of the subunits that form
the SC1 and SC2 subcomplexes. Gels were taken from the 2D polypeptide patterns shown in panels C and D.

was formed (Fig. 3D). The population of free F; was much smaller, and
the dissociated subunits o, 3, 7y, 6, €, Asa2, Asa4 and OSCP were found
to migrate towards the front of the BN-PAGE polypeptide pattern.
The subunit composition of the two Amphipol A8-35-generated
subcomplexes SC1 and SC2 is shown in Fig. 3E. Their identities were
assigned by their apparent molecular masses as Asal (66.1 kDa),

OscCP

c-ring (45.5 kDa), Asa2 (45.3 kDa), Asa3 (32.9 kDa), subunit a
(25.1 kDa), Asa7 (19.0 kDa), Asa5 (13.9 kDa), Asa6 (13.1 kDa), Asa8
(9.9 kDa) and Asa9 (11.0 kDa). The apparent molecular masses of the
SC1 and SC2 subcomplexes are of 681 and 528 kDa respectively, sug-
gesting that these subcomplexes are dimeric. Upon Amphipol A8-35
treatment, the dimeric enzyme liberates OSCP and its F; sectors to

Fig. 4. Model showing the dissociation of the ATP synthase induced by Amphipol A8-35. The model illustrates the dissociation of the algal ATP synthase by Amphipol A8-35 (40 min
incubation) to form the dimeric SC1 subcomplex after the dissociation of the F; sector and subunit OSCP.
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Fig. 5. Hydrophobicity-based models of the individual subunits involved in the membrane-embedded dimerization domain. Several algorithms predict the Asa8 and Asa9 subunits with a
single TMS. The GxxxG motif in the Asa8 subunit could prompt its dimerization. The predicted models for Asa6 vary with the different programs used: one TMS, two TMS, or one TMS with

areentrant helix (depicted).

form the SC1 subcomplex (illustrated in Fig. 4), while longer polymer
treatment additionally releases the Asa2 and Asa4 subunits and forms
the SC2 subcomplex (not shown). Thus, it seems that Amphipol A8-35
does not destabilize the membrane-embedded subunits of complex V,
but destabilizes other extrinsic components, mainly OSCP, Asa2 and
Asa4. It is notable that subunit Asa7 remains bound to the dimeric SC2
subcomplex even after the dissociation of the Asa2 and Asa4 subunits,
most probably attaching to Asal. It is therefore tempting to speculate
that Asa7 is the extrinsic protein bridge that unites the peripheral stalks
of the algal model observed in the 3-D model of the Polytomella sp. ATP
synthase [45].

3.4. The dimerization domain of the algal mitochondrial ATP synthase

Only small-molecular mass polypeptides of the algal ATP synthase
seem to be embedded in the membrane: subunits Asa6, Asa8 and
Asa9 are predicted to have transmembrane stretches (TMS), two, one
and one, respectively [33].

The stoichiometry of all the Asa subunits in the algal ATP synthase
has not been established yet. An estimated stoichiometry based on
cysteine-labeling fluorescent probes revealed a 1:1:1 stoichiometry for
subunits Asa3:Asa4:Asa5 per monomer [42], although this assessment
was limited to those subunits that contain at least one cysteine residue.

Fig. 6. Arrangement of subunits in the algal mitochondrial ATP synthase. The model is consistent with the data summarized in this article and illustrates the dimeric enzyme with a colored
subunit composition. Letters denote the conserved ATP synthase subunits, while numbers refer to Asa subunits (Asa1-Asa9). Subunits Asa6, 8 and 9 form the dimerization module, while

the rest of them are constituents of the peripheral stalks.
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Cross-sections through the membrane domains of the electron cryo-
microscopy map of the algal enzyme show the four horizontal-
embedded helices of subunit g, the c;o-ring and six additional trans-
membrane helices per monomer [45]. These six TMS could be ascribed,
in principle, to the fifth vertical a-helix of subunit a [56], the two reen-
trant helices and one TMS of subunit Asa6, one TMS of Asa8, and one
TMS of Asa9 (Fig. 5). Asa8 may be instrumental for the dimerization of
the enzyme, since it contains a GxxxG domain, which is a weak predic-
tor of membrane protein dimerization [62]. The presence of GxxxG
domains in subunits e and g is known to play an important role in
dimerizing the yeast ATP synthase [63-65].

All the above mentioned data can be summarized in an updated
model for the topological disposition of the 17 polypeptides that consti-
tute the algal enzyme (Fig. 6).

4. Perspectives

A regulatory protein that may control the ATPase activity of the algal
enzyme has not been characterized yet. Nevertheless, one of its subunits
is expected to have a regulatory role similar to subunit IF; in mitochon-
drial enzymes [66], to the y-proteobacterial € subunit [67] or to the
«o-proteobacterial ¢ subunit [68].

Many biochemical data have been obtained on the Asa subunits
arrangement in the peripheral stalk, but to elaborate a more precise
model of organization and to validate or invalidate the model in Fig. 6,
high resolution structural data is needed. In the model available to
date [45], it is still not possible to pin-point unambiguously the individ-
ual Asa subunits.

All the subunits of the chlorophycean mitochondrial ATP synthases
are nucleus-encoded, since no gene encoding any complex V polypep-
tide has been found in the mitochondrial genomes of these algae
[69,70]. It is of interest to learn how all the nucleus-encoded subunits,
especially the Asa subunits, are imported into mitochondria and how
they assemble to form the very large, 1600 kDa algal complex V.
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RESUMEN

La F F_-ATP sintasa es un complejo enzimatico que se encuentra ampliamente distribuido en las membranas
transductoras de energia. Todas las ATPasas, incluidas las mitocondriales, cloroplastidicas y bacterianas,
comparten similitudes estructurales y funcionales. Sin embargo, hay diferencias en su composicion que
dependen de la especie, siendo mas compleja en organismos como Saccharomyces cerevisiae 0 Bos
taurus. Es por ello que una mejor comprension de la estructura de la FF _-ATP sintasa contribuira a un mayor
conocimiento a nivel molecular tanto de la funcion como de la regulaciéon de este complejo enziméatico. En
la actualidad, se sabe muy poco acerca de la organizacion estructural de las subunidades de la region F
Considerando lo anterior, en este trabajo se presenta informacioén concerniente a las proteinas intrinsecas
del dominio F de las ATP sintasas mas investigadas a la fecha, asi como de algunas otras subunidades de
membrana que se encuentran presentes en organismos menos estudiados.

Palabras Clave: algas cloroficeas, estructura, F F_-ATP sintasa mitocondrial, proteinas membranales, subunidades
atipicas.

Topology and function of the membrane-embedded proteins
of the mitochondrial F F_-ATP synthase

ABSTRACT

The F F_-ATP synthase is a complex widely distributed in energy-transducing membranes. All ATPases, including
the mitochondrial, chloroplastic and bacterial, share structural and functional similarities. However, there
are differences in their composition that depend on the species, being more complex in organisms such as
Saccharomyces cerevisiae or Bos taurus. This is why, a better understanding of the F,F_-ATP synthase structure
will contribute to a greater knowledge at a molecular level, both of the function, and the regulation of this
enzymatic complex. At present, very little is known about the structural organization of the subunits from the F_
domain. Considering the former, this paper presents information concerning the intrinsic membrane proteins
from the most researched F F_-ATP synthases to date, as well as some other membrane subunits present in
less studied organisms.

Key Words: chlorophycean algae, structure, mitochondrial F,F_-ATP synthase, membrane proteins, atypical subunits.

Nota: Articulo recibido el 14 de octubre de 2016 y aceptado
el 28 de abril de 2017.
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INTRODUCCION
a F,F,-ATP sintasa, F F_-ATPasa o complejo

V (EC 3.6.3.14) produce la mayoria del ATP
celular en los eucariontes y en las bacterias.

Este complejo enzimatico se encuentra en las
membranas transductoras de energia, como la membrana

interna mitocondrial, la membrana tilacoidal del cloroplasto,
y lamembrana plasmaética bacteriana (Dominguez-Ramirez &
Tuena de Gémez-Poyou, 2003) (Figura 1). En eucariontes, la
ATP sintasa utiliza el potencial electroquimico generado por
los complejos de la cadena respiratoria o fotosintética para
sintetizar ATP (Leyva et al., 2003). En bacterias, esta enzima
puede aprovechar como fuerza impulsora tanto el gradiente
de protones como el de iones sodio, como en Propionigenium
modestum y Acetobacterium woodii (Deckers-Hebestreit &
Altendorf, 1996).

