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RESUMEN

La respiracién se realiza en la membrana interna mitocondrial, durante este
proceso se lleva a cabo la oxidacion de sustratos provenientes del ciclo de los 4cidos
tricarboxflicos, como son el succinato y e! NADH, asi como la transferencia de
elsctrones a través de los complejos que conforman la cadena respiratoria y que se
denominan:

* NADH ubiquinona éxido-reductasa o complgjo |

* succinato ubjguinona 6xido-reductasa o complejo il
* ubiquinol citocromo ¢ éxido-raductasa o complsjo Il
* citocromo ¢ oxidasa o complejo IV

Acoplado a este proceso, se da la formacidn de un gradiente electroguimico de
prolones en la membrana interna mitocondrial, cuya energla es utilizada por fa
ATP-sintetasa para llevar a cabo la formacion de ATP'.

Uno de los objetivos de! laboratorio, es determinar la relacion estructura-funcién
del ubiquinot citocromo ¢ éxido-reductasa o complejo be, (complejo lll) que estd
constitufdo por 11 subunidades, tres de las cuales, citocromo b, citocromo ¢, y proteina
fierro-azufre, presentan grupos prostéticos 6xido-reductores® Por lo que et objetivo del
presente trabajo fué el identificar el sitio de unién de la proteina fierro-azufre al
resto del complefo be,. El enfoque experimental utilizado, se basé en el hecho de que
la protefna fierrc-azufre puede disociarse del complejo y volverse a reasociar. La
protefna purificada, se modificd cen un reactive de entrecruzamiento bifuncional que es
fotosensible a luz ultravioleta de onda corta (254 nm), se incorpord al complgjo y se
realizé fa fotoactivacion del complejo. Los resultados de estos experimentos se
visualizaron por medio de geles en poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de
sodio, seguido de inmunorréplicas tipo Western o de autorradiografias segiin se
requiriera. Bajo las condiciones experimentaies en la que se realizaron estos
experimentos no fué posible visualizar un producto de entrecruzamiento covalente
entre la protefna fierro-azufre y el resto del complejo be, , posiblemente por el hecho de
que la proteina modificada tendiera a agregarse, lo que explicaria la similitud de
patrones encontrados en los lotes contro! y experimentales.

! Hatefi, Y. 1985. Ann. Rev. Biochem. 54:1015-69.
Hatefi, Y., Haavik, A.G. y D.E. Griffiths. 1961, Biochem. Biophys. Res. Comm. 4:441-46 y
447-53.

2 Shagger, H., Link, Th.A., Engel, W.D. y von Jagow, G. 1986. Melhods Enzymol. 126:224-37.

Gonzalez-Halphen, D., Lindorfer, M.A. y Capaldi, R.A. 1988. Biochem. 27:7021-31.



A pesar de estos resultados, este trabajo sentd las bases para la utilizacién del
reactivo de entrecruzamiento bifuncional sulfosuccinimidil 2-{p-azidosalicilamido)
etil-1,3' ditiopropionato (SASD). También se modificaron y mejoraron las técnicas
descritas por Rieske y Per O. Ljungdahl y colaboradores® para la purificacion del
complejo be, mitocondrial, asimismo, se modificd y mejoré la técnica descrita por
Shimomura y colaboradores* para la purificacion de la proteina fierro-azufre,
obteniendose en ambos cases praparaciones con un alto grado de pureza como lo
confirmaron los geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio y las
Inmunorréplicas tipo Western.

Finalmente, a futuro se pudigran realizar experimentos en los cuales se utilicen
agentes reductores después de haber realizado la reaccién de entrecruzamiento entre
las proteina fierro-azufre y la subunidad (es) *X" del complejo be, , para liberar la
porcién arilazido marcada con yodo 125 (dado que e! reactivo presenta un enlace
disulfuro en su parte media) y tratar de visualizar la subunidad (es) que presentan
marca _radioactiva por medio de autorradiograffas, en lugar de buscar un producto
formado por el complejo proteina fierro-azufre-ASD-'*I-proteina "X". También se
pudiera adicionar el reactivo marcado con yodo 125 directamente a una preparacion de
complejo be, puro, en presencia de algin detergente para disociar las subunidades del
complejo y ver si se forma o no algin producto de entrecruzamiento. Otra posibilidad
seria llovar a cabo reconstituciones heterdlogas con la proteina fierro-azufre de bovino
acoplada al reactivo SASD-'#| con complejos be, carentes de esta subunidad, como
por ejemplo, un bc, bacteriano, un be, de papa, un complejo bt de células de
cloroplastos o un bc, de otro organismo eucarionte como podrfa ser la levadura
Saccharomyces ceravisiae y ver si ocurre o no la formacion de un producto (os) de
entrecruzamiento.

3 Rieske, J.5. 1967. Methods Enzymol, 10:229.33.
Ljungdahi, P.O., Pennoyer, J.D., Robertson, D.E. y Trumpower, B.L. 1987. Biochim. Biophys.
Acta. 891:227-41, .

4 Shimomura, Y., Nishikimi, M. y Ozawa, T. 1984. J. Biol. Chem. 259(25}:14059-63.



I INTRODUCCION

L iratoria:

La respiracion se lleva a cabo en [a membrana intema de las mitocondrias;
durante este proceso se realiza la oxidacion de sustratos provenientes del ciclo de los
dcidos tricarboxilicos, como son el succinato y el NADH, asi como la transferencia de
electrones a través de sus componentes hasta el Gitimo aceptor, que es el oxigeno,
acoplado a este proceso, se forma un gradiente electroquimico de protones en la
membrana interna mitocondrial, cuya energia es utilizada por la ATP-sintetasa para
llevar a cabo la formacion del ATP' {ver figura 1).

Dentro de los constituyentes de la cadena transportadora de electrones
tenemos:

* grupos hemo (a, b, ¢, y ¢)

* gentros fierro-azufre {Fo-S)

* mononucledtidos de fiavina (FMN)

* flavin-adenin-dinucledtidos (FAD) y

* 4tomos de cobre (CuayCu a,)
los cuales se encuentran asociados a estructuras proteicas formadas por varios

polipéptidos parcialmente embebidos en la membrana interna mitocondrial.

' Hatefi, Y. 1985. Ann, Rov. Biochem. 54:1015-69.
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Figura 1, Representacion esquemitica de la cadena respiratoria mllocondrla|‘
Q= Ubiquinana

C= Citocromo ¢ soluble

Kennaway, G.N, 1988 J. Bloenerg. Biomemb. 20(3):325
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De acuerdo con la funcion que realizan estos complejos se han denominado
como:?

* NADH ubiquinona 6xido-reductasa (complejo 1)

* succinato ubiquinona éxido-reductasa (complejo Il)

* ubiquinol citocromo ¢ dxido-reductasa (complejo lll) y

* citocromo ¢ oxidasa (complejo V)
en ocasiones, y dependiendo del autor, a la ATP-sintetasa se le ha denominado
complejo V> A su vez, en tres de estos complejos se lleva a cabo el bombeo.de
protones descrito anteriormente, siendo estos sitios conocidos como:

* sitio |, constituido por flavoproteinas y una proteina fierro-azufre (complejo 1)

* sitio il, formado por los componentes del complejo It y

* sitio Ili, compuesto por los citocromaos a y a, (complejo 1V) (ver figura 1)

Dado que la membrana interna mitocondrial estd constituida por
aproximadamente 80% de lipidos y 20% de proteinas, presenta un estado semifluido y
los componentes que catalizan ! transporte de electrones y la sintesis del ATP se
encuentran  difundiendo indspendientemente en la membrana. El transporte de
electrones probablemente se lleva a cabo por medio de colisiones mditiples de los
componentas redox:

* los 4 complejos respiratorios

* l1a ubiquincna y

2 Hatefl, Y., Haavik, A.G. y D.E, Griffiths. 1961. Biochem. Blophys. Res, Comm. 4:441-46 y
447-63,
Hatefl, Y., Haavik, A.G., Fowler, L.R. y D.E. Griffiths. 1962. J. Biol. Chem. 237:1681-85.

3 Gonzdlez-Halphen, D. 1990. Ciencla, 41:133-52.



* el citocromo ¢ soluble
siendo los 2 dltimos los que se presentan sn mayor concantracién y los que difunden
més répido. A continuacién se enlistan las principales caraclerisiticas de los

componentes de la fosforilacién oxidativa de la membrana interna mitocondriar*:

Componentes - Peso Conc. nmol/  Subunidad: jade Grupos
molecular del mg prot. da origen de origen prostéticos
monémero nuclsar mitocondrial
(daltones)
Complejo | 700,000 0.06-0.13 25 7 FMN, Fe-_S
Complejo il 200,000 0.19 5 0 FAD, hemo
b, Fe-S
Complejo il 250,000 0.25-0.53 10 1 hemoc,
hemo by,
hemo by,
Fe-S
Complejo IV 208,000 0.6-1.00 10 3 hemos aa,,
Cua, Cua,
ATP sintasa 550,000 0.52-0.54 .14 2 adenin
. nucleotidos,
‘ Mgz.
Ubiquinona 860 6-8 - - -
Citocromo ¢ 12,000 0.8-1.02 1 --- hemo ¢

o Dalos tomados de Gonzalez-Halphen, D. 1990, Clencia. 41:133-52. .



1 El Compleio Mitocondrial:

El complejo be, es una protefna oligomérica membranal, la cual transfiers
electrones a partir de un quinol,‘de relativamente bajo potencial, hasta un citocromo ds
tipo ¢ en el caso de organismos animales 6 a una plastocianina en el caso de los
vegetales, y deposita 4 protones en el lado electropositive de la membrana por cada
par de electrones transferidos a 2 moléculas de cilocromo ¢ soluble.

Este complejo ha sido aislado a partir de una gran variedad de organismos tanto
procariontes como eucariontes, observandose una gran variacién en cuanto al hﬂmero
de subunidades que lo componen. As{ tenemos que l0s organismos procariontes,
como Rhodobacter sphaeroides 'y Rhodobacter capsulatus presentan 4
subunidades® Paracoccus denitrificans presenta 3 subunidades® y Rhodospirillum
rubrum 3 subunidades’, en tanto que organismos eucariontes como Saccharomyces
cerevisiae tiene 9 subunidades®, Neurospora crassa 9 subunidades®, las plantas
superiores como la papa 10 subunidades™ y el complejo obtenido a parir de
mitocondrias de corazén de bovino 11 subunidades''. Hasta ahora no hay una

explicacidn que satisfaga completamente el por qué de esta diferencia en el nimero

s Ljungdhal, P.O., J.D. Pennoyer, D.E. Robertson y B.L. Trumpower. 1987. Biochim. Biophys.
Acta. 891:227-41.

s Trumpower, B.L. 1991. J. Bloenerg. Biomembs. 23(2):241-55.

’ Majewski, Ch. y Trebst, A. 1890. Mol. Gen. Genet. 224:373-82

i Ljungdhal, P.O., J.D. Peyonner, D.E. Roberison y B.L. Trumpower. 1987. Biochim, Biophys.
Acla. 891:227-41.

? Teinize, M., M. Siaughter, H. Weiss y W. Neuperl. 1982. J. Biol. Chem. 257:10364-71.

10 Berry, E.A., Huang, L. y De Rose, V.J. 1991. J. Biol. Chem. 266(15):9064-77.

" shagger, H., Link, Th.A., Engel, W.D. y von Jagow, G. 1386. Methods Enzymol, 126:224-37.

Gonzdlez-Halphen, D., Lindorter, M.A. y Capaldi, R.A. 1988. Biochem. 27:7021-31.
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de subunidades, aunque prebablemente pueda deberse ala biogénesis del complejo
en los diferantes organismos (ver mds adslante). Es importante hacer notar que tanto
en los organismos procariontes como en los organismos eucarionies se encuentran
presentes los componentes escenciales de todo complejo be, como son:

* un citocromotipo b

* un citocroma tipo ¢, ¥

* un centro fierro-azufra

Cabe hacer mencién aqui que se han encontrado en los cloroplastos de plantas
superiores y en cianobacterias otros complejos homdlogos al be, que se denominan
complejos byf %

En la figura 2 se muastran los esquemas para los complejos be, de Paracoccus
denitrificans (arriba) y para Saccharomyces cersvisiae (abajo)? en tanto que en la

figura 3 se musstra el esquema topolégico det complejo be, de carazén de bovino™.

u Hausaka, G., Hurt, E., Gabellini, N. y Lockav, W, 1983, Biochim. Blophys Acta. 762:97-133,
1 Trumpower, B.L. 1990, Microblol. Rev. 54(2):101-29.
" Gonzélez-Halphen, D. 1990. Ciencia. 41:133-52,



P demirificens

2 protainas astiucturales 1y 2
AR s,

S cerevisige

Figura 2, Posible arraglo topolégico para tas subunidades de los complejos be,
de procariontes (arriba) y eucariontes (abajo)?

Trumpower, B.L. 1990. Microblol. Rev. 54(2):101-289.



Figura 3. Esquema del posible arreglo topolégico de los componentes del
complejo be, mitocondrial de boving®

)

Gonzdlez-Halphen, D. 1990. Clencla, 41:133-52



L1l Bigoénesis del Compleio be,:

Actualmente ss saba que de las 11 subunidades que comprenden al complejo
be, , s6lo el citocromo b o subunidad Il esta codificada por el genoma mitocondrial,
mientras que las 10 subunidades restantes son codificadas por el nicleo y sintetizadas
en el citoplasmé celulas, debiendo ser importadas al interior de la mitocondria™, Para
ello, estas subunidades presentan una secuencia adicional cuando estan en su forma
inmadura; estas secuencias codifican para lo que se ha denominado como péptidos de
trdnsito, porque van a dirigir a las subunidades hacia |a membrana interna mitocondrial
donde se integraran al complejo be, que se esta sintetizando de novo.

Estos péptidos de trdnsito, se caracterizan por preseniar residuos de
aminodcidos cargados positivamente y algunos estdn enriquecidos en serina y
treonina, siendo capaces de formar hélices anfipaticas', Estas secuencias de transito
son eliminadas en forma postraduccional en una o dos etapas, gracias a la accién de
una serie de metaloproteasas localizadas en la matriz 0 en la membrana interna
mitocondrial. La forma en que las subunidades son transporiadas, insertadas y
procesadas en la membrana interna de 1a mitocondria no siempre es 1a misma. Para el
caso da las subunidades | y Il (subunidades estructurales), la subunidad IV (citocromo
¢, )y la subunidad V (proteina fierro-azufre), se ha propuesto un madslo™ en el cual el

precursor va a ser transiocado al interior de la mitocondria por medio de la

s Roise, D. y Shatz, G. 1988, J. Biol, Chem. 263:4509-11.
Rolse, D., Theiler, F., Horvath, S.,, Tomich, J.M., Richears, J.H., Allison, D.S. y Shatz, G.
1988. EMBO J. 7:649-53.

e Hartl, F.V. Schmidt, B., Wachter, E., Weiss, H. y Naupar, W. 1986. Cell. 47:939-51.
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formacién de sitios de contacto entre las membranas mitosondriales. Seguido de ésto
hay un primer corte o procesamiento del péptido de transitoc que comprende a los 8
primeros residuos de aminodcidos. En el caso de la proteina fierro-azufre se forma un
producto intermediario que es redirigido de la matriz hacia la membrana interna, donde
se llsva a cabo un segundo corte o procesamiento final enlos aminodcidos restantes,
dando lugar a la forma madura de la subunidad, la cual se ensambla finalmente en el
complejo maduro.

También se han realizado otros estudios” para las subunidades, VI, Viity IX,
que al parecer carecen de una secuencia de trdnsito como tal y su procesamiento
postraduccional para llegar a la membrana interna mitocondrial se lleva a cabo por
medio de receptores membranales, que se conocen coma:

*MOM 19

* MOM 72

* Proteina de la membrana externa mitocondrial & proteina del sitio de impon_e

* MOM 38

* p 32 {proteina de la membrana interna de levadura)

{MOM se refiere a rnembrana externa mitecondrial).

El procesamiento postraduccional de estas 3 subunidades se realiza en un
residuo de metionina localizado en el extremo amino-terminal, seguido de lo cual son
reconocidas vy llevadas hasta la membrana interna mitocondrial para su insercién al

complejo. Asf mismo, se han hecho estudios en Saccharomyces cerevisiae® y

" Pfanner, N. y Neupert, W, Ann. Rev. Biochem. 59:331-53,
R Crivellone, M.D., Wu, M. y Tzagoloff, A. 1988. J. Biol. Chem. 263:10364-71.
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Neurospora crassa® para tratar de entender el procesamiento e incorporacién de estas
proteinas en la mitocondria. Los resultados han mostrado que las subunidades |, Il, VI
y- IV (citocromo ¢,) interactitan unas con otras en la membrana, formando una
estructura central dada por el apocitocromo b (sintetizado en el genoma mitocondriat),
seguido de lo cual se integran los grupos prostéticos hemo para formar el citocromo b, .
la subunidad V (la proteina fierro-azufre} y las subunidades de bajo peso molecular,
VIIl,...,XI, son Ias Gitimas en incorporarse al complejo.

También es interesante hacer notar que en el caso de Neurospora crassa® el
procesamiento de las subunidades |, IV, V y Vil, depende del potencial que presente la
membrana mitocondrial. En fa figura 4, se muestra un esquema de la sintesis y
ensambiaje del complejo bé, mitocondrial®,

Para el caso de la sintesis y procesamiento de las subunidades que componen
al complejo bc, en procariontes, las subunidades son sintetizadas también
como precursores y presentan una secuencia adicional similar a los péptidos de
trdnsito de las subunidades mitocondriales. Por sjemplo, para el procesamiento de la
proteina fierro-azufre en Rhodobacter sphaerocides® esta proteina es sintetizada en
los ribosomas del citoplasma bacteriano y translocada a través de la membrana
fotosintética hacia su superficie externa donde una vez que ha penetrado la porcién

amino terminal, se lleva a cabo el procesamiento de la secuencia de transito

1 Taintze, M., Slaughter, M., Wiess, H. y Neupert, W. 1982. J. Biol. Chem. 257:10364-71,
o Gonzalez-Halphen, D. 1990, Clencia. 41:133-52.
2 Harti, £.U., Schmidt, B., Wachter, E., Welss, H. y Neupert, W. 1986. Cell. 47:939-51,
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CMATRIZ .
" MITOCONDRIAL .

Figura 4. Esquema de la sintesis y ensamblaje del complejo be, mitocondrial
(HSP70, se refiere al componente citoplasmadtico pertenecionte a la
familia de las proteinas de impacto térmico®)

Gonzalez-Halphen, D. 1890, Clencia. 41:133-52
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para dar lugar a la forma madura de la proteina fierro-azufre, seguido de lo cual es
incorporada al complejo be, (ver figura 5)*'.

Como se comenid anteriormente, hasta ahora no hay una explicacién que
satisfaga completamente sobre la diferencia en cuanto al nimero de subunidades
entre los complejos be, de organismos procariontes y eucariontes, y una posible
explicacion pudiera deberse a la biogénesis particular det complejo bc,, dado que en
eucariontes tenemos que hay entre 8 y 11 subunidades, de las cuales sdlo la
subunidad 1l o citocromo b estd codificada por el genoma mitocondrial. Las demas
subunidades son sintetizadas en el citoplasma celular, que luego son transportadas
hasta la membrana interna mitocondrial. Las subunidades estructurales | y Il (core | y
I1), al parecer juegan un papet importantismo en el procesamiento de las demas
subunidades, dado que su secuencia tiene una gran similitud con las protsinas que
aumentan sl procesamiento de las formas precuroras (PEP) de las subunidades
restantes, asi como con las peptidasas de la matriz mitocondrial (MPP), que también
inlerviénen en el proceso de maduracion de las subunidades.® Esto es importante,
porque ademds de estas funciones, las subunidades estructurales | y Il son esenciales

en el ensamblaje y modulacicn del compigjo bo, @Y %.

2 Gencic, S., Scagger, H. y von Jagow, G. 1991, Eur. J. Biochem. 199:123-31."
n Grivell, L.A. 1989. Eur. J. Blochem. 182:477-93,
u Linke, P. y Waiss, H. 1986. Melhods Enzymol. 126:201-10.



Figura 5. Esquema del transporte hipotético y la via de ensamblaje de la
proteina fierro-azufre en los complejos be, mitocondrial (A) y bacteriano
(BY

s Hartl, F.V., Schmidt, B., Walcher, E., Welss,H. y Naupart, W. 1986. Cell. 47:939-51
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Los organismos procariontes no presentan protelnas estructurales | y 1, lo cual
puede deberse al hecho de que los precursores del citocromo b, del citocromo ¢, y de
la proteina fierro-azufre, son sintetizados en el citoplasma bacteriano y tinicarente
tienen que cruzar la membrana plasmatica, en lugar de las 2 membranas
mitocondriales de los organismos eucariontes®’. Las subunidades estructurales 1y Il no
se requieren en este proceso, como lo ilustra un estudio reciente®, en el cual se
expresa el gene que codifica para la proteina fierrc-azufre de Rhodobacter
sphaeroides en Escherichia coli, encontrando que atn en ausencia de las otras 2
subunidades (el citocromo b y el citocromo ¢,) esta subunidad es capaz de unirse a la
membrana.

Aqul es interesante hacer mencién a un par de trabajos recientes®™. En el
primaro de ellos, se confirmé un hallazgo por demds interesante en cuanto a la
estructura del cpmp1ejo be,, que consiste en lo siguiente: los autores realizaron fa
secuenciacién del gen que codifica para la subunidad V ¢ proteina fistro-azufre
completa, es decir !a secuencia incluyendo la secuencia del péptido de trénsito, y
encontraron que la secuencia que corresponde al péptido de trdnsito es idéntica a la
secuencia de la subunidad IX (de bajo peso molecular) del complejo bc, de
milocondrias de bovino. Esto sugiere que una vez que se ha procesadoy liberado
la secuencia del péptido de transito, esta se convierle en la subunidad !X del complgjo,

manteniendo la metionina del extremo amino-terminal la cual es N-acetilada.

» van Doren, R.S., Chang-Hyon, Y. Crofts, AR, y Gennis, R.B. 1993. Biochem, 32:626-36.
® Brandt, U., Yu, L., Yu, Ch-A. y Trumpower, B.L. 1993. J. Biol. Chem. 268(12).8387-30.
Phillips, 4.D., Graham, L.A. y Trumpower, B.L. 1993. J. Biol. Chem. 268(16):11727-36.
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También se encontrd que el exiremo carboxilo tarminal. de la subunidad I1X es
muy similar al sitio de la secuencia donde comienza la forma madura de la proteina
tierro-azuire, Esto implica que el procesamiento de la forma precursora de la proteina
fierro-azufre debe ocurrir en un sdlo paso y no en dos”. Sin embargo, el punto
importante de este trabajo es el hecho de que !a subunidad 1X de! complejo bc, es
précticamente idéntica a la secuencia que codifica para el péptido de trdnsito de la
proteina fierro-azufre en su forma inmadura, aungue se desconoce alguna otra funcion
de la subunidad IX dentro del complejo. En un segundo trabajo® los autores
encuentran que la subunidad 1X en el complejo bc,, de la levadura Saccharomyces
cerevisiae tiene un papel importante dentro del complejo, ya que en ausencia de esta
subunidad, el complejo es inactivo, observandose wuna disminucion en la
concentracidn  del citocromo b, similar a la que se da cuando no se incorpora la
proteina fierro-azufre al complejo. Al parecer, la ausencia de la subunidad IX altera la
conformacién de la proteina fierro-azufre, de tal forma que ésta es més labil y no hay
una insercion correcta del grupo prostético Fe,-S, en la proteina; adémés, la
interaccién de esta proteina con el citocromo b se ve afectada, como lo refleja la
disminucién en Ia actividad del complejo. En este trabajo se puede ver que la ausencia
de una de las subunidades de bajo peso molecular tiene un pape! importante en
cuanto a la estructura y funcionalidad del complejo se refiere, quedando abierta la
prégunta (cudl seria el papet que juegan las demds subunidades en el complejo be, en

los organismos eucariontes?

B Hall, F.V., Schmidl, B., Wachter, E., Weiss, H. y Neuper, W, 1986, Cell. 47:939-51.
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El cicle Q, es un mecanismo que ha sido propuesto para explicar cémo se lleva
a cabo la transferencia de electrones a través de fos grupos prostéticos del complejo
be, mitocondria®. Como se habfa mencionado anteriormente, el complejo b,
transfiere 2 eiéctrones a partir del ubiquinol (QH,) a 2 molééulas de citocromo c;
durante este proceso también se depositan 4 protones en el lado positivo de la
membrana y se da la captura de 2 protunes mds desde el lado negativo de fa
membrana por cada par de electrones transierido, lo que se resume en la siguiente

s

ecuacion:

QH, + 2H", + 2¢,, -—————pQ + 4H" + 2¢,
donde "n y p" designan los sitios negativo y positivo de la membrana y “ox y red" se
refieren a los estados oxidado y reducido del citocromo ¢ soluble.

‘ En la figura 6 se muestra un esquema de la transferencia de electrones a
través de los constituyentes redox del complejo®. En un primer paso (1), el ubiquinol
(QH,) es oxidado en el lado positivo de la membrana en una reaccién concertada en la
cual un electrdn es transferido a la proteina fierrc-azufre (FeS) con la formacion de un
anién ubisemiguinona (Q7,) el cual reduce inmediatamente al hemo b,,. Esta oxidacién
deposita 2 protones en el lado positivo de la membrana, siendo uno liberado con la
oxidacidn del ubiquinol (QH,) para formar la ubisemiquinona y el segundo dando lugar

al anién ubisemiquinona (Q,).

= Trumpower, B.L. 1990. J. Biol. Chem. 265(20):11409-12,
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Figura 6. Esquema del mecanismo del ciclo Q para la transferencia de
. electrones y la translocacidn de protones en el complejo be, mitocondrial®

Trumpower, B.L. 1990, J. Biol, Chem. 265(20):11409-12
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De los 2 slectrones de! ublquinol que divergen en e_l lado positivo, uno es
transferido a la protelna fierro-azufre, y de ahf al citocromo ¢, en el paso 2 y después al
citocromo c soluble. El segundo elsctrén se transfiere a partir del anidn ubisemiquinona
(@) hacia el hemo b, , se recicla a través del complejo be, y es transierido desde el
hemo by, de bajo polencial hacia el hemo by, de alto potencial.

Posteriormente el hemo b, reduce a la ubiquinona (Q) para formar el anién
ubisemiquinona (Q’,) en e! lado negativo de la membrana (ver figura 4 paso 4A),
seguido de lo cual, una segunda molécula de ubiquinol (QH,) es oxidada por la
proteina fierro-azufre y ésta a su vez, transfiere un electrén al citocromo c, el cual lo
transfiere a una segunda molécula de citocromo ¢ soluble, forméndose nuevamente e!
anion ubisemiquinona (Q) y depositdndose otros 2 protones en el lado positivo de la
membrana. Seguidaments, el anién ubisemiquinona (Q) reacciona en la via antes
descrita, transfiriendo un electrén al hemo by, y este al hemo bgg, el cual reduce al
anién ubisemiquinona (Q,) previamente formado, para dar lugar a una molécula de
ubiquinol (QH,) en el lado negative, consumiendo 2 protones del lado negativo de la

membrana y completdndose asf el ciclo Q (ver figura 6 paso 4B).
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L.V _Evidencias Experimentales del Ciclo Q:

Una caracteristica unica del ciclo Q es que hay 2 vias para que el citocromo b
sea reducido por el anidn ubisemiquinona (Q;) en el lado positivo, como se describe
on el paso 1 de la fiéura 4. Esta es la ruta termodindmicamente favorecida para la
reduccién del citocromo b y ia tnica que funciona cuando el bc, realiza su funcién
catalitica. Ahernétivameme, bajo condiciones de estado estacionario, el ubiquinol {QH,)
o el anién ubisemiquinona (Q',) pueden reducir al citocromo by, por medio de una
reaccidn inversa de los pasos 4B y 4A en el lado negativo {figura 6), si la ruta que es
termodindmicamenite favorecida a través del lado positivo es bloqueada. '

Se han llevado a cabo estudios®™ para demostrar que las 2 aseveraciones
anteriores se cumplen, utilizando inhibidoras especificos como son el mixotiazol y la
estigmatelina, los cuales bloquean la reduccién del citocromo b por una via distintaa la
antimicina a través del lado positivo de la membrana, Si se aiade mixotiazol, este
bioguea la reduccién del citocromo c, en el paso 1 (ver figura 4) pero no bloguea Ia
reduccidn del citocromo b porque ésla sa realiza por medio de una reaccion inversa de
los pasos 4Bby 4A en el lado negativo (ver figura 6). Si se afiaden ambos inhibidores,
mixotiazo! y antimicina, el mixotiazol bloquea la reduccion tanto de! citocromo ¢, como
del citocromo b. Estos experimentos en los cuales se afiaden 2 Inhibidores se han

denominado de doble muerte, ya que la presencia de 2 inhibidores provoca la

reduccion permanente de los hemos by, ¥ b,

» von Jagow, G., Ljungdhal, P.O., Grat, P., Ohnishi, T. y Trcumpower, B.L. 1984. J Biol. Chem.
259:6318-26.
von Jagow, G. y Ohnishi, T. 1985. FEBS Lett. 185:311-15.
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También se han llevado a cabo experimentos en los cuales se han utilizado
andlogos de la ubiquinona; tal es el caso del inhibidor UHDBT
(5-n-undecil-6-hidroxi-4,7-dioxobenzoxitiazol), que se une preferenciaimente a Ia
protefna fierro-azufre reducida o a una interfase entre el citocromo b y la proteina
fierro-azufre™. Esto provoca que haya un incremento en el potencial de la proteina
fierro-azufre aproximadamente a 90 mV e impide que se dé la transferencia de
electrones de la protelna fierro-azufre hacia el citocromo c,.

Otro enfoque experimental para demostrar las dos vias por las cuales s@ puade
reducir 8! citocromo b es el que se realizé en presencia y ausencia de la protél'na
fierro-azufre® mas antimicina. En este caso los autores observaron que al quitar la
protefna fierro-azufre del complejo be, se bloqueaba Ia reduccién del citocromo ¢, pero
no la reduccién del citocromo b, mientras que al agregar antimicina al complejo be,
carente de la proteina fierro-azufre, se observd un blogueo en [a reduccién de ambos
citocromos b y ¢,. Al reconsliluir la proleina fierrg-azuire en el complejo bc, carente de
esta subunidad, se observd que se daba nuevamente [a reduccién de ambos
citocromos b y ¢,. Esto se explica por el hecho de que la proteina fierro-azufre es
necesaria para que se lleve a cabo la reduccidn del citocromo ¢, a través del paso 1 de

la figura 4, mientras que fa reduccién del citccromo b se realiza por medic de una

0 Bowyer, J.R., Edwards, C.A., Ohnishi, T. y Trumpower, 8.L. 1982. J. Biol. Chem. 257:8321-30.
u Trumpower, B.L. y Edwards, C.A. 1979. J. Biol. Chem. 254:8697-8706.
Trumpower, B.L. 1876. Biochem. Biophys. Res. Commun. 70:73-79.
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via qixe es independiente de la proteina fierro-azufre, es decir, Ia reaccién inversa de
los pasos 4B y 4A (ver figura B), la cual es inhibida por la antimicina.

LW\ Inhibidores Especificos del Gomoleio be.;

El mecanismo por el cual se ileva a cabo la transferencia: de electrones en el
ciclo Q puede verse interrumpido por la accién de una variedad de inhibidores que
actdan a diferentes niveles del ciclo. Estos agentes quimicos han sido agrupados en
tres categorias de acuerdo a su sitio de inhibicion™:

N Grupo I: Constituido por varios p-metacrilatos que se 'unen en el sitio Q, (lado
positivov de la membrana mitocondrial), blogqueando 2 reacciones al mismo tiempo, la
transferencia de electrones de! ubiguinol (QH,) haclz; la proteina fierro-azufre asf como
la transferencia de electrones en el hemo tipo b de bajo potencial (hemo by). En este
grupo tenemos al mixotiazol, las estrobirulinas A, B, y C vy a las odemansinas A y B.