Por otra parte, segun las condiciones de la fuerza protén-
motriz, la F,F puede funcionar como ATP sintasa (sintesis
de ATP) o ATPasa (hidrolisis de ATP), dicha regulacién esta
determinada por la disponibilidad de los sustratos ADP y Pi,
asi como por el potencial electroquimico (Deckers-Hebestreit
& Altendorf, 1996). Otro regulador importante de la ATP
sintasa mitocondrial, exclusivo de eucariontes, es la proteina
inhibidora (IF,). En bovino, la IF, es una proteina basica de
84 aminoacidos capaz de inhibir la actividad del complejo
enzimatico en condiciones que favorecerian la hidrolisisde ATP,
previniendo asi el abatimiento de la funcién mitocondrial en
ausencia del potencial electroquimico (Dominguez-Ramirez &
Tuena de Gomez-Poyou, 2003). En este sentido, la ATP sintasa
bacteriana posee un mecanismo similar, a través de un cambio
conformacional de la subunidad ¢, que impide la rotacién del
complejo enzimatico y de esta forma auto inhibe la rotacion de
la enzima en el sentido de la hidrélisis de ATP (Garcia-Trejo
etal., 2012).

Las F F_-ATPasas, incluidas las mitocondriales, las
cloroplastidicas y las bacterianas, se organizan en dos regiones
estructural y funcionalmente distintas: a) un dominio membranal
(F,), que participaen latranslocacion de iones (protones 0 sodio)
y estd compuesto basicamente por dos subunidades (ay c); y
b) un dominio extrinseco de membrana (F,), que contiene los
sitios cataliticos (subunidades a y f) (Deckers-Hebestreit &
Altendorf, 1992); estos dominios se encuentran unidos a través
de un tallo central (subunidades y y &) y un brazo periférico
(subunidad b en la ATPasa de Escherichia coli, subunidad b y
b’ en las bacterias fotosintéticas, asi como en la del cloroplasto;
subunidad b, d, y F, en laenzima mitocondrial; subunidad o en
laATPsintasa bacterianay cloroplastidica; subunidad OSCP en
laATPasamitocondrial, mientras que el resto de las subunidades
varia de acuerdo a la especie) (Figura 1) (Soubannier et al.,
1999; Walker, 2013; Claggett et al., 2007).

En cuanto a la sintesis de ATP, estudios funcionales y
estructurales han mostrado que el canal de protones F_ y la
parte catalitica F, se acoplan estructural y funcionalmente, en
donde los protones atraviesan la membrana por un hemicanal
formado entre las subunidades a y la subunidad c, los residuos
funcionalmente importantes son la arginina o glutamina 239
de la subunidad a y el aspartico o glutamico 61 del anillo de
subunidades de ¢, provocando el giro del anillo de proteolipidos
formado por la subunidad ¢ (Figura 2). Esta rotacion hace girar
al tallo central (subunidades y y ) en movimientos sucesivos
de 120°, provocando cambios conformacionales alternados
consecutivos en las subunidades cataliticas (subunidades a y
p) e induciendo la unién de los substratos (ADP'y Pi), asi como
la sintesis y la liberacion del ATP de acuerdo al mecanismo de
cambio de unidn propuesto por Boyer (Itoh et al., 2004).

El complejo enzimatico de E. coli, la ATP sintasa estruc-
turalmente mas sencilla que se conoce, contiene ocho
subunidades: las subunidades o, £, y,, 9, Y &, que constituyen
el dominio F,, mientras que las subunidades a,, b, y ¢, .,
conforman el dominio F_ (Foster & Fillingame, 1982). En
contraste al nimero de proteinas que constituyen a laATPsintasa
bacteriana, la composicion polipeptidica de la enzima de otros
organismos, como Saccharomyces cerevisiae 0 Bos taurus, es
mas compleja, presentando por lo menos 13 y 16 subunidades
respectivamente (Tabla I) (Walker, 2013). En lo que respecta a
lacomposiciondel brazo periférico, laATPasamitocondrial esta
compuesta por cuatro subunidades: b, d, F, y OSCP (homologo
a la subunidad ¢ bacteriana). En el caso de la levadura, una
sola subunidad b interactGa con las subunidades: 4, 8, d, fy
h. Adicionalmente, en el dominio membranal de la enzima de
bovino y en el de la levadura se encuentran las proteinas: e,
g, i (conocida también como j y k), las cuales se han llamado
supernumerarias, debido a que parecen no estar involucradas
directamente en la sintesis de ATP, ya que no estan presentes
en la enzima bacteriana  (Figura 1) (Fronzes et al., 2006).

Estudios sobre la resolucidn de la estructura cristalina de la
F-ATPasa intacta, se han frenado por la tendencia del complejo
enzimatico a disociarse cuando se extrae de la membrana. Sin
embargo, un nimero de modelos atémicos se han obtenido
para diversas regiones de la enzima de bovino y levadura
(Jiko et al., 2015), incluyendo el dominio F, (Abrahams et al.,
1994), el subcomplejo F,-anillo de subunidad c (Stock et al.,
1999), y la region del brazo periférico (Dickson et al., 2006;
Rees et al., 2009). También hay informacion estructural de
las enzimas de E. coli (Cingolani & Duncan, 2011; Roy et al.,
2012), Caldalkalibacillus thermarum (Stocker et al., 2007),
Geobacillus stearothermophilus (anteriormente Bacillus PS3)
(Shirakihara et al., 2015) y de la a-proteobacteria Paracoccus
denitrificans (Figuras 3 y 4) (Morales-Rios et al., 2015).

En la actualidad, se sabe muy poco acerca de la organizacién
estructural de las subunidades de la region F . Hasta ahora, no
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Subunidad | E. coli®? | S. cerevisiae® | B. taurus® | Sector
atpA ATP1 ATP5AL
¢ (55.4) (54.9) (55.2)
s atpD ATP2 ATP5B
(50.4) (51.1) (51.7)
atpG ATP3 ATP5C1
Y (31.5) (30.6) (30.2)
5 atpH ATP16 ATP5D F
(19.3) (14.5) (15) 1
. atpC ATP15 ATP5E
(14.3) (6.6) (5.6)
ATP5 ATP50
OSCP (20.8) (20.9)
I INH1 ATPIF,
! (7.3) (9.5)
a atpB ATP6 MT-ATP6
(30.1) (27.8) (24.7)
b atpF ATP4 ATP5F1
(17.2) (23.2) (24.6)
. atpE ATP9 ATP5G1-3
(8.2) (1.7 (7.6)
d ATP7 ATP5H
(19.6) (18.5)
. ATP21 ATP5
(10.7) (8.1)
; ATP17 ATP5J2
(10.5) (10.1)
ATP20 ATP5L
g (12.9) (11.2)
h ATP14
(10.4)
. ATP18
i () (6.6) .
c ATP19 o
(7.5)
E ATP5J
s (8.9)
ATP8 MT-ATPS
8 (A6L) (5:8) (7.9)
AGP o USMG5
DAPIT (6.3)
Proteina MP68
MLQ (6.8)
Factor B 'gg g)S
st i
Stf2 %;zi
Sfl2 T'(\S"a%o

En la Tabla se describe la composicion polipeptidica y la distribucion de las
subunidades de la ATP sintasa de diferentes organismos, en donde se indica su
nomenclatura y el gen que la codifica, asi como su peso molecular estimado
(kDa). *Foster & Fillingame, 1982; 2Godinot & Di Pietro, 1986; *Wittig &
Schagger, 2008.

Tabla I. Proteinas y subunidades asociadas a la F,F -ATP
sintasa de bacteria, levadura y bovino.

Figura 1. Organizacion polipeptidica de las FF -ATP
sintasas. Las F-ATPasas bacterianas y cloroplastidicas se
muestran a la izquierda, mientras que la mitocondrial se
encuentraaladerecha. La parte superiorde cada modelo
contiene a las subunidades cataliticas (a,8,) del dominio
F.. Una de las tres subunidades « ha sido removida para
exponer a la subunidad p, cabe resaltar que ésta abarca
desde el eje central del dominio catalitico hasta el anillo
de subunidad c y la subunidad a. De igual forma, el brazo
periférico de cada modelo se muestra a la derecha. En
algunas bacterias estd compuesto por la subunidad 6 y
el dimero de subunidad b. Mientras que en otras especies
bacterianas, asicomo enla enzimacloroplastidica, las dos
subunidades b son copias homologas, pero no idénticas
(subunidad b y b’). En la enzima mitocondrial, el brazo
periférico lo componen una copia de las subunidades b,
d y F,. El dominio membranal de la enzima mitocondrial
contiene subunidades conunahélice transmembranal (e, f,
g, 8 (A6L), entre otras descritas en la Tabla l), las cuales no
se encuentran enlas ATPasas bacterianasy cloroplastidicas.
Modificado de Walker, 2013.

se ha purificado a homogeneidad el dominio membranal de la
ATPasa, ni sucomposicién polipeptidicay tampoco establecido
con certeza (Collinson et al., 1994). Considerando lo anterior,
en este trabajo se presenta informacién concerniente a las
proteinas intrinsecas del dominio F de las ATP sintasas mas
investigadas a la fecha, asi como de algunas otras subunidades
de membrana que se encuentran presentes en organismos
menos estudiados.