* Grupo ll: En este grupo se encuentran lbs andlogos de las hidroxiquinonas,
los cuales se unen también en ‘el sitio Q, (lado positivo de la membrana mitocendrial),
blogueando la transferenéia de electrones desde la protelna fiero-azufre hacia el
citocromo ¢, y.también la transferencia de electrones en el hemo tipo b de bajo
potencial (hemo b,,). Dentro de este grupo de inhibidores encontramos a las

estigmatelinas Ay B, sl UDBTH y el UHNQ (undecilhidroxinaftoquinona).

2 von Jagow, G. y Link, Th, A. 1986, Methods Enzymol. 126:253-71.
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* Grupo lli: Dentro de este grupo tenemos a la antimicing, la funiculosina y
clertos andlogos de quinona, que se unen en el sitio Q, (lado negativo de la membrana
mitocondrial), y bloquean la transferencia de electrones desde el hemo de alto
potencial (hemo by,) hacia la ubiquinona en el lado negativo de la membrana interna
mitocondrial. En la figura 7 se muestra un esquema de los sitios en los cuales tienen su
accion los 3 grupos de inhibidores.

1 E ios Cristalograficos del Complejo be

El complejo be, mitocondrial, ha sido cristalizado recientemente y de manera
independiente por 3 grupos distintos™, teniéndose hasta ahora solamente datos
preeliminares sobre los patrones de difraccién de rayos-X. También existen datos
acerce de la actividad de los complejos cristatizados resolubilizados que indican que
los valores de actividad de estoscomplejos comparados con los de los complejos
nativos son muy similares. Sin embargo, atin faltan mds estudios para poder llegar a

determinar a un nivel atomico la topologfa del complejb be,.

» Yue, W-H., Zou, Y-P., Yu, L.y Yu, Ch-A. 1891, Bidchem. 30:2303-06.

Kubota, T., Kawamolo, M., Fukuyama, K., Shinzawa-ltoh, K., Yoshikawa, S. y Matsubara, H.
1991. J. Mol. Biol. 221:379-82.
Bernry, E.A, Huang, L., Eamest, T.N.y Jap, B.K. 1992, J. Mol. Biol. 224:1161-86.
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Figura 7. Esquema de los sitios de accién de los 3 grupos de inhibidores del
complejo b, !

von Jagow, G. y Link, T.A. 1986. Methods Enzymol. 126:253-71
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1l El Citocromo b:

El citocromo b 6 subunidad Il del complejo be, es una proteina membranal
constituida por 380 a 400 residuos de aminodcidos, con un peso molecular entre 38y
48 kDa. A diferencia de fas demds subunidades que conforman a! complejo bc,, el
citocromo b es codificado por un gen que se encuentra en el génoma mitocondtial en
organismos eucariontes. También se ha descrito que en el genoma de los cloroplastos
se encuentra un gen que codifica para un citocromo que es homdlogo al citocromo by
que se denomina by y forma parte del complejo b,f en los organismos vegetales y en
las cianobacterias®. El citocrorﬁo b a sido objeto de diversos estudios entrs los cuales
estdn el uso de sondas hi_drofébicas“, la fusién de genes en bacterias®, asf como
calculos de hidropatia”. Estos estudios han demostrado que el citocromo b presenta 9
hélices-o de las cuales B cruzan la membrana interna mitocondrial, en tanto que la
hélice denominada IV presenta la caracteristica de que es anfifilica y se ha propuesto
que estd localizada en fa regidn externa de la membrana interna mitocondrial en
el caso de organismos eucariontes®® y en el espacio peripldsmico en el caso de

Rhodobacter sphaeroides ™, (ver figura B).

3 Hausaka , G., Hurl, E., Gabellini, N. y Lockav, W, 1983. Biochim. Biophys. Acta. 762:97-133.
Trumpower, B.L. 1990. Microbiol. Rev. 54(2):101.29. .
» Gutweniget, H., Bisson, R, y Montecucco, C, 1981. . Biol. Chem, 256:11132-386.
Gonzdlez-Halphen, D., Lindorfer, M.A. y Capaldi, R.A. 1988. Biochem. 27:7021-30
i Yu, Ch-A,, Van Doren, S.R., Crofts, A.R. y Gennis, R.B. 1991. J. Blol. Chem. 266:10967-73.
v Sarasto, M. 1984, FEBS Lett. 166:367-72.
Link, T.A. Schagger, H. y von Jagow, G. 1986. FEBS Lett. 204:9-15.
Rao, J.K. y Argos, P. 1986. Biochim. Biophys. Acta. 869:197-205.
» Rao, J.K. y Argos, P. 1986. Biochim, Biophys. Acta. 863:197-205,
Crofts, A., Robinson, H., Andrews, K., Van Doren , S. y Berry, E. 1987. En Papa, S., Chance, B.
y Ernster, L. (eds) Cylochrome systems. 617-24.
Brasseur, R. 1988. J. Biol. Chem. 263:12564-70.
Trumpower, B.L. 1990. J. Biol. Cham. 265:11409-12,
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Figura 8. Modelo para la prediccion de la estructura secundaria del citocromo b
de Saccharamomyoes cerevisiad®
(la hélice IV es sefalada por una flecha)

Trumpower, B.L. 1990. Microblol. Rev. 54(2):101-29
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Para el caso del citocromo b, de cloroplastos y cianobacterias, se ha propuesto
que presenta 5 cruces transmembranales’.

Tanto el citocromo b como el citocrmo by, presentan 2 grupos hémicos
establlizados por 4 residuos de histidina, que se encuentran altamente conservados en
todos los citocromos. Estos residuos estan ubicados en las hélices 11 y IV formando
una estructura transmembranal simitar a un barril 6 una especie de cilindro constituido
por las hélices i, lIt, IV y V*' {ver figura 9).

ina fierro-azuire;

La proteina fierro-azufre o subunidad V del complejo be, estéd constitufda por
aproximadamente 196 aminodcidos y presenta un peso molecular de 21,536 Da para
la apoproteina y de 21,708 Da para la holoproteina (en presencia del centro Fe,-S,)*

Esta subunidad, junto con las subunidades estructurales | y Il (core | y it) es de
las mas hidrofilicas del complejo, como lo demuestra el hecho de que es facilments
purificada en forma reversible del complejo, es decir, se puede separar y volver a
recostituir®. Esta proteina es importante dentro del complsjo be, porque junto con el
citocromo b .(subunidad ) y el citocromo ¢, (subunidad 1V), constituyen la via a

través de la cual se lleva a cabo el transporte de electrones desde el ubiquinol

» Yun, Ch,, Van Doren, S.R., Crofis, A.R. y Gennis, R.B. 1991. J. Biol. Chem. 266:10967-73.

A Widger, W.R., Crammer, W.A,, Hermann, R.G. y Trebst, A. 1984, Proc. Natl. Acad. Sci, U.S.A.
81:674-78,

a Link, T.A., Schagger, H. y von Jagow, G. 1986, FEBS Lett. 204:9-15.

“ Schagger, H., Borchart, U., Machleidt, W., Link, T.A. y von Jagow, G. 1987. FEBS Lett.
219(1):161-88.

a Trumpower, BL. y Edwards, C.A. 1979. J. Biol. Chem. 254(17):867-8702.
Engel, W.D., Michalski, Ch. y von Jagow, G. 1983. Eur. J. Biochem. 132:385-402.
Shimomura, Y., Nishikimi, M. y Ozawa, T. 1884, J. Biol. Chem. 259:14059-63.
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Figura 9. Modelo de barril para e! citocromo b formado por las hélices l-V®

9

Link, T.A., Schagger, H. y von Jagow, G. 1986. FEBS Lett. 204:9-15
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hasta el citocromo ¢ soluble (ver figura 10). La proteina fierrp-azufre también es
necesaria para que se ensamblen correctamente tanto el citocromo b como las
subunidades de bajo peso molecular, como lo demuestran los estudios realizados con
la levadura Saccharomyces cerevisiae *. En ests trabajo los autores encontraron que
al construir una cepa que no expresaba el gen que codifica para la protefna
fierro-azufre, el ‘complejo bc, carente de esta subunidad no presentaba actividad de
oxido-reductasa alin cuande se utilizaran andlogos de ubiquinona como sustrato,
tambien se observé que e! citocromo b y las subunidades de bajo peso molecutar
disminufan su concentracién hasta en un 50% con respecto a las mismas subunidades
en cepas de levaduras normales ¢ silvestres.

También se han levado a cabo estudios de mutagénesis dirigida en el gen qus
codifica a la proteina fierrc-azufre en la levadura Saccharomyces cerevisiag®,
encontrandose que cuando las mutaciones son cercanas al sitio donde se encuentra sl
centro Fe,S, (157S, 1755 y 203S donde S = serina) disminuye la actividad de
oxido-reduccién det complejo be, , lo cual es congruente con el hecho de que existe un
alto grado de conservacién en los residuos de aminodcidos cercanos a esta regién.

Los autores también observaron que al carecer el complejo de la proteina
fierro-azufre (por no expresarse el gen que codifica para ésta) hay una disminucion en

la concentracidn delos citocromos byc,, lo que implica que fa proteina fierro-azufre

“ Japa, S.y Beattie, D.S. 1989, Arch. Biochem. Biophys. 268(2):716-20.
“ Ljungdhal, P.O., Beckmann, J.0. y Trumpower, B.L. 1989. J. Blol. Chem. 264(7) 3723-31.
Graham, L.A. y Trumpower, B.L. 1891. J. Biol. Chem. 266(33):22485.82.
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Centro N —[

Centro P _[

protefna
fierro-azuire

Figura 10. Esquema de las subunidades del complejo bc, mitocondrial que
presentan grupos prostéticos oxido-reductores™

1o Trumpower, B.L. 1990. J. Biol. Chem. 265(20):11409-12
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@s necesarla para él ensambiaje y estabilidad de estas subunidades. También se
observd que al realizar mutaciones en los residuos de aminodcidos que comprenden a
las cisteinas 159, 164, 178 y 180 (pasando a ser serinas) y los residuos de histidina
161y 181 (que pasan a ser argininas), no habia aclividad de 6xido-reductasa por parte
del complejo porque la protejna fierro-azufre carecia del grupo prostético Fe,-S,. Estos
4 residuos de cisteina y los 2 de histidina estdn altamente conservados y son os sitios
de union del centro Fe,-S,. Es interesante hacer notar que ain cuando se cambiaron
los 6 residuos antes mencionados, este cambio no afecté el procesamiento
postraduccional de la proteina fierro-azufre ni su insercién en el complsjo be, , lo que
sugiere dos cosas, la primera es que las proteasas encargadas de llevar a cat_)o el
procesamiento de la forma inmadura a la forma madura asi como la insercién en el
complejo be, de la proteina fierro-azufre, no distinguen si estd presente 6 no el grupo
prostético de la protafna. La otra opcién es que la insercién del grupo prostético se
lleva a cabo después de que la proteina ha sido correctamente insertada en el
complejo,

Para determinar la ubicacidn de la proteina fierro-azufre en el complejo be,, se
han llevado a cabo estudios topolégicos en los cuales se han utilizado andlogos de
lipides fotoactivables, estudios de digestion con proteasas y experimentos de

enfrecruzamiento*®, que apoyan la hipdtesis de que la proteina fierro-azufre se

A Gutweniger, H., Bisson, R. y Montecucco, G. 1981. J. Biel. Chem. 256(21):11132-36.
Gonzélez-Halphen, D. Lindorfer, M.A. y Capaldi, R. 1988. Biochem. 27:7021-31.
LI, Y., De Vries, S., Leonard, K. y Waiss, H. 1981. FEBS Lelt. 135(2):277-80.
Gonzdlez- Halphen, D., Vazquez-Acevedo, M. y Garefa-Ponce, B. 1991. J. Biol. Chem.
266(6):3870-76.
Hemrika, W. y Berden, J.A. 1990. £ur. J. Biochem. 192:761-65.
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encuentra localizada en la superficie externa de [a membrana interna mitocondrial
interactuando posiblsmente con el citocromo b como se ilustra en la figura 11.

XR ivos F ivables:

El uso de reaciivos de entrecruzamiento ha sido de gran utilidad para elucidar
las interacciones de moléculas bioldgicas; sin embargo, su aparicién en el dmbito
clentifico no es tan reciente?’. Los primeros estudios de entrecruzamiento para
proteinas membranales, se llevaron a cabo en membranas de eritrocitos®, aunque
astos estudios no aportaron resultados muy claros acerca de la topologia de las
proteinas membranales. No fue sino hasta que se empezé a utilizar la electroforesis en
geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio, cuando se empezaron
a analizar mejor los productos d9 entrecruzamiento®.

Posteriormente se realizé una serie de estudios topoldgicos, entre los que
tenemos el uso de reactivos como el diazobencensulfonato, que reacciona
preferentemente con componsntes de fa superficie membranal®. Se encontré una alta
asimetrfa en los constituyentes do la membrana interna mitocondrial, dado que los
estudios se. realizaron tanto en mitocondrias completas como en particulas

mitocondriales invertidas, También se han lievado a cabo experimentos en los cuales

v Zahn, H. 1955, Angew. Chem. 67:561-72.
Zahn, H. 1955. Makromo!. Chem. 18:201-16.
Zahn, H. y Meienhofer, J. 1958. Makromol. Chem. 72:126-52.
Wold, F. 1961. J. Biol. Chem. 236:106-11.
Wold, F. 1961. Biochim. Biophys. Acta. 54:604-06.
“ Berg, H.C., Diamond, J.M. y Marfey, P.S. 1965. Science. 150:164-67.
Dutton, A., Adams, M. y Singer, S.J. 1966. Blochem, Biophys, Res. Commun, 23:730-32,
° Davies, G.E. y Stark, G.R. 1970. Proc. Natl, Acad. Sci. U.S.A. 66:651-66.
Stak, T.L. 1972, J. Mol. Biol. 66:295-305.
0 Tinberg, H.M., Melnick, R.L., Maguire, J. y Packer, L. 1974, Biochim. Blophys. Acta. 345:118-28.
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Figura 11, Representacién esquemdtica de! posible arreglo de la protefna
fierro-azufre en el complsjo be, mitocondrial"!
la zona oscura corresponde al polipéptido del residuo de lisina 33 al de
lisina 52

" Gonzélez-Halphen, D., Vazquez-Acevedo, M. y Garcla-Ponce, B. 1931. J. Biol. Chem.
266(6):3870-76
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se han utilizado carbodiimidas como el 1-etil-3-[3-(dimetilamino)propitlcarbodiimida,
que inhibe la reaccién entre la citocromo oxidasa y el citocromo ¢ soluble. De esta
manera se ha determinado que el citocromo ¢ soluble reacciona con la subunidad 11 de
la citocromo oxidasa®™, y que el citocromo ¢ soluble interactia con el citocromo b, de
higado de-bovino®,

Otra clase de reactivos sumamente (liles para analizar interacciones de
moléculas diferentes, son los llamados reactivos de entrecruzamiento fotoactivables,
los cuales una vez que son iradiados con 1a longitud de onda adecuada, forman un
nitreno el cual es un grupo altamente reactivo y que funciona como un grupe de
marca}e covalente. En la siguiente pdgina se - enlistan los principales grupos

funcionales con los cuales reaccionan preferentemente los grupos nitreno activos™:

I Millet, ., Darley-Usmar, V. y Capaldi, R. 1982. Blochem. 21:3857-62.

2 Mauk, M.R. y Mauk, A.G. 1989. Eur. J. Biochem. 186:473-86.

s Baylay, H. y Staros, J.V. en Azides and Nilrenes Reactivity and Uility. 1984. Academic Press
Inc. Cap. 9. 434-90.



Grupo funcional

c-C
C=C
C-H
Arilo
N-H
Guanidinio
O-H
S-H
S-S
S-CH,
COOH
"CONHR
COOR
POH

Con este tipo de reactivés se han llevado a cabo sstudios para identiticar

componentes proteicos de membranas de eritrocitos™, obteniéndose resultados que
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Residuo de Aminodcldo en el que se encuentra el grupo
funcional:
Todos
Ninguno
Todos
Phe, Tyr, Trp e His
Lys, His y N-terminal
Arg
Ser, Thry Tyr
Cys
Cys-Cys
Met
Asp, Glu y COOH-terminal
Asn, GIn y enlace peptidico
metil aspartato y metil glutamato
fosfoserina, fosfotreonina y fosfotirosina

confirman y ademads complementan los previamente publicados®.

Para este tipo de estudios también se ha utilizado un reactivo relativamente

reciente, comercializado por la compaiia Pierce que se denomina sulfosuccinimidil

2-(p-azidosalicilamido)etil-1,3"-ditiopropionato, cuya estructura se muestra en la figura

12,

M Staros, J.V. y Richards, F.M. 1974. Biochem. 13{13):2720-26. N
5 Fairbanks, G., Steck, T.L. y Wallach, D.F.H. 1971. Biochem. 10:2606-
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-Grupo Foloactivable oster NHS

oH . SO
[} ? f
LNy —g-ﬁ—cnz—mz-s-s—culz-cuz—!c—o—u ;
SASD ’

" Figura 12. Esquema del reactivo de entrécruzamiento

2-(p-azidosalicilamido)etil-1,3 ditiopropionato (SASD)"?

Folleto de Pierce qua acompaiia al reactivo
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Este reactivo presenta las siguientes caracter(sticas:

* peso molecular = 541.51

*1amario de 18.9 A

* es soluble en agua

* presenta un enlace disulfuro en su parte media

* es heterobifuncional y

* se puede marcar radiactivamente con Yodo'®

Con este reactivo se han llevado a cabo estudios para determinar la interaccidn
de las lectinas con su receptor celular en membranas de evitrogitos® asi como la
interaccidn de las fitohemagiutininas y su receptor celular en membranas te
linfocitos®.

Este reactivo también ha sido ulilizado para estudiar la interaccién de
lipopolisacdridos de Escherichia colf con albimina de humano y de bovino®, asi como
para identificar ef receptor celular de la interleucina-3 acoplada a este reactivo™.

También se ha utilizado para identificar e} receptor celular en neutrdfilos det
péptido N-formil-Met-Leu-Phe-Lys®.

Méas recientemente se han llevado a cabo estudios topoldgicos para determinar

la relacién gue existe entre los componentes del complejo del citocromo b,f en

5 Ji, TH, yJi, 1. 1982, Anal. Blochem. 121:286-89.

7 Shephard, E.G., de Beer, F.C., ven Holt, C. y Hapgood, J.P. 1988. Anal. Biochem. 168:306-13.
i Wollonweber, H-W. y Morrison, D.C. 1985. J. Biol. Cheim. 260{28):15068-74.

b Sorensen, P., Farber, N.M. y Kryslal, G. 1986. J. Biol. Chem, 261{20):9094-97.

@ Allen R.A., Tolley, J.0. y Jesitis, A.J..1986. Biochim. Biophys. Acta. 882:271-80.
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membranas de tilacoides de células de espinaca®. Nosotros escogimos utilizar este
reactivo para estudiar Ia interaccién que existe entre la subunidad V o proteina
fierro-azufre del complejo be, mitocondrial con el resto de las demas subunidades de

este complejo (ver mds adslante}.

LX1 Antecedentes;

Como se menciond anteriormente, la proteina fisrro-azufre ha sido objeto de
diversos estudios encaminados a determinar su posicidn e interaccion con las demds
subunidades dentio del complejo be, mitocondrial. £n estos estudios, se han realizado
digestiones proteoliticas, estudios de marcaje que involucran reactivos de
entrecruzamiento como tas carbodiimidas® y derivados de lipidos fotoactivables a
diferentes niveles dentro de la membrana interna mitocondrial {ver figura 13). Los

. resultados apoyan el modelo propuesto por Gonzéiez-Halphen y colaboradores (1991),
en @l cual la protelna fierro-azufre estd iocalizada en la superficie externa de la
membrana interna mitocondrial (ver figura 11) y al parecer estaria en contacto o
imeracluando con la subunidad Hl o bcitocromo b del complejo be,. En dicho trabajo®
los autores éncomraron que al realizar digestiones proteoliticas limitadas con tripsina

de una preparacion del complejo bc, intacto o de la proteina fierro-azufre purificada a

o Shallan, M.A-A.M., Radau, B., Salnikow, J. y Vater, J. 1991. Biochim. Biophys. Acta. 1057:64-68.
6z U, Y., De Vries, S., Leonard, K. y Weiss, H. 1981, FEBS Lell. 135(2):277-80.
Gutweniger, H., Bisson, R. y Montecucco, C. 1981, J. Biol. Chern. 256(21):11132.36.
Gonzdlez-Halphen, D., Lindorfer, M.A. y Capaldi, R. 1988, Biochem. 27:7021-31.
Hemrika, W, y Berden, J.A. 1990. Eur. J. Biochem. 192:761-65.
Gonzalez-Halphen, D., Vizquez-Acevedo, M. y Garcfa-Ponce, B. 1881, J. Biol. Chem.
266(6):3870-76.
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Figura 13. Sondas hidrofdbicas utitizadas para marcar al complejo be,
mitocondrial
de izquierda a derecha: arilazidofosfatidiletanolamina,
. arilazidofosfatidilcoline y TID-"1"

39

Gutwsniger, H., Bisson, R. y Monteccuco, C. 1981. J. Biol. Chem. 256{21):11132-36
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parir de este complejo, esta subunidad daba lugar a tres fragmentos diferentes
denominados V°, V'y V" de acuerdo a los tiempos de digestion (ver figura 11).

Al llevar a cabo experimentos de reconstitucién con la proteina fierrc-azufre
intacta, el fragmento V* (que es la proteina fierro-azufre sin la porcién de 20 residuos
de aminodcidos que comprende a los resfiduos desde la Lys™ hasta la Lys®) y un
complejo be, carente de esta subunidad, se observé que la protefna fierro-azufre
intacta recuperaba la actividad de 6xido-raduccién del complsjo, en tanto que en el
mismo tipo de experimentos, pero con el fragmento V*, se noté que no se recuperaba
la actividad de oxido-reduccion del complejo; ademds, al agregar el fragmento de 20
residuos de aminodcidos que comprende desde la Lys™ a la Lys™, este fragmento
inhibia 1a unién de una proteina fierro-azufre intacta con un complejo be, carente de
esta subunidad. Con base en estos resultados, se propuso que la protaina fierro-azufre
interactiia con el complejo be, por medio de interacciones hidrofébicas a través de la
region que comprende los 20 residuos de aminodcidos (desde el residuo de Lys™ a la
Lys™) posiblemente con la hélice-o denominada IV del citocromo b Gue se encuentra
oﬁentada hacia la superficie externa de la membrana intema mitocondrial y que como
se habia comentado anteriormente (ver punto LVIII) presenta la caracteristica de ser
aniifilica. De lo anterior se concluyé que fa proteina fierro-azufre no es una proteina de

membrana con un cruce transmembranal cldsico (ver figura 11).
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El objetivo del presente trabajo, basado en los resultados experimentales antes
mencionados, comprende la Identificacién del sitio de unién de la proteina
flerro-azufra al resto del complefo be,.

Por los antecedentes anteriorments expuestos, nuestra hipétesis de trabajo es
que la proteina fierro-azufre se une directamente al cltocromo b y posiblemente
interactia tamblén con las subunidades 1V (citocromo c,) y IX.

Nuestro enfoque exberimental se basa en el hacho de que la protefna
fierro-azufre puede disociarse del complejo y volvers_e a reasociar. Al modificar con el
reactivo bifuncional a la proteina purificada, se pretendia encontrar los sitios
aspecificos con los (;uales interactda al reconstituirse de nuevo al complejo y al realizar
la fotoactivacién; de esta manera se evita la utilizacién de agentes entrecruzadores
que modifican’ a todas las subunidades presentes 9}1 el complejo. El enfoque
experimental emula {a modificaclon de un ligando, el cual es ﬁuesto en contacto con su
recepior, formandose un prﬁducto de enlrecruzamiento covalente al irradiar con luz

uitravioleta.
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Il METODOLOGIA
0 . lag Mi irias:

Las mitocondrias utilizadas en este trabajo se obtuvieron de acuerdo con el
método reportado por Léw y Vallin', el cual en términos generales consiste en lo
siguiente:

Primero, se fimpian y cortan los corazones de bovino dejando solamente s!
musculo, seguido de o cual, se pesan fracciones de aproximadamente 400 gr de
carne, se muelen y se resuspenden en un amortiguador que contiene sacarosa 250
mM, Tris § mM y EDTA-K 2 mM (pH 7.4). Se ajusta e! pH a 8.0 con Tris saturado y se
licua la mezcla durante 5 segundos con intervalos de 5 segundos (45 segundos en
total). Una vez hecho ésto, se vuelve a ajustar ef pH a 8.0 y se procede a purificar las
mitocondrias por medio de centrifugaciones graduales de baja (1,288 x g durante 10
min) y alta (13,290 x g durante 10 min) velocidad, en presencia de un segundo
amaortiguador que contiene sacarosa 250 mM y Tris 5 mM (pH 7.4). Una vez obtenidas

las mitocondrias se guardan en el Reveco a -70°C hasta su uso.

L) Pusificacion del Compleio be. M -

El complejo be,, se purificé de acuerdo con 3 métodos distintos:
* Rieske, J.5.2

* Lungdahl, P.O. y colaboradores® y

! Léw, H. y Valiin, I, 1963. Biochem. Biophys. Acla. 69:361-74.

2 Riaske, J.S. 1967. Methods Enzymol. 10:229-39.

: Ljungdahl, P.O., Pennoyer,.JD Robertson, D.E. y Trumpower, B.L. 1987. Biochim. BIDDhyS
Acla. 891:227-41. .
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* El método desarrollado en el presente trabajo

Cada método consiste en general en lo siguiente:

* Rieske J.S.

En este método, el complejo be, se obtiene mediante 3 pasos secuenciales;

1) Preparacion de la fraccion S1:

Primeramente se determinan tanto el volumen como la concentracién de
proteina total de las mitocondrias por medio del método de! biuret, después de lo cual
se realizan precipitaciones, en prasancia dal detergente idnico desoxicolato de sedio y
de cloruro de potasio, y centrifugaciones intermedias de alta velocidad (150,000'x g
durante 16 min), seguido de lo cual se obtiene una pastilla que se denomina S1y que
sa guarda en el Revco a -70°C hasta que se vuelve a utilizar.

2) Preparacion del compléjo be, crudo:

Este paso se inicia a partir de la fraccién S1 e inicialmente hay que determinar el
volumen y la concentracién de proteina de la fraccion 81 por medio del método dal
. biuret, después se hace una serie de precipitaciones graduales en presencia del
detergente idnico desoxicolato de sodio y de acetato de amonio, asi como una serie
de centrifugaciones intermedias de alta velocidad (150,000 x g durante 16 min), hasta
que se obtiene una fraccion que se denomina complejo bc, crude, que recibe este
nombre porque estd contaminado con la succinato deshidrogenasa ¢ complejo il de la |
cadena respiratoria mitocondrial. El complejo bec, crudo obtenido, se guarda en et

Revco a -70°C hasta que se va a utilizar,
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3) Preparacicn del compilejo be, puro:

En este paso final se utiliza la fracciéﬁ del complejo b, crudo obtenida en el
paso anterior, se determinan nuevamente el volumen y la concentracién da protelna
del complsjo be, crudo y se vuelven a llevar a cabo una serie de precipitaciones
graduales en presencia del detergente iénico colato de potasio y de sulfato de amonio,
asi como una serie de centrifugacionss intermedias de alta velocidad (150,000 x g
durante 10 min). De esta manera se obtiene un complsjo be, puro que se guarda en e!
Hevco a -70°C hasta que se va a utilizar.

~Lungdaht, P.Q,

Este método para fa puriticacién del complejo be,, a diferencia del anterior, no
* requiere de tantos pasos. Inicialmente, se determina el volumen y contenido de
protefna total en mitocondrias por medio del método del biuret, estas se resuspenden a
una concentracion de 30 mg/ml, se les ajusta el pH a 8.0 y se hace una primera
centrifugacion a alta velocidad (100,000 x g durante 90 min), despuéds de lo cual se
determina nuevamente el volumen y el contenido de proteina del botén por medio del
método dsl biuret, seguidamente se agrega el detergente no iénico lauril maitdsido a
una concentracién de 1 mg/mg de proteina estando ésta a una concentracidn final de
10 mg/ml. Se hace una segunda centrifugacién de alta velocidad (100,000 x g durante
90 min), y al sobrenadante se le agrega NaCl 100 mM, se incuba durante 1 hora con
agitacion y se aplica la muestra a una columna de DEAE Biogel-A previamente

equilibrada con Tris-HCl 50 mM, sulfato de magnesio 1 mM y lauril maltdsido
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0.img/ml en presencia de cloruro de sodio 100 mM (pH e.p). Una vez lavada la
columna con ef mismo amortiguador, se eluye la muestra con un gradiente de 100.a
300 mM de cloruro de sodio y se analiza espectrofotométricamente a 415 nm; la
fraccién que corresponde al be, se carga en una segunda columna de DEAE-Sefarosa
CL-4B, previamente equilibrada con el mismo amortiguador; se lava la columna y se
eluya un complejo be, puro, que se guarda en el Revco a -70°C.

_Mstodo desarrollado en el presente trabgfo

Este método es una modificacion al reportado por Rieske, en el cual se siguen
los 2 primeros pascs, la obtencién de la fraccién S1 y la del complejo be, crudo, asi
como la utilizacién del detergente no idnico lauril maltésido y la columna de DEAE
Biogel-A. Se empieza con la fraccion cruda del complejo be,, la cual se resuspende a
10 mg/m! con Tris-HC! 50 mM, y sulfato de magnesio 1 mM (pH B.0); seguido de ésto
se incuba 1 hora con agitacion a 4°C en prasencia ds! detergente no idnico lauril
maltésido en una proporcidn de 0.3 mg/mg de proteina. Se diluye 1 2 con el
amortiguador de la columna que contiene Tris-HCI 50 mM, sulfato de magnesio t mMy
lauril maltdsido 0.1 mg/ml (pH 8.0) y se dializa contra 10 volimenss del mismo
amortiguador en ausencia de fauril maitdsido durante 2 horas con un cambio de
amoniguador a la hora, después de esto, se centrifuga a 60,000 x g durante 10 min y
ol sobrenadante se carga en una columna de DEAE Biogei-A previamente equilibrada
con el amortiguador antes mencionado. Después se eluye la columna con un
gradiente de 0 a 150 mM de NaCl para obtener la succinato deshidrogenasa; se

lava con un velumen ds 150 mM de NaCly después seeluye con otro gradiente
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de 150 a 400 mM de NaCl, con el cual se obtiene una preparacion de complejo
be, puro carente de contaminantes por parte de la succinato deshidrogenasa 6
complejo [I de la cadena respiratoria mitocondrial, la cual se concentra y se guarda en

el Revco a -70°C.

LIl Ensayos Espectrofotométricos del Complejo bc,:

Las muestras obtenidas se analizaron en un espectrofotémetro Shimadzu UV
(160U) de fa siguiente manera:

En una celda de cuarzo de 1 m! se colocaron 900 ¢ 950 pl de amortiguador de
fosfatos de potasio 25 mM, EDTA de potasio 0.025 mM y Tween 20 0.1% (pH 7.2) asl
como 50 6 100 i, tanto del complejo be, total 6 del complejo be, carente de la protafna
ﬂerro-ézufre. A continuacién, se agregé ferricianuro de 1.;otasio 1M (05 mM
concentracién final), para hacer la linea base, haciéndose un barrido
espectrofotométrico de 450 a 600 nm, seguido de lo cual se agregs ascorbato 1 M pH
7.0 (5 mM concentracién final} y sé hizo el primer espectrs {reduccidn del citocromo
¢,). Con la muestra anterior se hizo una segunda linea base en el mismo rango anterior
; posteriormente se agregd ditionita en polvo y se hizo el segundo espectro (reduccisn
del citocraomo b). La concentracién molar de ambos citocromos se determind utilizando
los cosficientss de extincién molar reportados por Degli Esposti y colaboradores® de

17.5 y 25 mM? cm™ respectivamente.