Dominio membranal de la F,F_-ATP sintasa

Como se menciond, en contraste con el detallado modelo
estructural parael dominioF, de laATPasa de diferentes especies,
lacomposicién de subunidades y la informacion estructural del
sector F noes claro, en particular para laenzima mitocondrial.
No obstante, todas las especies estudiadas a la fecha presentan
tres subunidades comunes conocidascomoa, by ¢ (Stock etal.,
1999). Por este motivo, en principio se describir& lainformacion
estructural de estas subunidades, y posteriormente se abordaran
las otras subunidades intrinsecas de membrana de la enzima.
Hasta el momento, uno de los complejos enzimaticos méas
estudiados, gracias al empleo de agentes entrecruzadores y a
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(A)

Subunidad a Anillo de subunidad ¢

141

(B)

ADP+Pi

o
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ATP + H,0

o
K

ADP + Pi
+ENERGIA

ADP + Pi
+ENERGIA

Figura 2. Mecanismo de la sintesis de ATP. (A) Los protones atraviesan la membrana del lado positivo (P) hacia el lado negativo
(N) a favor del gradiente electroquimico a través de un hemicanal formado entre las subunidades a y el anillo de subunidades
c generando una rotacién en la direccién indicada (flecha). Cada subunidad c contiene un residuo de aspartico o glutamico
(circulo gris), el cual esimportante para latranslocacion de iones. (B) Las tres subunidades cataliticas beta adquieren diferentes
estados conformacionales durante la sintesis de ATP: abierta (O), semiabierta (L) y cerrada (T). Cuando la subunidad pasa
del estado cerrado al abierto se libera una molécula de ATP y a su vez se capta ADP y fosfato. Con la unidn de los sustratos,
la subunidad cambia a una conformacion semiabierta, posteriormente en este sitio se lleva a cabo la reaccion de formacion
del ATP y uno de los sitios cataliticos se abre para liberar el producto. Este ciclo se repite alternadamente en cada una de las
subunidades beta que componen el dominio catalitico de la enzima. Modificado de Walker, 2013; Stewart et al., 2013.

(A) (B) (C)

Figura 3. Comparacion estructural de la ATP sintasa de diferentes organismos. A la izquierda de la figura se indica la regién
correspondiente aldominioF, y F para cada modelo presentado como una estructura de tipo listén. (A) Estructura cristalogréfica
del subcomplejo F, ~subunidad c de la ATPasa de bovino (3.5 A de resolucién, No. PDB 2XND). (Modificado de Rees et al.,
2009). (B) Estructura de la ATP smtasa de P. denitrificans obtenida por difraccion de rayos X (3.98 A de resolucion, No. PDB
5DN&).(Morales-Rios et al., 2015). (C) Estructura cristalogrdfica de la F,-ATPasa de Bacillus PS3 (TF,) (3.9 A de resolucion, No.
PDB 4XD7). (Modificada de Shirakihara et al., 2015). Cada uno de los modelos comprende a las subunidades del dominio
catalitico (a,, B,) y el rotor central (y, €). Ad|C|onaImente en el modelo estructural de (A) se representa a la subunidad 6§ y el
anillo de subunidades c. Mientras que en (B), la estructura cristalografica comprende el brazo periférico (8, b,b’), el inhibidor
(@) vy el anillo de subunidades c.
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ScMF,;

BtMF, EcF, TA2F,

Figura 4.Comparacion estructural de la F, -ATPasa de diferentes organismos. Modelos tridimensionales atébmicos representados
como diagramas de liston. Estructuras cnsfolografcas de los sub-complejos F -c, de la ATP sintasa de §. cerevisiae (SCMF, 6.5
A, No. PDB 3IYR) y el sub-complejo F -c, de B. faurus (BtMF, 3.5 A, No. PDB 2XND) asi como del sector F, de la ATPasa de las
especies bacterianas E. coli (EcF, 3. 26 A No. PDB 30AA) y Bac:llus sp. TA2.AL (TA2F, 3 A, No. PDB 2QE7) En cada modelo se
muestra a las subunidades «, B, y y €. Asimismo, se compara el grado de torsién (Ilnea punteada) del SCMF, con respecto al

de la bacteria terméfila (TA2F,). Modificado de Stocker et al., 2007.

las técnicas de ingenieria genética, es el de E. coli (EF,EF -
ATP sintasa). Los genes que codifican para las subunidades del
dominio F, y F_ se encuentran en un tnico operon, el operon
atp o unc (Godinot & Di Pietro, 1986). EI complejo enzimatico
esta compuesto por ocho subunidades: cinco en la region F,
con una estequiometria de a,f,y0 y una masa molecular de
~382 kDa, y tres subunidades en F con la estequiometria de
ab,c,, ., con una masa molecular de ~148 kDa (Tabla I). Los
ocho genes estructurales de este operdn estan precedidos por
un noveno gen, denominado atpl, que se ha encontrado en
todos los operones que codifican a las ATPasas bacterianas
secuenciados hasta el momento y codifica para una proteina
basica hidrofobica, identificada como Vma2lp, que quiza
participe en el correcto ensamblaje de la enzima (Deckers-
Hebestreit & Altendorf, 1996).

Topologia y funcion de las subunidades del complejo F_
Subunidad ¢

La subunidad c, también conocida como proteolipido, se ha
secuenciado a partir de diversas fuentes y posee una serie de
caracteristicas comunes: tiene una masa molecular de 8.3 kDa,
y debido a su carécter hidrofdbico es soluble en disolventes
organicos. Forma un oligdmero dispuesto como un anillo
embebido en lamembrana, en donde cada unade lassubunidades
que lo componen se pliega como una horquilla con dos alfa
hélices unidas por una regién polar tipo bucle, expuesta hacia
el lado citoplasmico de las bacterias o de la matriz mitocondrial

y encima de esta estructura se ubican las subunidades y/e
(Deckers-Hebestreit & Altendor, 1996).

Existen varias lineas de evidencia que sugieren la interaccion
de la subunidad ¢ con estas ultimas subunidades. Una de ellas
se basa en las mutaciones realizadas en la region tipo bucle,
en donde se observé que el acoplamiento entre la subunidad ¢
y laregion F, se ve afectado principalmente en las posiciones
Arg4l,Asn42yPro43de lasubunidadc. Porotraparte, estudios
de entrecruzamiento con sustituciones dobles de cisteina en
la posicidn 31 de la subunidad ¢ y en los residuos Ala40,
Asn42 y Pro43 de la subunidad ¢ han revelado una posible
interaccion de estas subunidades. Ademas, se demostré que
en una regién que va de la Thr26 a la Gly33 los residuos de
cisteina presentes en lasubunidad ¢ interactian con los residuos
de cisteina introducidos en las posiciones Ala40, GIn42 y
Asp44 de la subunidad c. De igual forma, se determind una
posible interaccion de la subunidad y mediada por su residuo
Tyr205y los aminoacidos GIn42, Pro43 y Asp44 de la region
tipo bucle de la subunidad c. Estos resultados sugieren que
probablemente la subunidad y y ¢ interactdian con un conjunto
diferente de subunidades del anillo de c, lo que indica que
los residuos de esta region se encuentran lo suficientemente
expuestos al dominio F,, como se propone en los estudios con
agentesentrecruzadores, asi como en los analisis de resonancia
magnética nuclear (RMN) (Figuras 5 y 6) (Fillingame &
Dmitriev, 2002; Altendorf et al., 2000).
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Figura 5. Representacion de la estructura tipo horquilla de la
subunidad c bacteriana sugerido por estudios de RMN a pH
5. Se indica la orientacion de la estructura en la membrana,
lado positivo (P) y lado negativo (N), asi como del extremo
amino (N-ter, proyectado al frente) y carboxilo terminal
(C-ter, proyectado hacia el fondo). Asimismo, se muestran
las posiciones de los residuos clave discutidos en el texto. Las
coordenadas PDB de la estructura son 1C0V. Modificada de
Girvin et al., 1998; Fillingame & Dmitriev, 2002.

En la region carboxilo terminal se encuentra el aminoacido
Asp61, el cual desempefia un papel preponderante al protonarse
aprovechando los iones que fluyen a través del hemicanal de la
subunidad a. Esta idea es apoyada por la observacion de que la
translocacion de protones se inhibe al modificar quimicamente
este residuo con diciclohexilcarbodiimida (DCCD) o al
mutarlo por glicina o asparagina. Asimismo, se ha observado
que los aminodcidos de la regién tipo bucle, Ala40, Arg4l,
GIn/Asn42 y Pro43, se encuentran altamente conservados en
las bacterias, las mitocondrias y los cloroplastos (Figura 5)
(Deckers-Hebestreit & Altendorf, 1992).