4 Degli Esposti, M., Al Tzai., G. Palmer y G. Lenaz. 1986. Eur. J. Biochem. 160:547-55.
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1LIV Ensavos de Reconstitucion:

Se llevaron a cabo experimentos de medicién del transporte de electrones para
el complejo be, carente de la proteina fierro-azufre, complsjo be, reconstituido con esta
subunidad, asf como para el complejo be, intacto. Estos experimentos se hicleron en
un especm.)fotémetro de doble rayo SLM-Aminco DW 2a UV/Vis, en el modo dual
(50-540 nm) de la sigulente manera:

Se incubaron durante 30 min a 30°C 200 pmolas del complejo be, carente de la
proteina flerro-azufre, con tantidades crecientes de esta subunidad. de 200 a 800
pmolas de proteina, en presencia de 275 ug de lipidos (asolectina/cardiolipina), mds
amortiguador de fosfatos de potasio 25 mM y EDTA‘de potasio 0.025 mM (pH 7.2) en
un valumen final dé 150 pl. Pasado este tiempo, tanto 91 ‘complejo be, carente de la
protelna fierro-azufre, como el complejo be, total, se colocaroh por separado en celdas
de cuarzo de 2 mly se agregd Tween 20 al 0.2%, 50 ug cie‘lfpidos, citocromo ¢ soluble
30 uM y ubiguincna (DBH) 15 uM para disparar la rea'cclt;n. y se aforé a 2 ml con
amortiguador de fosfatos de potasio 25 mM, conteniendo EDTA de potasio 0.025 mM

{pH 7.2).
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LV Purificacid ing fierro-

La protelna fierro-azufre 6 subunidad V del complejo be, mitocondrial ha sido
purificada por 3 métodos distintos:

* Trumpower y Edwards5

* Enge! y colaboradores® y

* Shimorﬁura y colaboradores’

El inconveniente de los dos primeros métodos, es que se utilizan agentes
caotrépicos como el clorhidrato de guanidina (2 M) y Urea (2 M) respectivamente, por
lo que al llevar a cabo los experimentos de reconstitucion del complejo be, carenté ‘de
la proteina fierro-azufre con la proteina que purificaron, los autores observaron que las
actividades de los complejos rgconstituidos no eran muy altas, comparadas con las
actividades de los complejos nativos, posiblemente debido a un efecto desnaturalizante
por parte de los agentes caotrépicos que se ulitizaron en estos trabajos. El tercer
método que fué el que utilizamos nosotros en una parte de esle trabajo, es més
apropiado para purificar la protefna fierro-azufre porque a diferencia de los 2
anteriores, né utiliza agentes caotrpicos para su purificacion, sino que se basa en el
uso de una columna hidrofébica de fenil Sefarosa CL-4B que se equilibra con un
amortiguador que contiene Tris- HC! 25 mM, desoxicolato de sodio 0.25%, EDTA-Na 1
mM, ditiotreitol 1 mM y glicerol al 20% (pH 8.0}, en la cual se carga e! complejo bg,,

purificade por el método de Rieske; se lava la columna y se eluye la proteina

Trumpower, B.L. y Edwards, C.A, 1979. J. Biol. Chem. 254(17):8697-8705.
¢ Engel, W.D., Michalski, G. y von Jagow, G. 1983. Eur. J. Biochem.132:395-402.
Shimomura, Y., Nishikimi, M. y Ozawa, T. 1984. J. Biol. Chem. 259(25):14059-63.

<
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flerro-azufre con Tris-HC! 25 mM, desoxicolato de sodio 1%, ditiotreitol 1 mM y glicerol
20% (pH 8.0), seguido de fo cual se eluys el complejo b, carén!e de esta subunidad
con Tris-HCI 25 mM, Tween 20 3%, ditiotreitol 1 mM y glicerol 20% (pH7.5). Finalmente
se lava la columna con Tris-HC! 25 mM y dodecil sulfato de sodio 2% (pH7.5), para
terminar de eluir la proteina que aun pueda quedar unida a la columna. El
inconveniente que tiena esta técnica es que la proteina fierro-azufre obtenida no estd
totalmente pura, ya que presenta contaminacién por parte de fas subunidades
estructurales de alto peso molecular | y Il del complejo be,, por lo que los autores
utilizan- una segunda columna de filtracion de Sefacrii S-200 para eliminar los
contaminantes, obteniéndose una fraccidn enriguecida en la proteina fierro-azufre,
-perc con muy bajos rendimientos.

En el laboratorio modificamos esta dltima metodologia para la purificacién de la
proteina fierro-azufre, a partir de una preparacion del complejo be, obtenida por el
método desarroliado en el laboratorio (ver Metodologla) y quse es un prerequisito
indispensable para la ulterior purificacién de la proteina fierro-azutre,

Nuestra modificacion nos permite utilizar Unicamente la columna hidrofdbica de
fenil Sefarosa CL-4B para obtensr una preparacion pura de esta proteina en un solo
paso, y consiste en lo siguiente:

1) Se disminuyé la concentracién del detergente desoxicolato de sodio 10

veces, de 0.25% que utilizan Shimomura y colaboradores a 0.025% y
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4 2) Se disminuy6 también la concentracién del mismo detergents, pero

ahora en el amortiguador para eluir 1a proteina flerro-azufre, de 1% que

reportan Shimomura y colaboradores a 0.1%, haciendose un tavado extra

con este amortiguador.

Por o demds, se siguen los mismos pasos para la purificacién de la proteina
fierro-azufre y del complejo be, carente de esta subunidad.

Vi inacién de proteinas:

Las protefnas obtenidas y usadas en este trabajo, 1uer6n cuantificadas por los
métodos del biuret® y de Lowry modificado por Markwell y colaboradores® (ver apéndice
. '

1LVII Determinacién de Hierro no Hémico:

Sa hicieron determinaciones de hierro no hémico para la proteina fierro-azufre
por dos métedos distintes. En el primero de ellos se siguié el método descrito por
Brumby y Massey' que en general consists en lo siguiente:

Primeramente se hace una' curva patrén de ferredoxina en un intervalo de 0 a
30 nmolas de hierro; a continuacién tanto las muestras de la curva patrén como las
problemas se aforan a 100 yul con agua bidestilada y se agregan 100 p! de una

solucién de ditionita de sodio 0.2%, mantenida con burbujec de nitrégeno todo el

tiempo.
b Gornall, A.G., Bardawill, C.J. y David, M.M. 1949, J. Biol. Chem. 177:751-66.
° Lowry, O.H.,, Rosebrough, N.J., Lewis, FL.y Randall, R.J. 1951, J. Blol, Chem. 193:265-75.

Markwell, M.AK,, Hass, S.M., Bieber, L.L. y Tolben, N.E. 1978, Anal. Blochem. 87:206-10.
0 Brumby, P. E. y Massey, V. 1967. Methods Enzymol. 10:463-74,
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Seguido de ésto, se afiaden 700 ! de etanol al 95%, después de lo cual, se
agregan 50 ul de una solucién de batofenantrolina at 0.2% disuelta en etanol al 95% y
finalmente se adicionan 0 pl de acetato de sodio 1 M, Se agitan las muestras y se
incuban durante 5 min a 38°C, para permilir el desarrollo del color; se centrifugan
durante 5 min y se leen las muestras en un espectrofotdmetro a 535 nm.

El segundo método se llevo a cabo en el laboratorio de Contaminacicn de
Suelos del Departamento de Edafologfa del Instituto de Geologia de la U.N.A.M.
con la gran ayuda de la Maestra en Clencias Lourdas Flores Dslgadillo, en un
espectrofotémetro de Absorcién Atdmica Perkin-Elmer 372,

Para ésto, primeramente se calibra el espectrofotémetro con 2 soluciones de
hierro con una concentracién de 2.5 y 5.0 partes por milldn (ppm) respectivamente; a
continuacion se lee una curva patrén de hierro con una concentracidn entre 0 a 5 ppm
y a continuacién se leen las muestras problema. Tanto las soluciones para calibrar el
especgrofotémetro, como la curva patrén de hisrro y las muestras problemas pasan a
través de una flama de aire-acetileno (2,700°C), seguido de lo cual se determinan los
valores de absorbencia de hierro atémico, sin importar si estd reducido u oxidado, a
una longitud de 248 nm, ulilizando una ldmpara de Cu-Ni-He. Finalmente la
concentracién de hierro en las muestras problema se determina interpolando su

absorbencia en la curva patrén.



52

LIl Reaccion de E N

Para realizar los experimentos de entrecruzamiento, utilizamos sulfosuccinimidil

2-(p-azidosalicilamido)etil-1,3-ditiopropionate (ver figura 8), que de aqui en adelante
designaré como SASD. Ei protocolo que se siguid para llevar a cabo estos
experimentos es el descrito en el folleto de Pierce que acompafia al reactivo, y que en
general consiste en lo siguiente:

Vil racidn de ion madr D;

‘Se disusiven 3 mg de SASD en 50 p! de dimetilsulioxido; esta solucién se pueds
guardar en el Revco a -70°C hasta su uso (hasta por 3 meses). Todo se lleva a cabo
en la oscuridad.

ILVJILY Preparacién de la solugidn de trabalo:

Se hace una ditucién 1:20 de la solucién madre de SASD, con amoniguador de
fosfato de sodio 0.1 M (pH=7.4).

. Se toman 10 i de la solucion anterior y se les agrega 90 ¢l de amoniéuador de
fosfato de sodio 0.1 M (pH=7.4), y se agita. Esto se hace para que al final el reactivo
quede a 55 nmelas en 100 ul del amortiguador anterior. Todo se ileva a cabo en la

oscuridad.
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Para marcar el reactivo SASD con yodo 125 (1), primeramente hay que
preparar el IODO-GEN (Pierce). Para esto, hay que disolver 2 mg de este reactivo en
200 pl de cloroformo, seguido de esto se pipstean 100 pl de esta solucién en un
tubo de vidrio,
se evapora el cioroformo con nitrégeno, se tapa el vial y se guarda en el congelador
(en un desecador).

Una vez hecho lo anterior, se procede a marcar el reactivo SASD de la siguiente
manera: Se agrega la solucion de trabajo (punto HLVIILE) al tubo en el qué sB
encuentra el lodo-Gen y se agregan 40 pCi de yoduro de sodio 125 (Na-") y 18.5
nmolas de yoduro de potasio en 10 pl de amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M (pH
7.4). Se deja qua se llave a cabo la reaccién durante 30 segundos y se detiene ésta,
removiendo la solucién del tubo. De esta manera reactivo SASD queda marcado con
'], Todo se lleva a cabo en la oscuridad.

ment ntr.rzmi SASD:

Se utilizan 16 nmolas de la protefna problema (que para estos experimentos
{ueron tanto el citocromo ¢ soluble de corazén de caballo como la protelna fierro-azufre
purificada por nosotros en este trabajo), en amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M
{pH 8.4) en presencia de 0.5% de Tween 20, para evitar que precipite la proteina

fierro-azuire. A estas 16 nmolas, se les agrega la solucion de trabajo (100 pl) en 300 !
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de amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M (pH 8.4); se deja incubar por 30 min a
temperatura ambiente con agitacion suave. El exceso de reactivo se elimina filirando
el complejo ASD-proteina a través de una columna de Excelulosa GF-5 praviamente
equilibrada con 10 volimenes de columna con un amortiguador de fosfato de sodio 20
mM, cloruro de sodio 0.15 M y Tween 20 al 0.5% (pH 7.4), y elulda con el mismo
amortiguador. Todo lo anterior sa lleva a cabo en la oscuridad.

Seguido de esto, se determina el pico de elucién que corresponde al complejo
ASD-proteina, por medio de un micro-Lowry que se hace en una placa para la técnica
de ELISA en la que se colocan las siguientes cantidades:

* 80 ul de agua bidestilada (blanco)

* 40 pl de agua

* 40 pl del complsjo ASD-proteina

* 200 plde la solucién C de Lowry (ver apéndice |} dejéndose incubar por 10

min a temperatura ambier;nte con agitacion suave

“ 20 pl de la solucion D de Lowry dejando incubar por 30 min a temperatura

ambiente con agitacién suave. Pasadc; este tismpo, se lee la placa en un lector

de ELISAS (Bio Rad 2550) con un filtro dé 600 nm.

Una vez determinado el pico de elucion del complejo ASD-proteina, se realiza el
entrecruzamiento del complejo, en este caso ASD-proteina fierro-azufre, con el

complejo be, carente de esta subunidad, para lo cual se colocan cantidades crecientes
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del complejo ASD-protelna flerro-azufre con el complejo be, carente de esta subunidad
en ias condiciones de reconstitucion reportadas por Shimomura y colaboradores®,en

las cuales se emplean los siguientes reactivos:

* complejo be, carente de la proteina fierro-azufre, 300 pmolas

* complejo ASD-prote‘fna fisrro-azufre en cantidades de 0, 300, 600y
900 pmolas

* amortiguador de fosfato de potasio 25 mM, EDTA de potasio 0.025 mMy
Tween 20 al 0.01% (pH7.5)

* los iipidos cardiclipina (20% w/w) y asolactina (80% wiw)

todo esto se pone en un volumen méximo de 200 pl, por separado se tienen las
muestras control (sin iluminar con luz ultravioleta), y las problema que se iluminan con
una luz ultravioleta. Estas muestras se incuban durante 30 min a 30°C para que se
lleve a cabo la reaccién de reconstitucién, después se iluminan las muestras problema
con luz uitravioleta de onda corta (254 nm) durante 10 min a una distancia de 10 cm
con una lampara de luz ultravioleta (Spectroline).

Finalmente se cargan las muestras, tanto las no iluminadas (control) como las
iluminadas (problema) en un gel de poliacrilamida en presencia de dodecil suffato de
sodio, y en ausencia de -mercaptoetanol, para tratar de visualizar e identificar los

posibles productos del entrecruzamignto.

" Shimomura, Y., Nishikimi, M. y Ozawa, T. 1984, J. Biol. Chem. 259(25):14059-63.
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ILIX Electroforesis;

Las muestras para su andlisis, se somstieron a electroforesis en Qeles de
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfate de sodio, en ausencia de
B-mercaptostanol de acuerdo con el metodo reportado por Sh#gger y colaboradores®,

Las caracteristicas y condiciones en las que se corrisron los gelss son las

siguientes:
gel de separacién gel concentrador
(16%) {4%)
* Acrilamida-bisacrilamida 16mt 1.6ml
(30%-0.938%) .
* Amorliguador 10ml 3.0ml
(Tris3M,HC1 1 My
Dodecll sulfato de sodio 0.3%)
* Glicerol (78.5% v/v) 4ml [
= Agua . J—
* Persulfato de amonio 100 100p
* TEMED 104 104l

Los amortiguadores requeridos para correr los geles son:

* Amortiguador de! cétodo (-} amiba:

Tris 01 M

Tricina 01 M

dodecil suifato de sodio 0.14%
* Amortiguador del dnodo (+) abajo:

Tris-MCl 02M

{pH8.9)

Los gsles se corrieron durante 17 horas aproximadamente a voltaje constante,

primeramente se deja que entren las muestras al gel concentrador durante 1 hora a 30

n Shagger, H., Link, T.A., Engel, W.D. y von Jagow, G. 1886. Methods Enzymol. 126:224-37.
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mV; pasado este tismpo se incrementa el voltaje a 80 mV y se deja correr las 17 horas.

Una vez terminada la corrida, se saca el gel y se pone a fijar durante 1 hora en

una solucién que contiene: .
* metanol " 50%
* dcido acético 10%

Después 'de terminar de fijar el gel, éste se pone a tefiir con la siguiente

solucidn:
* azul de Coomassie 0.1%
* dcido acético 10%

Una vez teiiido el gel, se pone a destefiir con 1a siguients solucidn;

* 4cido acético 10%

IL.X Inmunorréplicas tipo Western;

Se realizaron inmunorréplicas tipo Wastern* tanto para comprobar la pureza de
ta proteina fierro-azufre purificada por nuestro método, utilizando para ello anticuerpos
convencionales dirigidos contra esta subunidad y contra las subunidades estructurales
de aito peso molecuiar | y Il, asl como paia buscar posibles productos de
entrecruzamiento utilizando también anticuerpos de consjo dirigidos contra la proteina
fiarro-azufre. Ambos anticuerpos los purificé en este laboratorio la QBP Miriam

Vdzquez Acevedo.

» Hawkes, R., Niday, E. y Gordon, J. 1982, Anal. Blochem. 119:142-47.
Towblin, H., Staehelin, T. y Gordon, J. 1979. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 76(9):4350-54.
Gonzalez-Halphen, D., Lindorer, M.A. y Capaldi, R. 1988. Biochem. 27:7021-31. .