A partir de imagenes cristalograficas del anillo de subunidades
de c de la ATP sintasa de la levadura, asi como de imagenes
de microscopia de fuerza atdmica y de microscopia electronica
de la enzima cloroplastidica y bacteriana, se ha visto que el
oligbmero de ¢ estd compuesto por 10, 14 y 11 subunidades
respectivamente. Ademas, se ha observado que en E. coli
dependiendo de las condiciones de crecimiento, la subunidad
¢ puede presentar una estequiometria de 10-12 copias ('Yoshida
etal., 2001).

beta de la subunidad ¢ y la regién tipo bucle del anillo de
subunidadesde c.Estarepresentacionse basaenlosestudios
de entrecruzamiento de ambas subunidades, discutidas en
el texto, asi como en los estudios de RMN. El aminodcido
GIn42 de la subunidad c se encuentra proyectado al fondo,
mientras que hacia el frente se muestra el residuo Asp44
(ambos residuos resaltados en color blanco). La regién tipo
bucle de la subunidad ¢ (residuos 26-33 en color negro),
sugiere una posible interaccion, ya sea con GIn42 o Asp44
de la subunidad c. P = lado positivo, N = lado negativo. Las
coordenadas PDB de la estructura son 5T40. Modificado de
Fillingame & Dmitriev, 2002.

De modo que el nimero de subunidades que conformanel anillo
de ¢ puede ser de entre ocho a quince copias de la subunidad c,
y en consecuencia este oligémero puede variar de acuerdo a la
especie. Por ejemplo, se ha observado que las ATP sintasas de
loseucariotastienen anillos pequefios, mientras que lasenzimas
de los procariotas y los cloroplastos generalmente presentan
anillos grandes, como en las cianobacterias que presentan un
oligbmero de 15 subunidades (Figura 7) (Nesci et al., 2016).

Las estructuras cristalograficas del anillo de subunidades de ¢
sugieren que laestequiometriadel anillo es unaadaptacion para
funcionar de manera éptimabajo las condiciones bioenergéticas
predominantes. En consecuencia, cuando el potencial eléctrico
delamembrana (Ad, gradiente eléctrico) es la fuerza dominante
de conduccioén, por ejemplo en las mitocondrias, el tamafio
del anillo es pequefio. Por el contrario, en los cloroplastos,
en donde una gran diferencia en la concentracion de protones
(ApH, gradiente quimico) se acompaifia de una baja magnitud
del valor A la ATPasa presenta un anillo formado por un gran
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Figura 7. Comparacion de la estructura del anillo de subunidades de c de diferentes organismos. Se muestra la vista superior
y lateral de cada estructura oligomérica con su disposicién espacial y el nimero de subunidades que componen a cada
oligbmero. Lasimagenes de cristalografia de rayos X corresponden a: Bos taurus (2XND) [c,], Saccharomyces cerevisiae (2XOK)
[c,,]. Acetobacter woodii (no homomeérica, la subunidad c doble se resalta en negro, 4BEM) [c’+c” ], llyobacter tartaricus
(1YCE) [c,,]. Bacillus pseudofirmus (2X2V) [c_,], y |a cloroplastidica de Spinacia oleracea (2W5J) [c_,]. Los anillos de subunidad
c de I tartaricus y A. woodii unen iones Na*, mientras que los de B. taurus, S. cerevisiae, B. pseudofirmus, y S. oleracea unen
iones H* (nUmero de acceso PDB entre paréntesis). Modificado de Nesci et al., 2016.
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nimero de subunidades ¢, como en las cianobacterias con
estequiometrias de hasta 15 copias. Al parecer esta diferencia
en el nimero de subunidades ¢ compensa la baja magnitud del
valor A¢ (Nesci et al., 2016).

Dado que una rotacion completa del rotor de la ATP sintasa
(360°) produce tres moléculas de ATP y que en cada rotacion
del anillo de c se translocan igual nimero de iones (protones o
sodio) que subunidades que lo componen, el costo bioenergético
paralaATPsintasaequivale al nimero de subunidades c dividido
entretres. Entonces, paralaATPsintasamitocondrial de bovino,
con un anillo de ¢ de ocho subunidades es 8/3 6 2.7 protones
por molécula de ATP. Siguiendo esta misma ldgica, en otros
organismos como las bacterias o los cloroplastos de plantas
verdes, en donde se han observado tamafios de anillo de 10,
11,13, 14y 15 subunidades c (Figura 7), el costo bioenergético
para la ATP sintasa seria de 4.3, 4.7, 5.3 y 6 protones por ATP
producido respectivamente (incluyendo el H* extra que se
requiere para la salida del ATP) (Walker, 2013).

Subunidad b bacteriana

En E. coli la subunidad b (17.3 kDa) es una proteina anfipatica
que se ha dividido en dominios funcionales. El primero de
ellos es un dominio que atraviesa la membrana, formado por
los 33 aminoacidos del extremo amino terminal, cuya funcion
es anclar esta proteina a la bicapa lipidica. Otro dominio esta
compuesto por los residuos 53-122, el cual se ha mostrado que
es el responsable de la interaccion de las subunidades b para
formar el dimero a través de los aminoécidos hidrofébicos
situados en esta region. Ademas, este segmento de la subunidad
b se haasociado a laformacion de los dimeros de laATP sintasa.
Asimismo, en el extremo carboxilo se encuentra el dominio de
union a la region F, y la interaccion se lleva a cabo por una
de las subunidades b del dimero con la subunidad J, mientras
que el otro mondémero lo hace con un par de subunidades a/f,
apoyando la idea de que la subunidad b es el componente
principal del estator del complejo enzimatico. En este sentido,
se haobservado que la presenciade lasubunidad b esimportante
para el correcto ensamblaje de los dominios F, y F . De igual
forma, se hadeterminado que el dimero de subunidadesb es capaz
de interactuar con las subunidades del sector F |y de esta forma
los segmentos transmembranales de la subunidad b, aunado a
la subunidad a y el anillo de subunidad c, son suficientes para
que se forme el canal que permite la translocacidon de protones
(Dmitriev et al., 1999; Welch et al., 2008; Aris et al., 1985).

Considerando lo anterior, se ha propuesto un modelo de
interaccion del dominio membranal de la subunidad b, el
cual se basa en los resultados obtenidos mediante el uso de
entrecruzadores y estudios de RMN (Dmitriev et al., 1999).
Este modelo propone que las interacciones de los segmentos
transmembranales se da entre los anillos aromaticos de los
aminodacidos Phe14-Phel7’, endonde cadaresiduo corresponde
a un mondémero de subunidad b, asi como entre Phel17-Phel14’

con una distancia de interaccion de 5y 5.8 A, respectivamente.
Ademas, las hélices transmembranales estan dispuestas en
un angulo de 23° y las interacciones de la interfaz de cada
monomero principalmente son contactos de tipo Van der Waals,
puesto que se compone por las cadenas laterales de los residuos
Asn2, Thr6, GIn10, Phel4y Phel7 (Figura 8) (Dmitriev et al.,
1999). Por otro lado, se ha observado que el residuo Arg36 se
encuentraaltamente conservado en lasATPsintasas bacterianas,
loque sugiere su probable participacion en lainteraccionanivel
membranal (Welch et al., 2008).

Subunidad b mitocondrial

Enlalevadura, lasubunidad 4 esta formadapor 209 aminoacidos
y tiene una masa molecular estimada de 23.25 kDa. Esta
proteina es homdloga a la subunidad b de la enzima bacteriana
y a la subunidad b de la mitocondria de bovino (Tabla I). De
acuerdo con métodos de prediccidn de la estructura secundaria,
esta subunidad esta compuesta por dos segmentos altamente
hidrofobicos en la region amino terminal y un sector carboxilo
terminal con caracter anfipatico. A partir de ensayos de proteolisis
controlada con particulas submitocondriales, se concluyé que la

N
w26’ W26
F17 F17 Membrana
F14’ F14
Q10’ Q10
T6’ T6
N2’ N2 _
P

Figura 8. Modelo de interacciéon de los dominios
transmembranalesdelasubunidad b.Lascadenaslateralesde
losaminoé&cidos tratados en el texto se muestran en color. Las
cadenas laterales de los residuos de Phel4, Phel7,y Pheld’,
Phel7 interactian en un grupo hidrofébico. De igual forma,
losresiduos Asn2, Thré, GIn10y Asn2’, Thr6’, GIn10’ establecen
contactos tipo Van der Waals. Los anillos aromaticos de Trp2é
y Trp26’ se proyectan hacia la parte delantera y trasera de
la estructura, respectivamente. P = lado positivo, N = lado
negativo. Modificado de Dmitriev et al., 1999.
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subunidad 4, al igual que su homologo en bacteria, se localiza
en la interfaz entre los dominios F, y F_ (Paul et al., 1989).

Por otra parte, se ha propuesto que la subunidad 4 desempefia
una funcién importante durante la biogénesis del complejo
V. Se ha visto que la interrupcion del gen ATP4 afecta la
organizacion de los supercomplejos mitocondriales, asi como
laactividad de la citocromo oxidasa, disminuyendo su actividad
aproximadamente una quinta parte en comparacién con la cepa
silvestre de la levadura (Paul et al., 1989). En este sentido,
estudios previos con mutantes en las cuales se eliminé el primer
segmento transmembranal, muestran un fenotipo mutante nulo,
al igual que como sucede con las mutantes de los genes TIM11
0 ATP20, es decir, un aumento en el tiempo de duplicacion,
carenciade formas diméricas de laATPsintasay unamorfologia
mitocondrial alterada, aunado a la carencia de la subunidad g.
Por el contrario, cuando se realizaron ensayos con mutantes
que cuentan con los primeros 18 aminoacidos del N terminal
lo anterior se revirtid. Estos resultados sugieren que al eliminar
el primer cruce transmembranal de la subunidad 4 se pierde la
interaccion con lasubunidad g, dando lugar al efecto observado
(Soubannier et al., 2002).

A partir de la informacion obtenida con las mutantes y los
entrecruzadores, se ha sugerido un modelo topoldgico de la
subunidad 4 (Figura9), en donde se muestran los contactos entre
la alfa hélice membranal de la subunidad 6, los dos segmentos

Figura9. Modelo de topologia de lasubunidad 4 de levadura.
Los cilindros representan alfa hélices. De estos, los grises
representan a la subunidad 4. Los circulos negros son los
residuos de cisteina que fueron introducidos por mutagénesis
sitio dirigida. El residuo 209 es el ultimo de la subunidad 4.
P = lado positivo, N = lado negativo. Modificado de Velours
et al., 2000.

hidrofobicos de lasubunidad 4 y el Ginico cruce transmembranal
de las subunidades f, i y g (estas dos Ultimas ubicadas detras
de la subunidad f). En la parte superior, se pueden observar
las interacciones de la subunidad 4 con OSCP y la subunidad
beta (\elours et al., 2000).

Subunidad a

Lasubunidad aesunaproteinaextremadamente hidrofébicacon
una masa molecular de 30.132 kDa, la cual se ha explorado por
mas de un centenar de sustituciones de monocisteina. Estudios
previos de esta subunidad han mostrado que presenta cinco
segmentos transmembranales, con el extremo aminoy carboxilo
terminal orientados hacia el lado citoplasmico bacteriano (lado
negativo). De igual forma, se determinaron los aminoacidos
clave en la translocacion de protones y que estan altamente
conservados, como la Arg210 que se encuentra cercana al
centro de la bicapa lipidica, algunos otros aminoacidos como
la His245 y el Glu219, presentes en el lado periplasmico (lado
positivo), y el Glu196 expuesto hacia el citoplasma. Por otra
parte, se observé que los Ultimos diez residuos del carboxilo
terminal son prescindibles para la funcién de la proteina. La
subunidad a tiene dos bucles citoplasmicos, el primero de ellos
contiene alrededor de 40 amino&cidos (60-103), mientras queel
segundo presentaaproximadamente 35 aminoacidos (160-206).
Adicionalmente, se ha propuesto que probablemente el primero
de estos bucles interacciona con una o dos de los subunidades
b, asimismo los segmentos transmembranales cuarto y quinto
de la subunidad a estan en contacto con dos subunidades c
(Figura 10, panel A) (Vik & Ishmukhametov, 2005). Estudios
recientessugieren que lasubunidad a presenta cuatro segmentos
helicoidales horizontales y un cruce transmembranal vertical,
formando dos hemicanales a través de los cuales se translocan
los iones (Figura 10, panel B) (Nesci et al., 2015; Allegretti et
al., 2015; Zhou et al., 2015).

Este Gltimo hallazgo, la disposicion casi horizontal de los
segmentos alfa helicoidales hidrofobicos de la subunidad a con
respecto a la membrana, fue una sorpresa, ya que la evidencia
experimental obtenida en las Gltimas dos décadas sugeria que
estas hélices se encontrarian dispuestas de manera perpendicular
a la membrana, similar a las alfa hélices que componen el
anillo de subunidades de c. Como se puede apreciar en el mapa
de densidad electronica para la F-ATPasa de Polytomella sp.
(Figura 10), el hemicanal esta formado por una interfaz entre la
subunidad ay el oligémero de subunidades de c compuestaen su
mayor parte por los residuos polares conservados, dando lugar
a un canal acuoso a través del cual se translocan los protones
(Klhlbrandt & Davies, 2016).

Mecanismo de la translocacion de los protones

Las dos funciones opuestas de la F F_-ATP sintasa, sintesis
(ATP sintasa) e hidrolisis de ATP (ATPasa), se basan en la
capacidad del rotor, embebido en la membrana, de girar en
dos direcciones contrarias. En condiciones fisiologicas, el
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Figura10. Modelo estructural del anillo de subunidades c-subunidad a. (A) Imagenes obtenidas por crio-microscopia electronica
(7.0 A de resolucion, no. de acceso EMD 2852) de un corte transversal a nivel de membrana del dominio F, de la ATP sintasa
de Polytomella sp., en donde se muestra a la izquierda el anillo de subunidad c (negro) y a la derecha la densidad electrénica
de las hélices horizontales membranales de la subunidad a (gris). En este modelo no se representa al amino terminal. (B) Vista
lateral de (A), en donde se muestra al anillo de subunidad c al fondo (negro), y hacia el frente los segmentos alfa-helicoidales
atravesando la membrana de manera horizontal (cuatro segmentos en gris). Se sefiala tanto el hemicanal formado por la
interaccion de ambas subunidades, asi como laregién carboxilo (C-ter) de la subunidad a. P = lado positivo, N = lado negativo.
Modificado de Allegretti et al., 2015; KUhlbrandt & Davies, 2016.

mecanismo enzimatico del complejo es la sintesis de ATP, este
proceso se daatravés de unacoplamiento quimio-mecanico que
implica un movimiento de rotacion del motor (F_) impulsado
por la fuerza proton motriz (Ap), dando lugar a la translocacion
de protones del lado positivo (P) de la membrana hacia el lado
negativo (N) de la misma. Por el contrario, bajo condiciones
anaerobias, bajo Ap, la enzima hidroliza el ATP para mover los
protones en el sentido opuesto, sentido anti horario visto desde
el dominio F, restableciendo asi el gradiente electroquimico
de protones. El equilibrio termodindmico entre el potencial de
fosforilacién (AGp) del ADP y el Ap determina cudl de estas
dos actividades enziméticas, sintesis o hidrélisis de ATP, se
lleva a cabo por la ATP sintasa/ATPasa (Nesci et al., 2015).

Los constituyentes fundamentales en la generacién de la
fuerza de torque son la subunidad a 'y el anillo de subunidades
c. Estas subunidades cuentan con elementos que permiten la
translocacion de iones: la carga positiva de un grupo guanidinio
de laArg (altamente conservado) en la subunidad ay los grupos
carboxilo de los residuos de Asp o Glu (dependiendo de la
especie) del anillo de ¢, que permiten la unién de los protones
gracias a su carga negativa. Estos sitios de protonacidn se
encuentran cercanos a los hemicanales y son accesibles tanto
del lado N como del P de la bicapa lipidica. En la dinamica
de rotacion del motor F_, cuando el Ap es lo suficientemente
alto, el hemicanal que se encuentra expuesto en el lado P de

la membrana constituye la via de entrada de los protones a los
grupos carboxilo del oligémero de c. Una vez protonados, la
subunidad ¢ se vuelve menos polar y por lo tanto es capaz de
entraralabicapalipidica, manteniendoel residuo orientado hacia
el centro del anillo del rotor, es decir, pasa de una conformacion
abierta a una cerrada, lo cual es favorecido energéticamente.
Al mismo tiempo, una subunidad ¢ con un grupo carboxilo
neutralizado estaexpuestaen lacaradel hemicanal que mirahacia
el lado negativo de la membrana. Este entorno mas hidrofilico
favorece que el grupo carboxilo cambie a una conformacion
abierta que apunta hacia la subunidad a. En estas condiciones,
el pH basico en el lado N de la membrana y la carga positiva
de la Arg, dan lugar a reordenamientos estructurales que
disminuyen el pKade este grupo permitiendo el desprendimiento
de protones. En consecuencia, el carboxilato desprotonado
se estabiliza en la conformacidn abierta a través de puentes
salinos con el aminoacido Arg, cuyo pKa mantiene al grupo
guanidinio protonado con carga positiva. De esta forma, cuando
un nuevo proton se enfrenta al hemicanal en el lado P, el sitio
de unidn carboxilato nuevamente cambia a la forma protonada,
acompafado de un cambio en la conformacion para iniciar un
nuevo ciclo de rotacion (Figura 11) (Nesci et al., 2015).