58

Una vez que terminé de correr ol gel con las muestras problema, se procedié a
incubar éste durante 1 hora con amortiguador de transfaerencia que contiene Tris-HCI
25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% y dodecil sulfato de sodio 0.1%. Pasado este
tiempo, se transfierié el gel a una membrana de nitrocelulosa durante 4 horas a
corriente constante a 250 mA. Una vez terminada la iransferencia, se bloqued la
membrana de nitrogelulosa con un solucién de gelatina al 3% disuelta en Tris-HCI 20
mM y cloruro de sodio 0.5 M (pH 7.5) durante 4 horas ¢ toda la noche con agitacion;
seguido de esto, se lavé la membrana de nitrocelulosa 2 veces, 5 min cada vez, con
Tris-HC1 20 mM v cloruro de sodio 0.5 M (pH 7.5). Posteriormente se agregé gelatina at
1% disuelta en Tris-HC! 20 mM, cloruro de sodio 0.5 M y Tween 20 al 0.05% (pH 7.5),
a continuacion se agregaron los anticuerpos de conejo dirigidos contra las
subunidades de alto peso molecular 1 y II, asi como contra la proteina fierro-azufre.

La mezcla se dsjo incubar durante 4 horas o toda la noche con agitacion suave,
una vez transcurrida la incubacion con e primer anticuerpo, se lavéd la membrana de
nitrocelulosa con el amorliguador anterior dos veces duranle 5 min cada una y a
continuacion se afiadié nuevamente gelatina al 1% disuelta en el mismo amortiguadgr,
saeguido de lo cual se agreéé el segundo anticuerpo, que esta acoplado a fosfatasa
alcalina, y se dejé incubar durante 4 horas o toda la noche con agitacién suave.

Finalmente se visualizaron las proteinas transferidas y reconocidas por los
anticuerpos utilizados, haciendo primeraments dos lavados de 5 min cada uno con el

amortiguador antes mencionado, seguido de fo cual se afiadié una solucién de
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blcﬁrbonato de sodio 0.1 M y cloruro de magnesio 1.0 M (pH 8.9). A continuacién se
agregé una solucion de S-brome-4cloro-3-indoil fosfato de toluidina y otra de azulde
tetrazolio para que se llavara a cabo la reaccidn da la fosfatasa alcalina, en cuanto se
visualizaron las bandas, se tird rdpidamente la solucién anterior y se lavd con

abundante agua bidastilada.
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Il RESULTADOS

L1 Purificacién del Compleio. b

Como se menciona en la Metodologia, el complejo bc, se purificé de acuerdo
con 3 métados diferentes:

* Rieske'

* Ljungdahl P.O. y colaboradores? y

* Método Modificado
se obtuvieron {os siguientes resultados: .

Cuando se llevé a cabo la purificacion del compiejo be, de acuerdo con el
método descrito por Aieske (ver Metodologfa), obtuvimos una preparacién acorde a lo
previamente reportado. El complejo obtenido al ser sometido a una electroforesis en
gelss de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio, presenté 11 bandas
caracleristicas, como se aprecia en la figura 14, y que presenta contaminantes por
pate de las subunidades de alto peso molecular del complejo Il 6 succinato
deshidrogenasa (sdh). Al purificar el complejo be, de acuerdo con la técnica descrita
por Liungdah! y colaboradores (ver Metodologfa) se obtiene una preparacion més pura
del complejo, ya que con los gradientes de cloruro de sodio de 0-150y de 150-400
mM, se obtiene primeramente una fraccion que comesponde a la succinato

deshidrogenasa y con el segundo gradiente se obtiene la fraccidn correspondiente al

Rieske, J.S. 1967. Methods Enzymol. 10:229-38.
: Ljungdahl, P.O., Pennoyer, 4.0, Robertson, D.E. y Trump , B.L. 1987. Blochlm. Blophys.
Acta. 891:227-41.
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Figura 14. Patrén electroforético para el complejo be, mitocondrial purificado de
acuerdo con gl método de Rieske

10 pg de complejo be, en el carril
SDH: succinato deshidrogenasa
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complejo be, como se musestra en el perfil de elucién de la columna de DEAE Biogel-A
{ver figura 16}, En la figura 16, se muestran los patrones electroforéticos para la
succinato deshidrogenasa (sdh) y para el complejo be, con sus 11 bandas
caracteristicas (bc,); este lltimo, si se compara con el complejo be, abtenido por el
método descrito por Rieske (ver figura 14) presenta menos contaminantes de alto peso
molecular. En la figura 17 se muestra el patrén electroforético para un complsjo bc,
obtenido acorde con la técnica descrita por Ljungdah! y colaboradores utilizando el
detergente lauril maltésido de Sigma (ver Discusidn).

Ahora, al hacer fa purificacién del complejo be, de acuerdo con el Mé.loda
Modificado (ver Metodologia) es decir, partiendo de la fraccion del complejo be, crudo
obtenida de acuerdo con el método descrito por Rieske, con el fratamiento con el
detergente no idnico lauril maltésido, se obtuvo una preparacion del complejo be, que
presentd un allq grado de pureza asf como sus 11 bandas caracteristicas, como s8
observa en la figura 18. Esta metodologia nos permitié obtener una preparacién d_e la

proteina fierro-azufre con un alto grado de pureza.
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Figura 15, Perfilde elucion para la succinato deshidrogenasa {sdh) y el compiejo
be, (bel) de la columna de DEAE Bioge!-A con un gradiente de cloruro de
sodio de 0-150 y 150-400 mM respactivamente
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Figura 186. Patrén electroforético para la succinato deshidrogenasa (SDH) y el
complejo be, mitocondrial (be,) eluidos de la columna de DEAE Biogel-A

10 1g de complejo bc, como control en los carriles 1y 8
10 pg de succinato deshidrogenasa en los carriles 2-7°
10 ug de compiejo be, -

* eluidos de fa columna de DEAE Biogel-A
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Figura 17. Patrén electroforético para el complejo be, mitocondrial obtenido por
el método descrito por Ljungdahl y colaboradores

10 ug de complejo be, por carril
SDH: succinato deshidrogenasa
NADH: NADH deshidrogenasa
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Figura 18 Patrén electroforetlco para el comple]o be;.purificado de acuerdo con
Nuestro Metodo

10 ug de complejo bc, en el carril
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! E rofotométricos;

Estos ensayos se hicleron para determinar tanto la concentracién molar de los
citocromos by c,, asf como para estimar la estequiometria de ambos citocromos antes
y después de purificar la proteina fierro-azufre. Los ensayos se realizaron en un
espectrofotémetro an un intervalo de 600-450 nm.

En la figura 19 se muestran los trazos tipicos de los espectros diferenciales
obtenidos para las preparaciones del complejo be, purificado por la técnica descrita por
Rieske, Ljungdahl y colaboradores y por Nuestro Método. Se enlistan a continuacién
los valores de concentracién molar para los citocromos b y ¢, asf como los valores de

astequiometria para ambos cilocromos antes de purificar ia protelna fierro-azufre:

Complejo be, Hemo tipo b Hemo tipo ¢, Estequiometria

(b/e,)

Risske 186.4 uM 98.0 uM 1.9:11
Ljungdahl 100.8 uM 52.6 uM 1.9:1
Nosotros 130.3 uM 65.3 uM 1.9:1

Para el caso del complegjo be, carente de la proteina fierro-azufre en los 3 casos
anteriores, al hacer los espectros diferenciales, se obtienen {razos similares a los de la
figura 19, solo que la estequiometria de los citocromos b y ¢, varia como se muestra a

continuacidn:
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"Figura 19. Patrones tipicos obtenidos para los espectros diferenclales de los

citocromos c, (arriba) y b (abajo)

pico méximo de absorcidn para el citocromo c, = 553 nm
pico méximo de absorcién para el citocromo b = 562 nm
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Complejo be, Hemo tipo b Hemo tipo ¢, Estequiometria
carente de proteina (blc,)
fierro-azufre
Rieske 54,40 yM 43.42 yM 1.2:1
Ljungdahl 59.20 uM 46.80 uM 1.2:1
Nosotros 124.0 pM 89.14 uM 1.4:1

HLI Ensayos de Reconstitucion:

Como se menciona en la Metodologia, se lievaron a cabo ensayos de
reconstitucion de actividad enzimética para el complejo be, carente de la protefna
fierro-azufre purificado por el método de Rieske, Ljungdahl y colaboradores y por el
Método Modificado. En la figura 20 se muestran los trazos tipicos obtenidos para estas
muestras en un espectrofotdmetro de doble longitud de onda a §50-540 nm.

También se llevaren a cabo ensayos de actividad enzimatica para el be, nativo
purificado por los 3 métodos antes mencionados; en la figura 21 se muestran los trazos

tipicos abtenidos ¥ a continuacion se enlistan los valores obtenidos para cada caso:

Complejo be, native pmolas cit cred/min/mg  pmolas cit ¢ red/min/mg

prot prot en presencia
de Antimicina
Rigske 7.2t 0.11
Ljungdah! 11.24 0.08

Nosotros 9.95 0.09
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Figura 20. Patrén de actividad enzimatica obtenido para el complejo be, carente
de la protefna fierro-azufre después de la reaccion de reconstitucién, en
ausencia (A) y en presencia (B) de antimicina
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0.01 Abs

Figura 21. Patrén de actividad enzimatica obtenido para el complejo be, nativo,
en ausencia (A) y presencia (B) de antimicina
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A conlinuacion se enfistan los valores de actividad enzimadtica para el complejo

be, carente de la pioteina fierro-azufre reconstituido, cbtenido de acuerdo a los 3

métodos utilizados:

Complejo bc, carente de umolas decitc pmolas decit ¢
la proteina flerro-azufre red/min/mg prot red/min/mg prot en
reconstituido’ presencia
de Antimicina
Rieske 212 Q.11
Ljungdahi 3.54 0.32
Nosotros 3.33 0.21

! ‘Para estos ensayos, se incubaron durante 30 min a 30 °C 200 pmolas del complejo be, carente
de la protelna fierra-azufre, con cantidades creclentes de esta subunidad, de 200 a 800 pmolas de
proteina, en presencla de 275 pg de lipidos (asoleclina/cardiolipina), mas amorliguador de fosfatos de
potasio 25 mMy EDTA de potasio 0.025 mM (pH 7.2) en un volumen final de 150 ul.
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1l ificacid la_Proteina fierrg-azuyfre;

La proteina fierro-azutre, ha sido purificada de acuerdo con tres métodos
diferentes:

* Trumpower y Edwards’

* Engel y colaboradores*

* Shimomura y colaboradores®

Como se menciona en la Metodologia, los dos primeros métodos, tienen el
inconveniente de que se ulilizaron agentes caotrépicos para la purificaciéh de la
protelna fierro-azufre como lo son el clorhidrato de guanidina (2 M) y la urea (2 M)
respectivamente. Estos agentes tienen un efecto desnaturalizante en la proteina
fierro-azufre, como lo indican los resultados obtenidos por estos grupos al realizar
experimentos de reconstitucién, en los cuales las actividades obtenidas para el
complejo be, carente de la proteina fierro-azufre eran inferiores a las actividades del
complejo nativo. El tercer método, que se utilizd en una parte de este trabajo, es més
apropiado para purificar la protelna fierro-azufre, porque no se utilizan agentes
caotrépicos, sino que se emplea una columna hidrofébica de fenil-Sefarosa CL-4B para
purificar primeraments la proteina flerro-azufre, seguido de lo cual se purifica al
complejo be, carente de esta subunidad de la misma columna y finalmente se eluye

el resto de proteina que queda unida a la columna (ver Metodologia).

3 Trumpower, B.L. y Edwards, C.A. 1979. J. Biol. Chem. 254(17)-:8697-8706.
Engel, W.D., Michalski, C. y von Jagow, G. 1983, Eur. J. Biochem. 132:395-402.
3 Shimomura, Y., Nishikimi, M. y Ozawa, T. 1984. J. Biol. Chern. 259(25):14059-63.
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Sin embargo, seguir fa téenica descrita por Shimomura y colaboradores para
puiificar a la proteina fierro-azufrs, tiene el inconveniente de que la preparacién
resultante presenta contaminacién por parte dg las subunidades estructurales de alto
peso molecular | y Il. Si esta purilicacidn se realiza llevando a cabo Nuestras
Muodificacionss a la técnica de Shimomura y colaboradores, la preparacién que se
obfiene no presenta contaminantes por pante de estas subunidades.

En la figura 22 se muestra el perfil de elucion para la protelna fierro-azuire con
el detergente desoxicolato de sodio al 1% (1 % DOC), el complejo be, carente de esta
subunidad, con el detergente Tween 20 al 3% (3% TWEEN) y el resto de proteina‘due
queda unido a la columna hidrofdbica de fenil-Sefarcsa CL-4B con el delergénle
dodecil sulfato de sodio al 2% (2% SDS). Los circulos abierios corresponden a la
absorbencia a 280 nm para la protsina fierro-azufre y los circulos cerrados
corresponden a la absorbencia a 415 nm para el complejo bc, carente de esta
proteina, asi como para et resto de proteina que queda unida a la columna. En ia parte
A, esld el perfil de elucion para las fracciones oblenidas de acuerdoc a la técnica
descrita por Shimomura y colaboradores, en fanto que en la parte B, estd ol perfil de
elucién para las fracciones obtenidas de acuerdo con Nuestras Modificaciones. Es
interesante notar que la fraccién que corresponde a la proteina fierro-azufre (circulos
abiertos, 1% DOC) para el caso del método de Shimomura y colaboradores (parte A)
presenta un pico de absorcién mayor si se compara con el pico de absorcién obtenido
para la misma muestra obtenida por Nuestras Modificaciones (pane B). Esta diferencia

se debe a que la proteina obtenida por el método de Shimomura y colaboradores
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Figura 22. Perfil de elucion para la proteina fierro-azufre y el complejo be,
carente de esta subunidad, purificadcs por el métedo de Shimomura
y colaboradores (A} y por Nuestro Método (B)
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presenta c}ontaminaclones por parte de las subunidades estructurales de alto peso
molecular( y Il del complejo bec,. Con respecto a la, fraccién correspondiente al
complejo be, carente de la proteina fierro-azufre (clrculos cerrados, 3% TWEEN), en el
caso de Shimomura y colaboradores (parte A) el pico ds absorcidn méximo tiene un
vailor menor al que presenta la misma muestra en el caso de Nuestras Modificaciones
(parte B), posiblements porque en nuestro caso hay un mayor rendimiento de esta
fraccién vy finalmente para el caso de la proteina que queda unida a la columna
{circulos cerrados, 2% SDS), en el caso de Shimomura y colaboradores (parte A). el
pico de absorcién es mayor que sl obtenido para la misma fraccion en nuestro t;'aso
(parte B); ésto se puede deber al hecho de que Nuestras Modificaciones (parte B) nas
pemiten eluir una mayor cantidad de proteina en la fraccion que corresponde al
complejo be, carente de la proteina fierro-azufre comparado con el método de
Shimomura y colaboradores (parte A).

Aqul es importante hacer notar el hecho de que la proteina fierro-azufre
purificada por el método de Shimomura y colaboradores a partir de un compleje bc,
purificado de acuerdo con la técnica descrita por Rieske, nos da una fraccién
que presenta contaminaciones por parte de las subunidades de atto peso molecular,
como se puede apreciar en fa figura 23.