Con respecto al mecanismo de translocacién de iones, se ha
observado un retraso en el movimiento de rotacion de 50-175
us en la F-ATPasa de E. coli. Se ha propuesto que esta pausa es
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Figurall.Modelodel procesodetranslocaciondelos protones.
Los protones, representados como un circulo negro con
carga positiva, acceden al hemicanal al interaccionar con
el residuo de histidina (residuo ubicado en la parte inferior
derecha del rectangulo) de la hélice horizontal membranal
de la subunidad a (rectangulo horizontal) expuesta al lado
de la cavidad luminal. Las flechas indican el canal propuesto
mediante el cual los protones se abren paso a través de la
bicapalipidica. Losiones H*se unen ala conformacion abierta
del glutamato cargado (negro) de la subunidad c (cilindros
en color oscuro). El mecanismo de protonacion (cavidad del
limen), y desprotonacion (cavidad de la matriz) dan lugar a
la rotacién del anillo de subunidad c (la flecha superior gris
indica el sentido del giro). Este movimiento en sentido opuesto
se evita por la presencia de arginina (residuo ubicado en la
parte superior izquierda del rectangulo), ésta se encuentra
a 2.5 vueltas de hélice (13.5 A) por debajo del aminoacido
glutamico. Esta distancia coincide con el espacio entre los
sitios de protonacion adyacentes en el anillo de subunidades
de cde cualquier estequiometria conocida. De este modo, los
residuos de arginina e histidina puedeninteraccionaral mismo
tiempo con dos hélices adyacentes de subunidad c como se
requiere para la translocacion de protones. P = lado positivo,
N = lado negativo. Modificado de Kiihlbrandt & Davies, 2016.

resultado de la interposicion de las subunidades ¢ adyacentes.
Sin embargo, estudios recientes sugieren que este movimiento
se debe a la formacidn de un puente salino, entre los residuos
Glul196 de lasubunidad ay Arg50 de lasubunidad ¢. Asimismo,
esta pausa podria ser determinante en la direccion del giro
del anillo de subunidades ¢ en el sentido de la sintesis o de
la hidrdlisis de ATP (Martin et al., 2014; Martin et al., 2015).

Otras subunidades del domino membranal de la F F -ATP
sintasa mitocondrial

Sin considerar su origen, la F,F -ATP sintasa mitocondrial
también se compone de dos grandes dominios funcionales,
el sector hidrofilico F, y un dominio membranal F_, unidos
por un tallo rotor central y un brazo periférico. Las ATPasas
mitocondriales del bovinoy la levadura son las mas estudiadas

y las mejor caracterizadas en términos de estructura y funcion.
La mayoria de las subunidades del complejo enzimético de
la levadura son proteinas homdlogas a la enzima de bovino,
mientras que algunas otras son especie especificas (Lee et al.,
2015).

Con respecto a lo anterior, la ATP sintasa monomerica de
levadura presenta 14 subunidades: a(3), 5(3), y(1), 6(1), (1),
la subunidad 6 6 a(1), b(1 ), subunidad 9 o ¢(10), d(1), f(1),
h(1),10k(1),subunidad 8(1),y OSCP(1) con la estequiometria
asignada (Tablal). El peso molecular estimado de este complejo
enzimaticoesdeentre 572.759kDaa573.067 kDaconsiderando
la formilacion del amino terminal de las subunidades 8 y 9. En
la ATPasa dimérica se encuentran tres proteinas adicionales,
subunidades i(k), e y g, conocidas también como subunidades
especificas de dimerizacion, puesto que sélo se han observado
en el dimero de la ATP sintasa. EI peso molecular aproximado
de la forma dimérica es de 1,207.916 kDa, asumiendo una
estequiometria 1:1 para las subunidades de dimerizacion, o de
1,208.616 kDa tomando en cuenta nuevamente, la formilacién
de lassubunidades 8y 9, asi como laacetilacién de lasubunidad
e (Tabla I) (Wittig & Schéagger, 2008).

Por el contrario, en laenzima de bovino las subunidadesey g se
encuentran asociadas fuertemente a la ATPasa y se han podido
aislar del monémero de la enzima. La forma monomerica esta
compuestapor 15 proteinas, subunidad a(3), 8(3),y(1),0(1),&(1),
subunidad 6 6 a(1), b(1), subunidad 9 6 ¢(10), d(1), e(1), f(1),
g(1),F,(1),subunidad 86 46L(1),y OSCP(1). Considerando la
estequiometriaasignada, lamasa molecular de este complejoes
de 583.422 kDa 6 583. 573 kDa incluyendo las modificaciones
postraduccionales del amino terminal. Recientemente, se han
encontrado dos proteinas asociadas a la F-ATPasa mitocondrial
de bovino y rata, la subunidad MLQ y la proteina AGP (Tabla
I) (Wittig & Schégger, 2008).

Topologia y funcion de las subunidades del complejo F
Subunidad 8

También Illamada proteina A6L en bovino, es considerada
un proteolipido debido a su solubilidad en disolventes
organicos (cloroformo/metanol). Se ha dividido en tres
dominios estructurales y funcionales: un dominio amino
terminal conservado, una regién hidrofobica central y un
extremo carboxilo terminal que presenta tresaminoacidos con
carga positiva altamente conservados. Se ha descrito que los
residuos 15-35 del dominio amino terminal se localizan en
la membrana, orientados hacia el espacio intermembranal y
debido a la conservacién de esta regién, se ha propuesto que
estosaminoécidos son importantes para la correctaimportacion
de la proteina. Por otro lado, estudios previos sugieren que
los tres residuos con carga positiva del dominio carboxilo
terminal son necesarios para el correcto ensamblaje de esta
subunidad en el sector F . La eliminacion de los aminoacidos
Arg37, Arg42 y Lys47 tiene un impacto severo tanto en el
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ensamblaje de esta proteina, como en su importacion in vitro
y actividad de ATPasa in vivo (Devenish et al., 1992; Grasso
et al., 1991).

Subunidad e

Esta subunidad es una proteina integral anclada a la membrana
por unsegmento hidrofébico enel extremoamino. Lasubunidad
e se compone de 96 aminoacidos (10.744 kDa), esta proteina
presentaunatopologia N-adentro (matriz mitocondrial) C-fuera
(espacio intermembranal) y tiene una estequiometria de 2
subunidades por cada subunidad y de la ATPasa. La region
amino terminal presenta el motivo GxxxG (Gly-15-Gly19), el
cual se hadescrito participa en la formacion de homo- o hetero-
dimeros membranales (Everard-Gigot et al., 2005; Brunner et
al., 2002). En este sentido, en S. cerevisiae se ha propuesto que
la proteina Mgm1p se requiere para la regulacion y estabilidad
de la misma (Amutha et al., 2004). La subunidad e y g de
levadura estan involucradas en los procesos de dimerizacion/
oligomerizacion de la enzima (Figura 12). La eliminacion de
estas proteinas por ingenieria genética trae como consecuencia
unamorfologia mitocondrial con pérdida de crestas, numerosas
digitaciones y estructuras de tipo cebolla, lo que sugiere un
vinculo entre la oligomerizacion del complejo enzimatico y la
arquitectura de las crestas mitocondriales (Arselin et al., 2003;
Arselin et al., 2004).

Subunidad g

Esta proteina posee 115 aminoacidos y su extremo amino se
encuentra orientado hacia la matriz mitocondrial y su corto
dominio carboxilo esta ubicado en el espacio intermembranal.
Sehaidentificadoun motivo GxxxG (Gly101-Gly105) altamente
conservado en distintos organismos, que se encuentra en la
region que atraviesa la membrana y se ha demostrado que
éste es el responsable de la participacion de la subunidad g
en la dimerizacién de la enzima (Bustos & Velours, 2005;
Saddar & Stuart, 2005). Estudios anteriores empleando agentes
entrecruzadores, mostraron que la formacion del heterodimero
e+g es especifico del dimero de ATPasa, mientras que los
homodimeros e+ey g+g se encuentran tnicamente en las formas
oligoméricas de laenzima (Fronzes et al., 2006). Considerando
lo anterior, se ha propuesto un modelo de interfaz, en donde
dos subunidades 4 del complejo enzimatico, una subunidad
por monémero, participan en la formacién de dos interfaz:
una implica el dimero de la subunidad 4 y la otra corresponde
a las subunidades e y g. Estas superficies de contacto no son
independientes, puesto que la eliminacién del extremo amino
terminal de la subunidad 4 conduce a la pérdida de la subunidad
gy de las formas oligoméricas de la enzima, mientras que el
mismo efecto se presenta tras la pérdida de la subunidad e 6 g
(Figura 12) (Bustos & Velours, 2005).

(A)

(B) 96

[Sug]

|Sue|

Figura 12. Modelo de la participacion de las subunidades 4, e y g en el dimero de la ATP sintasa. (A) En este modelo, se representa
la interaccion del dimero de la subunidad e y la interaccion de las subunidades e+g (hélices con un segmento membranal)
estabilizando los contactos del sector F_, ademas de la interaccion de la subunidad 4 en cada uno de los monémeros de la
enzima. Por simplicidad, en el modelo solo se representa una hélice que corresponde al homodimero e+e y al heterodimero
e+g. (B) Topologia de membrana de las subunidades e y g. Se indica la orientacién de cada subunidad de acuerdo al nimero
de aminodcido correspondiente, igualmente se resalta el dominio GxxxG. P = lado positivo, N = lado negativo. Modificado
de Brunner et al., 2002.
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Subunidad f

La subunidad f es una proteina de 101 aminoacidos, que esta
codificada en el gen ATP17 con un marco abierto de lectura de
303 pb. La subunidad madura se compone de 95 aminoacidos
con una masa de 10.567 kDa. Es una proteina basica con un pl
estimado de 9.98. Presenta 19 residuos basicos y 11 residuos
acidos. El analisis del perfil de hidrofobicidad muestra un
segmento membranal putativo de 18 aminoacidos cercano al
extremo carboxilo terminal (Spannagel etal., 1997). Empleando
agentesentrecruzadores, se determind que presentaunatopologia
N-dentro C-fuera. Estudios previos realizados con mutantes del
gen ATP17, mostraron que al eliminar los Gltimos 28 aminoacidos
delasecuencia, incluyendo el segmento membranal, laactividad
de la ATPasa disminuia dos veces en comparacion a la cepa
silvestre (Roudeau et al., 1999).

Subunidades i/], k, [

La subunidad i, también llamada j, esta codificada en el gen
ATP18, tiene 59 aminoacidos y unamasamolecular estimada de
6.687 kDa. Esunaproteinade lamembranainternamitocondrial
que presenta una topologia N-dentro C-fuera. Analisis de
alineamientos multiples de secuencia determinaron que tiene
homologos en Schizosaccharomyces pombe (EMBL nimero
de acceso Z99753), Neurospora crassa (GenBank nimero
de acceso AI329387) y Caenorhabditis elegans (GenBank
con numeros de acceso AF067943.1 22.834 a 22.974). La
mutante del gen ATP18 no afecta el crecimiento en medio no
fermentable, lo que sugiere que no es esencial para la funcion
de la enzima de levadura (Paumard et al., 2000). Estudios
previos con entrecruzadores demostraron la interaccion de
los heterodimeros i+i, i+f, i+d, asi como la interaccion de los
subcomplejos i+6+f e i+6+d (Figura 13). El homodimero de
lasubunidad i se hademostrado participa en la oligomerizacion
de la enzima de levadura (Paumard et al., 2002).

Recientemente dos nuevas proteinas, llamadas k (descrita en
S. cerevisiae) y | (reportada en Y. lipolytica, Pichia pastoris,
Pichia angusta y S. cerevisiae), se han asociado al dominio
F.- Analisis bioinformaticos sugieren que ambas presentan su
extremo carboxilo expuesto al espacio intermembranal y su
funcidn putativa esta relacionada al ensamblaje del complejo
enzimatico (Arnold et al., 1998; Liu et al., 2015). En las
levaduras, las subunidad k e i estabilizan al dimero de la F F -
ATP sintasa (Wagner et al., 2010).

Factor B y proteina TMEM70

El factor b de bovino no tiene homaologos en procariontes ni
una contraparte en la levadura, parece unirse del lado de la
matriz de la membrana interna mitocondrial y no parece tener
una funcién reguladora. Ademas, de la via de translocacion de
protones clasica descrita para el dominio F, se ha propuesto
que laregién membranal de los mamiferos podria albergar una
segunda via de translocacion de los protones, formada a partir
del ensamblaje de las subunidades e, f, g y A6L, asi como por

los segmentos transmembranales del acarreador ADP/ATP.
También, se ha sugerido que este factor puede ocluir esta
segunda via de translocacion de protones favoreciendo asi la
actividad de la ATP sintasa. Sin embargo, no se sabe con detalle
su funcion dentro del complejo F_ (Jonckheere et al., 2012).

La proteina transmembrana 70 (TMEM70) de bovino tiene una
masa molecular aproximada de 21 kDa. Analisis de fracciones
submitocondriales han demostrado que TMEM?70 se asocia
con la membrana interna mitocondrial. Se ha mostrado que
esta proteina se requiere para mantener los niveles normales
de expresion y actividad del complejo V. Aunque no se ha
determinado unainteracciondirectacon el complejo enzimético,
se ha propuesto una unidn transitoria con la enzima. TMEM70
es una proteina poco abundante, y al igual que los factores de
ensamblaje ATP11y ATP12, se ha sugerido que participaen la
biogénesis del complejo V, no obstante se requieren mas estudios
para aclarar su funcion (Jonckheere et al., 2012).

Proteinas MLQ y AGP

Recientemente se han descrito dos nuevas proteinas asociadas
al complejo enzimatico de bovino. La primera de ellas se
conoce como proteolipido mitocondrial de 6.8 kDa (6.8PL) o
proteina MLQ debido a que se obtuvo a partir de membranas
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Figura 13. Representacion esquematica del modelo de
topologia de la subunidad i. El modelo esta basado en los
ensayos empleando agentes entrecruzadores, en donde
se representa esquematicamente a las proteinas cercanas
a la subunidad i. La humeracion de la subunidad 6 inicia
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de lisina sustituidos por cisteinas en la subunidad i. Otros
residuos de lisina se muestran como circulos con lineas.
4D54C significa el cambio del residuo Asp54 por Cis de la
subunidad 4. P =lado positivo, N =lado negativo. Modificada
de Paumard et al., 2000.
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mitocondriales empleando disolventes organicos (cloroformo/
metanol). La segunda es una subunidad Ilamada AGP y se ha
descrito como una proteina asociada a la diabetes en tejidos
sensibles a insulina (DAPIT, por sus siglas en inglés). Se ha
determinado que estas subunidades no afectan la actividad del
complejo V. Empleando servidores bioinforméticos se predice
un cruce transmembranal para cada una de ellas, dos sitios de
fosforilacion posibles para AGP y uno para laproteina MLQ. Al
buscar en la base de datos del genoma de levadura homélogos
para estas subunidades se observo que sus secuencias tenian
una baja identidad (13%) y similitud (16%). Respecto a su
funcion, atn no se conoce con precision. No obstante, estudios
realizados en tejidos de rata en un modelo de diabetes, inducido
al danar las células  pancreaticas debido a la administracion
del fa&rmaco estreptozotocina, sugieren que podria participar
en el metabolismo de la glucosa y/o la fosforilacion oxidativa.
En este sentido, se ha disefiado RNA de interferencia para
evaluar modificaciones morfoldégicas de la membrana interna
mitocondrial o cambios en las formas oligémericas de la ATP
sintasa, sin embargo, no se han obtenido resultados significativos
(Meyer et al., 2007).

Organizacion estructural del dominio membranal

Inicialmente se penso que las subunidades e y g estabilizaban al
dimero de la ATPasa, mientras que la subunidad b favorecia la
oligomerizacion de la enzima. Sin embargo, los heterodimeros
e+byg+b obtenidos por estudios de entrecruzamiento, proponian
que estas subunidades estabilizaban la interfaz monémero-
mondmero en la ATP sintasa dimérica. De la misma forma, el
homodimero i+i, ademés de los productos de entrecruzamiento
como e+h, g+b, h+b y e+i+e sugerian que al menos cinco

subunidades cercanas, e, g, i, hy b, formaban parte de la interfaz
monomeérica del complejo enzimético. Tomando en cuenta
estos resultados, asi como el elevado nimero de alfa hélices
membranales (aunque esta prediccion varia de acuerdo con el
algoritmo empleado, con la excepcion de la subunidad h que
no presenta una hélice membranal) refuerzan la idea de que
las interacciones de las proteinas del sector F participan en la
oligomerizacién de la enzima (Wittig & Schéagger, 2008). En
las levaduras, la subunidad h se asocia al sector F, y no esta
involucrada en la dimerizacion (Arselin et al., 1996; Couoh-
Cardel et al., 2010).

Como se haexpuesto, la alta hidrofobicidad de las subunidades
del dominio membranal ha dificultado su caracterizacion.
Actualmente, se han realizado esfuerzos experimentales para
determinar la estructura de la subunidades del sector F_ de la
ATPasa mitocondrial de Yarrowia lipolytica. Empleando una
combinacidn de técnicas de alta resolucion estructural, como
la crio-microscopia electronica y la cristalografia de rayos
X, se ha determinado la estructura completa del dimero de la
levadura con una resolucion general de 7.8 A, de 6.2 A para el
dominio F_ del dimero de laenzimay de 6.9 A para el sector F,
del monémero del complejo enzimatico. El mapa de densidad
electronica obtenido experimentalmente permiti6 identificar
a la mayoria de las subunidades del dominio F (Figura 14)
(Hahn et al., 2016).

La organizacion supramolecular de la ATP sintasa a lo largo
del borde de las crestas mitocondriales se observo por primera
vez en el protozoario ciliado Paramecium multinucleatum;
el anélisis de las imé&genes de microscopia de crio-fractura

Subunidad a 7.