Cuando se llevd a cabo la purificacién de la proteina fierro-azufre con Nuestras
Madificaciones, es decir; combinando paite de la técnica reportada por Rigske seguida
del tratamiento con el detergente no idnico lauril maltdsido de acuerdo con el

método reportado por Ljungdahl y colaboradores, obtuvimos una preparacion para la



77

v 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 1314 1516

Figura 23. Patron electroforético para la proteina fierro-azufre (FeS) aislada a
panir de un complejo be, obtenido por el método de Rieske

10 ng de complejo be, comoe control en los carriles 1, 2, 15y 16

2,4, 8....,12 ng de proteina fierro-azuire en los carriles 6-11

10 pg de complejo be, carente de la proteina fierro-azufre en los carriles
3,4, 5,12, 13y 14. En estos carriles, se observa una parte de fa proteina
fierro-azufre que queda unida al complejo después de su purificacion
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+ FES

Figura 24. (A) Patrdn electroforético para la proteina fierro-azufre (FeS)
purificada por Nuestro Método 5 g en el cariil 3 y por el método de
Shimomura y colaboradores 5 pg en el carril 1
10 pg de complejo bg, carente de la proteina fierro-azufre en ios carriles
2 y 4 de acuerdo ai método de Rieske y a Nuestro Método
respectivamente
(B) Inmunorréplica tipo Westem obtenida con anticuerpos policlonales
dirigidos contra la proteina fierro-azufre
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proteina fierro-azufre qus prasenta un alto grado de pureza, como se observa en la
figura 24 A, donde se comparan las fracciones obtenidas por la técnica de Shimomura
y colaboradores y la Nuestra. La diferencia mds notable es la ausencia de las
proteinas estructurales de alto peso molecular |y il en la preparacion de la proteina
fierro-azutre siguiendo el Método Modificado, en contraste con la presencia de dichas
subunidades en Ia preparacion de Shimomura y colaboradores. En la figura 24 B del
mismo gel decorado con un anticuerpo policlonal dirigido contra la proteina
fierro-azufre se puede observar que en Nuestro Métado, el complejo bc, carente de la
proteina fierro-azufre, retiene una mayor cantidad de esta subunidad, en compara&:‘ién
a la técnica de Shimomura y colaboradores, en la cual se elimina casi totalmente.

En ia figura 25 se muestra el patron electroforético obtenido para la preparacién
de la proteina fierro-azufre obtenida de acuerdo con la técnica de Shimomura y
colaboradores y con Nuestro Mélodo. Como se puede observar, tenemos un patrén
similar para ambas preparaciones al de la figura 24 A, mientras que en la figura 25 B
se muestra la jnmunorréplica dei mismo gel, decorado ahora con un anticuerpo
policlonal dirigido contra las subunidades de alto peso molecular | y Il, observandose
que para la preparacién de la proteina fierro-azufre obtenida por el método de
Shimomura hay reaccién por parte del anticuerpo en tanto que no hay reaccién con la
preparacién obtenida por Nuestro Método. Con este experimento se hace mas

evidente la ausencia de las proteinas estructurales de alto peso molecular ly Il en

ESTA TESIS Wo brse
SAUR BE LA BIBLIGTECA
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FES #

Figura 25. {A) Patrén electroforético para la proteina fierro-azuire purificada por
Nuestro Método 5ug en el carril 2 y por el métedo de Shimomura y
colaboradores 5 ug en efcaril 4
10 pg de compleje be, carente de la proteina fierro-azufre en los carriles
1y 3 acorde a Nuestro Método y al de Rieske respectivamente
{B) Inmunacrréplica tipo Western obtenida con anticuerpos policlonales
con actividad contra las subunidades estructurales de alto peso molecular
(SElyIH)
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nuestra preparacion de la proteina fierro-azufre, la cual no presenta reaccién con los

anticuerpos.

1.V Determinacidn de Hierro no Hémico:

Como se menciona en la metodologia, se hicieron determinaciones de hierro no
hémico para Ia'prote(na fiarro-azutre por 2 métodos distintos. En ol primero de ellos, se
sigui6 la técnica descrita por Brumby y Massey® (ver Metodologia); en la figura 26 se
muestra la curva patron de ferredoxina a partir de la cual se obtuvo la concentracién de
hlerro no hémico para la proteina fierrc-azufre por interpolacién de los valores de
absorbencia de la muestra problema, a continuacion se enlistan los valores de hierro
no hémico obtenidos con _Nuestra Preparacion y con las preparacion obtenida por
Shimomura y colaboradores asi como el valor para el porcentaje de purificacion,

basado en la estimacién tedrica de ng hierro/mg de proteina para una proteina 100%

pura:
proteina fierro-azufre ng hierro/mg proteina % pureza
Shimomura’ 76 79.18
Nosotros 95.5 100

! Datos tomados de Shimemura, Y., Nishikimi, M. y Ozawa, T. 1984 .J, Biol. Chem.
259(25):14059-63.

El segundo método, se realizé en el Laboratorio de Contaminacidn de Suolos

del Departamento de Edafologia del instituto de Geologia de Ia UN.A.M. con la

s Brumby, P.E. y Massey, V. 1967. Metheds Enzymol. 10:463-74.
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Figura 26, Curva patrén para determinar hierro no hémico en la proteina
fiefro-azufre por el método de Brumby y Massey
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Figura 27. Curva patrén para determinar hisrro no hémico en la protefna
- tierro-azufre en el Espectrofotémetro de Absorcién Atdmica
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gran ayuda de la Maestra en Cienclas Lourdes Flores Delgadililo, utilizando para
ello un espectrofotdmetro de Absorcién Atdmica Perkin-Elmer 372. En la figura 27 se
muestra la curva patrén utilizada en este caso, para determinar por interpolacién de los
valores de absorcion de la muestra problema la concentracion de hierro no hémico en
primeramer‘ite en partes por millén (ppm) y despies en ug de hierre no hémico. Los
valores obtenidos en este caso para fa proteina fiarro-azufre por el espectrofotémetro
de absorcién atémica se enlistan a continuacién junto con los valores obtenidos para la

concentratién de proteina per e método de Lowry:

Proteina Lowry (pg/ply E.A.A" (ng/pl) % pureza
fierro-azufre
Shimomura - 1.37 0.74 54.02
Nosotros 1.87 1.8 96.31

! E.AA. = Especirofotomelria de Absorcién Aldmica

El método de espectroscopia de absorcidn atdmica presenta la gran ventaja

metadoldgica de utilizar menores cantidades de la protefna purificada.
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HLVI Reaccitn de Entrecruzamiento;

Se llevaron a cabo los experimentos de entrecruzamiento utilizando el reactive
heterobifuncional fotoaétivable 2-(p-azidosalicilamido)etil-1,3"ditiopropionato que a
partir de esle. momento designaré como SASD (ver Metodologia). Estos exparimentos
se hicieron coﬁ el reactivo SAGD sin marca radioctiva, asi como con el reactivo
marcado con yodo 125 (SASD-I'®), tanto para buscar posibles productos de
entrecruzamiento del citocromo ¢ soluble acopiado al reactivo SASD, con ia citocromo
oxidasa, purificada en este laboratorio por la QBP Miriam Vazquez Acevedo, asi como
para la proteina fierro-azufre acoplada al reactive SASD con un complejo be, carente
de esta subunidad. Estos experimentos se realizaron en las condiciones descritas en la
Metodologfa y se buscaron los posibles productos de entrecruzamiento para cada
caso, corriendo las muestras en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato
de sodio y en ausencia de i-mercaptoetanol, y haciendo inmuncrréplicas tipo Western
y autorradiografias, segin se requiriera.

La razdn fundamental para llevar a cabo un experimento de fotoafinidad entre el
citocromo ¢ soluble y la citocromo ¢ oxidasa fué establecer las condiciones éptirﬁas
para obtener un producto de entrecruzamiento, ya que se contaba con abundantes
cantidades de estas 2 proteinas.

En !a figura 28, se musstra &l patrén electroforético para el citocromo ¢ soluble

acoplado al reactivo SASD (cit c-ASD), en presencia de la citocromo oxidasa después
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Figura 28. Patron electroforético para el citocromo ¢ soluble acoptado al reactivo

0, 300, 600 y 900 pmolas de cit ¢ sol-ASD en los carriles 1-4
irradiadas con luz ultravioleta de onda corta (254 nm)

900, 800, 300y O pmolas de cit ¢ sol-ASD en los carriles 7-10
sin irradiar con luz ultravioleta (controles)

300 pmolas de citocromo oxidasa en los carriles 1-4 y 7-10
900 pmalas de cit ¢ sol-ASD en los carriles 5y 6
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de que se llevé a cabo la reaccién de reconstitucién de ambas muestras (ver
Metedologia), y como se observa en la figura no hay una diferencia aparente entre las
muestras que se irradiaren y las muestras control, por lo que suponemos que no se
levé a cabo la formacién de un producto de entrecruzamiento entre el citocromo ¢
soluble y la citocromo oxidasa en estas condigiones.

En la figura 29 se muestra la autorradiografia oblenida para buscar un posible
producto de entrecruzamiento entre el citocromo ¢ soluble acoplado al reactivo SASD
marcado con yodo 125 (cit c-ASD-1'%) y la citocromo oxidasa. Como se observa-en
ambos casos, tampoco existe una diferencia que nos indique la formacién de:un
posible producto de entreciuzamiento entre el citocromo ¢ soluble y la citocromo
oxidasa, dado que el patrén en los carriles 1 a 3 (con irradiacién con luz ultravicleta) es
muy similar y/o igual ai patrén que se obtiene para los carriles 4 a 6 (sin irradiacién con
luz ultravioleta).

En la figura 30 A y B, so muestra el patrén eleciroforético obienido para buspar
ol posible producto de entrecruzamiento entre ta proteina fierro-azufre acoplada al
reactivo SASD, después de que se hizo la reaccidn de reconstitucion con un complejo
be, carente de esta subunidad.

En la figura 31 C y D se muestran las inmunorréplicas tipo Western del gel
anterior dacorado con un anticuerpo policlonal dirigido contra la proteina fiesro-azufre.

Como puede observarse no hay una diferencia significativa entre las muestras

sin irradiar y las irradiadas con luz uitravioleta, por fo que al parecer no hubo la
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Figura 29, Autorradiografia para el citocromo c soluble acoplado al reactivo
SASD-'#] (cit ¢ sol-ASD-"*%))

300, 600 y 900 pmolas de cit ¢ s0l-ASD-" en presencia de 300 pmolas
de citocromo oxidasa irradiadas con luz ultravioleta de onda corta (254
nmj en los carrites 1-3

Carriles 4-7 Igual a los carriles 1-3 pero sin irradiar
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Figura 30. Patron electroforético para la proteina fierro-azuire acoplada al
reactivo SASD (FeS-ASD), irradiadas con luz ultravioleta de onda corta
(254 nm) (A} y sin irradiar con luz uitravioleta (B)

10 ng de complejo be, nativo en los carriles 1, 9y 16

300, 600 y 900 pmolas de FeS-ASD por duplicado con 300 pmolas de be,
carente de FeS en los carriles 2-7

900, 600 y 300 pmolas de FeS-ASD por duplicado con 300 pmolas de b,
carente de FeS en los carriles 10-15

10 pg de be, carente de FeS en el carril 8
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Flgura 31. Inmunorréplica tipo Western obtenida con un anticuerpo poiiclonal
dirigido contra la proteina fierro-azufre (FeS) para el gel de la figura 30,
muestras irradiadas con luz ultravioleta de onda corta (254 nm) parte D
muestras sin irradiar con luz ultravioleta parte C

10 pg de be, nativo en los carriles 1,8 y 16

300, 600 y 900 pmolas de FeS-ASD por duplicado con 300 pmolas de bc,
carente de FeS en los carriles 2-7

900, 600 y 300 pmolas de FeS-ASD por duplicado con 300 pmolas de be,
carente de FeS en los carriles 10-15

10 pg de be, carente de FeS en el carril 9
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formaclén de un pr;)ducw de entrecruzamianto entre la proteina fierro-azufre acoplada
al reactivo SASD y un complejo be, carente de esta subunidad.

En [a figura 32 se muestra el patrén obtenido para la autorradiografia que
coresponde a la reaccidn de entrecruzamiento entre la protelna fierro-azufre acoplada
al reactivo SASD marcado con yodo 125 (FeS-ASD-1'#) y un complejo be, carente de
esta subunidad. No existe una diferencia aparente entre los contraoles y las muestras
irradiadas que nos indique la formacion de un posible producto de entrecruzamiento.

Finalmente, en la figura 33 se muestra también el patrén de la autorradiograifa,
obtenido para la proteina fierro-azufre acoplada al reactivo SASD marcado con yodo
125 en presencia de 300 pmolas de un complejo’ bc, carente de esta subunidad,
observandose en los carriles 1 a 3 (irradiados), que en la parte superior de la
autorradiograffa, que corresponde al borde del gel, tenemos que conforme se
incrementa la concentracién de la proteina fierro-azufre acoplada al reactivo SASD
marcado con yodo 125 se incrementa la radioactividad en esa zona, si comparamos
los carriles 1 a 3 (irradiados) con los carriles 4 a 6 que corresponden a las muestras sin
irradiar con luz ultravioleta. Aunque tal vez el incremento de radioactividad en los
carriles 1 a 3 (iradiados), pudiera sugerir la posible formacién de un producto de
entrecfuzamiento, éslos no se rasuslven en el gel. Conclufmos que dichos productos

pueden deberse a agregacion de la propia proteina fierro-azufre.
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Figura 32. Autorradiografia para ia proteina fierro-azufre aceplada al reactivo
SASD-™ (FeS-ASD-~'#%) en presencia de 300 pmolas del complejo be,
carente de la FeS

900, 600 y 300 pmolas de FeS-ASD-"*| sin irradiar con luz ultravioleta en
los carriles 1-3

900, 600 y 300 pmolas de FeS-ASD-"*t irradiadas con luz ultavioleta de
onda corta (254 nm) en los carriles 4-6
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‘igura 33, Autorradiografia para la proteina fierro-azufre acoplada al reactive
SASD-'* (FeS-ASD-'*1) en presencia de 300 pmolas del complejo be,
carente de FeS

300, 600 y 900 pmolas de FeS-ASD-'*| irradiadas con luz ultravioleta de
onda corta (254 nm} en los carriles 1-3
900, 600 y 300 pmolas de FeS-ASD-"*| sin irradiar con luz ultravioleta
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IV DISCUSION

V.| Purificacian del C | X

Como se ha mencionado anteriormente, Metodologia y Resultados, sl complejo
be, se purificé por.3 métodos distintos:

* Rieske'

* Ljungdahl P.O. y colaboradores® y

* Nuestro Método

{EI método disefado en el presenie trabajo combina las dos técnicas
previamente reportadas. Después de obtener una preparacién' de complejo be,
parcialmente purificado por el método de Rieske, se llava a cabo una resolubilizacién
con bajas concentraciones de! detergente lauri maltdsido, seguido de una
cromatografia de intercambio iénico. Dicha técnica permite obtener una preparacion de
complejo be, de muy alta pureza, carente de contaminaciones por parte del complejo 1
(succinato deshidrogenasa). La obtencién de un complejo be, de alta pureza es un
prerrequisito indispensable para I3 obtencién de una proteina fierro-azufre tipo Rieske

de una scla banda polipeptidica.

! Rieske, J.S. 1967. Methods Enzymol, 10:229-39.
Ljungdahl, P.O., Pennoyer, J.0., Robartson, D.E. y Trumpower, B.L. 1987. Biochim. Biophys.
Acta, 891:227-41, .

-
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V.1l En Espectrofotométricos;

Como se menciona en el punto liLIl de los Resultados, se hizo este tipo de
ensayos para determinar la concentracién molar de los citocromos b y c,, asl como
para estimar fa esteqﬁiometn’a de ambos citocromos en cada método de purificacién,
Rieske, Ljugndahl y colaboradores y Nuestro Métado, antes y después de purificar la
proteina fierro-azufre. Y como se aprecia en las tablas del punto liLll, en el complejo
be, intacto la estequiometrfa de ambos citocromos es de 1.9:1, lo cual estd de acuerdo
con el valor de 2:1, pussto que hay 2 hemos tipo b (bs, ¥ be) por cada hemo tipo'c,.
Al parecer no importa el método por el que se haya purificado el complejo be,, no’ Hay
una diferencia importante en cuanto a la integridad estructural del camplejo, a juzgar
con este criterio espectroscépico .