Anillo de
subunidad ¢

Figura 14. Modelo estructural de la F F -ATP sintasa dimérica de Yarrowia lipolytica.Vista lateral del mapa de densidad
electrénica obtenido por crio-microscopia electronica del dimero de la ATPasa de Y. lipolytica representado como un diagrama
de superficie (7.8 A de resolucién, no. de acceso EMD 8151). Adicionalmente, a manera de comparacién sobre la densidad
electrénica del mismo se muestra la estructura cristalogréfica del sub-complejo F -c  de Y. lipolytica (3.5 A de resolucién, no.
de acceso PDB 5FL7). Asimismo, se indica laregion correspondiente alos dominios extrinseco (F,) e intrinseco de membrana (F )
del complejo dimérico de la enzima de la levadura, asi como las subunidades a y el anillo de subunidades de c. Modificado

de Hahn et al., 2016.
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permitieron establecer una relacion entre los dimeros de la
enzima con la formacién de crestas mitocondriales (Paumard
et al., 2002). Recientemente, estas formaciones diméricas se
han descrito por microscopia de fuerza atomica y microscopia
electrénica en las ATPasas de rata, bovino, levadura, papa y
hongos. A la fecha, la existencia de hileras de dimeros de la
ATP sintasa mitocondrial es aceptada. Estudios realizados
con agentes entrecruzadores han caracterizado una interfaz de
dimerizacion (subunidades 6, 4, i, ) y otra de oligomerizacién
(subunidades i, e, g), através de las cuales se dan los contactos
entre los dimeros de la enzima (Figura 15) (Habersetzer et
al., 2013). En este sentido, se encontr6 que los monémeros
del bovino, la levadura y las algas cloroficeas formaban dos
angulos distintos de asociacion lo que sugeria la existencia de
dos tipos de estructuras, una llamada “dimero verdadero” con
un angulo de 70-90° y otra conocida como “pseudo-dimero”
cuyo angulo es menor a 40°, dando lugar a la formacion de
crestas mitocondriales lamelares o tubulares respectivamente.
Por otra parte, se ha propuesto que estos dimeros podrian ser
el resultado de la ruptura de los oligdmeros de la ATPasa de
las crestas mitocondriales (Figura 15) (Dudkina et al., 2006).

Las F F_-ATP sintasas con subunidades atipicas

En comparacion con la estructura de la ATP sintasa de los
mamiferos o de lalevadura, que han sido muy estudiadas, poco
se sabe de lacomposicidn estructural de la ATP sintasa de las
plantas (Cano-Estrada & Gonzélez-Halphen, 2011). En éstas,
atn menos subunidades del sector F han sido caracterizadas,
y solamente se han reportado genes que codifican para las

subunidades a y ¢. No obstante, en el genoma mitocondrial
de Arabidopsis thaliana se han encontrado los genes orfB
y orf25 que codifican para proteinas asociadas al dominio
membranal de la ATP sintasa. EI gen orf25 codifica para
una proteina denominada F,d. Sin embargo, los productos
proteicos de estos genes no tienen homélogos claros en bovino
o0 levadura y su funcién es aln desconocida (Heazlewood
et al., 2003).

En contraste con otros complejos enzimaéticos, el brazo
periférico y el dominio membranal de las ATPasas de las
algas Chlamydomonas reinhardtii y Polytomella sp. estan
compuestos por nueve polipéptidos atipicos (Asal-9)
(Vazquez-Acevedo et al., 2006). El andlisis de imagenes
de microscopia electrénica de las secciones transversales
de la membrana revelé seis hélices transmembranales
(probablemente siete) (Allegretti et al., 2015), adicionales a
las correspondientes de las subunidades ay c, que en principio
podrian atribuirse a las subunidades Asa6, Asa8 y Asa9. Sin
embargo, la resolucion de la imagen estructural obtenida en
este dominio membranal dificulta la correcta asignacion para
cada una de las subunidades que lo componen.

La subunidad Asa6 posee 151 aminoacidos (13.1 kDa),
Su extremo amino se encuentra orientado hacia la matriz
mitocondrial y su dominio carboxilo est4 ubicado en el espacio
intermembranal. Algunos servidores de prediccion de estructura
secundaria para proteinas de membrana sugieren dos cruces
transmembranales, mientras que otros algoritmos predicen
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Figura 15. Modelo de la organizacioén de las estructuras oligoméricas de la ATP sintasa. En este modelo se representa de manera
esquematica la disposicion de los multimeros de la ATPasa. Se muestran los dos tipos de formas diméricas que existen (dimero
verdaderoy pseudo-dimero). Asicomolas superficies de contacto que formanlos monémeros de la enzima (representados como
elipses horizontales), y dentro de éstos las subunidades a/B. También, se indica la interfaz de dimerizacién y oligomerizacion
(senalado con una flecha), respectivamente. Modificado de Dudkina et al., 2006.
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una hélice re-entrante y un cruce membranal. Asimismo, Asa8
se compone de 89 aminodacidos (9.9 kDa), presenta un cruce
transmembranal y una topologia de membrana N-adentro
C-fuera, deducido a partir de andlisis bioinformaticos. Debido
a que la subunidad Asa8 contiene un dominio GxxxG (Gly59-
Gly63) podria formar homodimeros y de esta forma participar
enladimerizacionde laenzima (Vazquez-Acevedoetal.,2016),
ya que la presencia de estos dominios en las subunidades ey g
de levadura desempefian un papel importante en la formacién
de estructuras diméricas del complejo enzimatico (Arselin et
al., 2003; Arselin et al., 2004; Bustos & Velours, 2005). Por
ultimo, Asa9 esta formada por 97 aminoacidos y tiene una masa
molecular estimada de 11 kDa. Al igual que las subunidades
anteriores, este polipéptido presenta la misma topologia de
membrana y por o menos un cruce transmembranal (Figura
16) (Vazquez-Acevedo et al., 2016).

Por otra parte, en protozoarios y ciliados al igual que en las
algas cloroficeas, se han encontrado subunidades novedosas
sin homologos en otros organismos. Para el primer caso,
Trypanosoma brucei, se identificaron 22 proteinas, de las
cuales cinco estan relacionadas a la region F, y tres al sector
F.. mientras que las 14 restantes se asignaron como proteinas
putativas (Zikova etal., 2009). Enel segundo caso, Tetrahymena
thermophila, se encontraron siete ortdlogos para las subunidades
clasicas de ATPasa, con excepcion de la subunidad c. Ademas
de las 13 subunidades novedosas, del total de proteinas
encontradas, se descubri6 que la proteina Ymf66 tiene ochos
segmentos membranales y podria sustituir a la subunidad a en
este complejo enzimatico (Balabaskaran et al., 2010).

CONCLUSIONES

El complejo enzimatico F,F_-ATP sintasa es un nano-motor
rotatorio capaz de sintetizar ATP aprovechando la fuerza protén
motriz. Su sector F, cataliza la sintesis de ATP, mientras que el
sector F lleva a cabo la translocacion de iones y proporciona
un estator para la accién giratoria del complejo (Heazlewood
etal., 2003).

La enzima de la mayoria de los organismos eucariontes, desde
las levaduras hasta las plantas y los mamiferos, cuentan con
las mismas subunidades, aunque poco conservadas a nivel de
secuencia pero mas conservadas a nivel de estructura, lo cual
indicaque estas subunidades comparten lamisma funcién dentro
del complejo (Vazquez-Acevedo et al., 2016).

Las principales diferencias estructurales de la ATP sintasa de
los diferentes organismos se encuentran en la composicién
polipeptidica del brazo periférico y en el dominio membranal;
estas diferencias en algunos casos son dependientes de la
especie. Por ejemplo, en las algas cloroficeas, los ciliados y
los protozoarios existen subunidades atipicas que estabilizan
el complejo enzimético y optimizan el metabolismo energético
celular en estos organismaos.

El estudio de la composicion de las subunidades del complejo
F,sehaabordado mediante diversas estrategias experimentales:
analisis de la composicién polipeptidica mediante geles
en condiciones desnaturalizantes, fraccionamiento de las
subunidades mediante técnicas de purificacion y analisis
por espectrometria de masas, disefio de mutantes para los

Figura 16. Modelos basados en la hidrofobicidad de las subunidades individuales que participan en el dominio de dimerizaciéon
de membrana. Varios algoritmos bioinformaticos predicen las subunidades Asa8 y Asa9 con un solo TMS. El motivo GxxxG
presente en la subunidad Asa8 podria llevar a su dimerizacion (representado). Los modelos predichos para Asaé varian con
los diferentes programas que se utilizaron: un TMS, dos TMS, o un modelo con un TMS y una hélice re-entrante (representado).
TMS = Segmento transmembranal. P = lado positivo, N = lado negativo. Modificado de Vazquez-Acevedo et al., 2016.




julio, 2017

Sanchez-Vasquez, L. & Gonzalez-Halphen, D.: F F_-ATP sintasa: subunidades del dominio membranal 45

distintos genes que codifican para las proteinas del complejo
enzimatico y empleo de agentes entrecruzadores, entre otros.
Sin embargo, las dificultades experimentales que resultan de la
altahidrofobicidad de las proteinas, por ejemplo las subunidades
a, ¢ y A6L, dificultan su identificacion aunque estén presentes
en cantidades equimolares. Por tal motivo, no se puede excluir
la posibilidad que una 0 méas proteinas no sean detectadas o se
consideren contaminantes. Por lo tanto, es dificil asegurar que no
existan subunidades adicionales en los dominios membranales
por descubrir. No obstante, gracias al desarrollo de nuevas
técnicas para el andlisis estructural de proteinas, como la crio-
microscopia electrénica, se puede estudiar con mayor detalle
la composicidn de las subunidades intrinsecas de lamembrana.
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