Después de purificar la proteina fierro-azufre a partir de cada preparacion
obtenida, la estequiometria de los citocromos b y ¢, disminuye su valor a 1.2:1 para los
complejos be, previamente purificados por los métodos de Rieske y Ljungdahl y
colaboradores, en tanto que para la ﬁreparacién obtenida por Nuastro Método el valor
es de 1.4:1.. Aunque al parecer no hay una diferencia significativa entra ambos
resultados, podemos decir qﬁe Nuestro Método preserva un poco mds la integridad
estructural del complejo be, carente de la proteina fierro-azufre, en relacién a los otros

dos métodos.
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IV Il Ensayos de Reconstitucidn:

Como se menciona en e! punto 111l de los Restltados, se llevaron a cabo

-

ensayos para medir la actividad enzimatica del complejo be, carente de la proteina
fierro-azufre después de que se llevé a cabo la reaccién de reconstitucién con esta
subunidad. Como se aprecia en la primera tabla del punto lil.lll de los Resuttados, no
existe una gran diferencia entre los valores obtenidos para las pmolas de citocromo ¢
reducido por minuto por mg de proteina en el caso de las preparaciones del
complejo bec, carente de la proteina fierro-azufre obtenidas per el método de Rieske,
Ljungdahl y colaboradores y por Nuestro Método, aunque si es importante sefalar que
las 3 preparaciones, después de ta reconstitucion, son susceptibles.a! inhibidor
antimicina, el cual es especifico del complejo be,.

Al medir la actividad especifica del complejo be, nativo obtenido por cada
metodo, se encentrd que las mejores actividades son las obtenidas con las
preparaciones del complejo bc, obtenidas por el método de Ljungdahl y eolaboradores
y por Nuestro Método, siendo éstas de 11.2;4 y 9.95 umolas de citocromo ¢ reducido
por minuto por mg de proteina respectivamente, comparados con el valor de 7.21
umolas de citocromo ¢ reducido por minuto por mg de proteina para la preparacion
obtenida por el método de Rieske. Esta diferencia se pusde deber a que, como
mencionan Ljungdahl y colaboradores, el detergente lauril maltésido utilizado en los
2 primeros métodos, parece preservar mejor la estructura del complejo bc, que los

detergentes y las sales utilizadas en el método de Rieske.
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VA rificacién de ia Proteina fierrg-; re;

Se llevé a cabo la purificacidn de esta proteina por 3 métodos distintos:

* Trumpower y Edwards®

* Engel y colaboradores* y

* Shimomura y colaboradores®
siendo los 2 primeros métodos inadecuados porque utilizan agentes caotrGpicos, como
son el clorhidrato de guanidina (2 M) y la urea (2 M) respectivamente, que al parecer
provecan la desnaturalizacién de esta subunidad, como lo demuestran los resultados
de aml;;os grupos.

El tercer método es el mas adecuado para purificar a la proteina
fierro-azufre porque no utiliza agentes caotrdpices. Sin embargo, tiene el inconveniente
de que la preparacién que se obtiene estd contaminada con las subunidades
estructurales de alto peso molecular | y i, por lo que es necesario utilizar una segunda
columna de filtracién molecular de Sefacril $-200 para eliminarlas. En este paso
disminuye considerablements el rendimiento de la proteina fierro-azufre. En el
laboratorio modificamos esta ultima metodologia de purificacién. En primer lugar, no
requerimos de la segunda columna utilizada por e! grupo de Shimomura y
colaboradores y en segundo lugar, obtenemos una preparacién de la proteina

fierro-azufre con un alto grado de pureza.

M Trumpower, B.L. y Edwards, C.A. 1979, J, Biol. Chem. 254(17):6697-8706.
Engel, W.D., Michalski, C. y von Jagow, G. 1983. Eur. J, Biochem. 132:395-402.
3 Shimomura, Y., Nishikimi, M. y Ozawa, T. 1984. J. Biol. Chem. 259(25): 14059-63.
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Dos resultados experimentales hacen evidente la pureza de la protelna
fierro-azufre de acuerdo al método desarrollado en el laboratorio, por una parte, la
presencia de una sola banda en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato
de sodio y la falta de reaccidn de la preparacidn con anticuerpos anti subunidades | y i
en inmunorréplicas tipo Wastern. Por otro lado, los valoras encontrados de contenido
de hierro en la-preparacion, los cualss se acercan a los valores tedricos para una
protelna fierro-azufre 100% pura. Estos criterios indican que la metodologia
instrumentada permite obtener una preparacion de proteina fierro-azufre de alta
pureza, un requisito indispensable para poder realizar los experimenios de

entrecruzamiento.
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i nir
Como se menciona en la introduccidn, et uso de reactivos de entrecruzamiento
pata determinar interacciones entre diferentes molécufas, no es nuevo en el dmbito
bioguimico. Los priméros trabajos de entrecruzamiento que se realizaron, estaban
encaminados a obterer informacidn acerca de la topologla de las prateinas
membranales de eritrocitos®, Por otro lado, se han llevado a cabo experimentos en los
cuales se han uliizado carbodiimidas como el  1-etil-3-[3-(dimetitamino)propil]
carbodiimida, con el cual se ha determinado que el citocromo ¢ soiuble reacciona c'_:on
1a subunidad If de la citocrome oxidasa’ y que el citocromo ¢ soluble interactia con !
citocromo b, de higado de bovine.® También se han llevado a cabo experimentos de
marcaje del citocromo c soluble con reaclivos que presentan grupos arilazido®,
encontréndose que el cifocromo ¢ se une covalentemente con el citocromo ¢,

' Con respecto a fas subunidades del complejo be, mitocondrial, se han llevado a
cabo estudios en los que también se ha utilizado la 1-8til-3-{3-(dimetilamino)-propit]
catbodiimida, con la cuat se han podido obtener productos de entrecruzamiento entre
las subunidades Vill y 1V", lo que sugiere que la subunidad VNI tlene un papel
importante en la interaccién entre el citacromo ¢, y el citocromo ¢ soluble. Asf mismo,
con osta carbodiimida, se han lograclo obtener productos de entrecruzamiento entre las

subunidades 41, H+VI 4VE, V4V, VX, y VIV, observandose que el sitio de unidn

Berg, H.C., Dlamond, JM. y Marfey, P.S. 1965. Science. 150:164-67.
Dutton, A., Adams, M. y Singer, S.J. 1966. Biochem. Biophys. Res. Commun. 23:730-39.

7 Millet, F., Danlsy-Usmar, V. y Capaldi, R. 1982. Biochem. 21:3857.62.
® Mauk, M.R.y Mauk, A.G. 1989, Eur, J. Bischern. 186:473-86.
¢ Broger, C., Nalacz, M. y Azzi, A. 1980. Biochim. Biophys. Acta. 592:519-527.

Gutweniger, H., Grassl, C. y Bisson, R. 1983. Biochein. Blophys. Res. Commun. 116:272-83.
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para el citocromo ¢, Involucra a las subunidades IV, VIl y X del complejo be,
mitocondrial de bovino''. También con e! uso de andlogos de lipidos fotoactivables' se
han hecho estudios topolégicos de las subunidades del complejo be,. El inconveniente
de estos reactivos es que por lo general son homofuncionales y reaccionan solamente
en una determinada condicién. Por lo tanto decidimos utilizar el reactivo de
entrecruzamiento heterobifuncional sulfasuccinimidi! 2-(p-azidosalicilamido)
etil-1,3"-ditiopropionato (SASD), con el que se han llevado a cabo diferantes estudios
entre los que se encueniran, la determinacion de fa interaccién entre lecitinas y su
receptor celular en membranas de eritrocitos™ asi como la interaccién de
fitohemaglutininas y su receptor celular en membranas de linfocitos™. Este reactivo
también ha sido utilizado para estudiar la interaccién entre lipopolisacdridos de
Escherichia coli con albimina de humano y de bovino', asi como para identificar el
receptor celular de |a interleucina-3 acoplada a este reactivo'®. También se ha utilizado
para identificar el receptor celular en neutdlilos del péptido
N-formil-Met-Leu-Phe-Lys'’. Mds recientemente se han llevado a cabo estudios
topaldégicos para determinar la relacidn que existe entre los componentes del

complejo dei citocromo bt en membranas de tilacoides de células de espinaca'.

n Gonzélez-Halphen, D., Lindorfor, M.A. y Capaldi, R, 1988. Blochem. 27:7021-31.

" Gutweniger, H., Bisson, R. y Monteccuco, C. 1981. J. Biol. Chem. 256:11132-36.

» Ji, T.H. y Ji L. 1982. Anal. Biochem. 121:286-89.

H Shephard, E.G., de Beer, F.C., von Holl, C.y Hapgood, J.P. 1988. Anal. Biochem. 168:306-13.
1 Wollenweber, H-W. y Marrison, D.C. 1985. J. Biol. Chem. 260(28):15068-74.

16 Sorensen, P., Farber, N.M. y Krystal, G. 1986. J. Biol. Chem. 261(20):9094-97.

" Allen, R.A, Tolley, J.O. y Jesilis, A.J. 19886, Biochim. Biophys. Acta. 882:271-80.

" Shallan, M.A -A.M., Radau, B., Salnikow, J. y Vater, J. 1991, Biochim. Biophys. Acta.

1057:64-68.
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Dados los resultados anteriores, decidimos utilizar este reactivo para conocer
con que ofras subunidades del complejo be, interactia la proteina fierro-azufre; el
enfoque utilizado se baso en disociar esta proteina del complejo, acoplarla al reactivo
SASD vy volverla a Incorporar al complajo. Lo anterior solamente se puede realizar con
un reactivo heterobifuncional como es el SASD.

Tomando como antecedentes otros trabajos'' ¥ ¥ supusimos que podriamos
encontrar productos de entrecruzamiento entre las subunidades V+X, VHII, V+IV y
V+Xl, dado que estos polipéptidos parecen estar orientados hacia el espacio
intermembranal (ver figura 3). Tomando en cuenta los estudios de EPR de Ohnishi y
colaboradores'™ se observa que hay una gran cercania entre el centro Fe,S, de la
proteina fierro-azufre y el hemo tipo by, de la subunidad Ill, ubicdndose ambas
subunidades en el sitio P de la membrana (espacio intermembranal). Con base en lo
anterior, supusimos que e! principal producto de entrecruzamiento se deberia de dar
entre las subunidades V+lIll, por su topologia y porque forman parte de la via a través
de la cual se fleva a cabo la transferencia de electrones dentro del complejo be,.

Los experimentos de entrecruzamiento se llevaron a cabo utilizando para ello el
reactivo SASD acoplado a la proteina fierro-azufre en ausencia y presencia de yodo
125 ("*1). Con respecto a estos experimenlos, como Se menciona en los
Resultados tenemos que bajo las condiciones en que se Illevaron a

cabo, no fué posible visualizar yfo encontrar un producto de

12 Ohnishi, T., Schagger, H., Meinhardt, S.W., LoBrullo, R., Link, Th. A. y von Jagow, G. 1989. J.
Biol. Chem. 264(2):735-44.
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entrecruzamiento ya sea entre el citocromo ¢ soluble acoplado al reactivo SASD
con la citocromo oxidasa nf entre la proteina fierro-azufre y el complejo bc,
carente de esta subunlidad.

Nuestras condiciongs experimentales pueden no haber sido las dptimas para
que ocurriara la reconstitucién.de la proteina fierro-azufre acoplada al reactivo SASD, o
bien que este reactivo pudo habar modificado a la proteina fierro-azufre en algin (os)
residuo (s) escencial (es) para que se lleve a cabo la interaccién entre esta subunidad
y el resto del complejo. Sinuestra hipdtesis de trabajo era correcta, el candidato con el
cual podria interactuar la proteina fierro-azufre deberfa ser la hélice [V del citocromo b,
que como se muestra en la figura 8 (ver Introduccidn) es anfifilica y esta orientada
hacia el fado externo de ia membrana interna mitocondrial. Al respecio, existen 3
trabajos en los cuales se llevaron a cabo 35 mutaciones puntuales en e! gen que
codifica para la proteina fierro-azufre de la levadura Saccharomyces cerevisiae®™. Estas
mutaciones comprenden una gran parte de la proteina, desde la porcidn del amino
terminal hasta la porcién carboxilo terminal. Una serie de mutaciones, en las cistefnas
e histidinas altamente conservadas, impide la asociacidn del centro fierro-azufre. Otra
serie de mulantes, en particular las de Lis 31, 44 y 51y Arg 35 y 53 que se encuentran
en ia porcién anfifilica de la proteina, podrian desestabilizar [a interaccién de esta

proteina y e! resto del complejo. La unidn del reactive SASD a la proteina fierro-azufre

B Ljungdadhl, P.O., Beckmann, J.D. y Trumpower, B.L. 1989. J. Biol. Chem. 264(7):3723-31.
Graham, L.A. y Trumpower, B.L. 1991, J. Biol. Chem. 266(33):22485-92.
Graham, L.A., Brandt, U., Sargent, J.S. y Trumpowaer, B.L. 1992. J. Bioenerg. Biomamb.
25(3):245-57. .
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pudiera provocar algin tipo de modificacion en residuos de isina o
arginina  qua desestabilizaran la interaccion entre la proteina fierro-azufre y el resto
del complejo. Dado que la porcién de la hidrosuccinimida de! reactivo reacciona
preferentemente con residuos de lisina y arginina, existen 25 sitios posibles distribuidos
a lo largo de Ia secuencia de la proteina fierro-azufre®'. También hay que considerar el
hecho de que la proteina fierro-azufre cuando se encuentra pura tiende a agregarse, fo
cual pudiera explicar la similitud de los patrones obtenidos entre las muestras
irradiadas y no irradiadas.

€on respacto a la ubicacién de la proteina fierro-azufre en el complejo be,
existen 2 modelos propuestos:

El primero deellos se basa en los resultados de los estudios realizados por
diferentes grupos, en los cuales se han utifizado andlogos de lipidos fotoactivables,
pruebas de digestidn con proteasas y expetimentos de entrecruzamiento®, que
sugieren que la proteina fierro-azufre se encuentra ubicada en el lado externo

" (citoplasmatico) de fa membrana interna mitocondrial y que muy posiblemente
interactlia con el resto del compigjo bc, a través de la porcion hidrofébica de 20

residuos de amino4cidos que comprenden a los residuos 33 a 52. La imporiancia de

a Schéagger, H., Borchart, U., Machleidt, W., Link, T.A. y von Jagow, G. 1987. FEBS Lett.
219(1):161-68.

2 Guiweniger, H., Bisson, R. y Monteccuco, C. 1981. J. Biol. Chemn. 256(21):11132-36.
Gonzdlez-Halphen, D., Lindorfer, M.A. y Capald|, R. 1988. Biochem. 27:7021-31,
U, Y., Da Vries, 5., Leonard, K. y Welss, H. 1981, FEBS Letl. 135(2):277-80.
Cocco, T., Lorusso, M, Sardanalli, A.M., Minuto, M., Ronchi, ., Tedeschi, G. y Papa, 8. 1991.
Eur. J. Biochem. 195:731-34,
Gonzalez-Halphen, D., Vizquez-Acavedo,M. y Garcia-Ponce, B. 1991. J. Biol. Chem.
266(6):3870-76.
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esta porcidn de 20 residuos de aminodcidos ha sido demostrada utilizando un
polipéptido sintético el cual compite eficazmente con la proteina fierre-azufre intacta
cuando se realizan experimentos de reconstitucion con un complejo be, carente de
esta subunidad %, Otras evidencias que apoyan este modelo se basan en el hecho de
que se ha lograde disociar relativamente fécil esta subunidad a partir de! complejo be,
par diferentes métodos de purificacién®™, asi como el hecho de que también se
ha podido disociar esta subunidad en un 80%, al lavar membranas mitocondriales
de Neurospora crassa con soluciones alcalinas (100 mM de carbonato de sodio)®,

Este dltimo criterio no es muy valido porque en condiciones similares se ha
logrado remover al citocromo by, que es una proteina hidrofébica transmembranal, de
membranas tilacoidales de cloroplastos®.

En el segundo modelo, se propone que la proteina fierro-azufre interactia
con el resto dsl complejo be, como una proteina que presenta un cruce
transmembranal cldsico, como lo demuestran los trabajos de marcaje y protedlisis® en
los cuales se realiza un estudio topogréfico del complejo de la succinato-citocromo ¢
reductasa en particulas submitocondriales, marcando estas con yodo 125 y
encontrdndose que la proteina fierro-azufre se marca tanto en la porcién de la matriz
como en la regién citoplasmatica de la membrana mitocondrial. En el segundo trabajo,

los autores realizan también un estudio topoldgico, pero ahora lo hacen con fas

s Trumpower, BL. y Edwards, C.A. 1979, J. Biol. Chem. 254{17):8697-8706.

Engel, W.D., Michalski, C.-y von Jagow, G. 1983, Eur. J. Biochem. 132:385-402,
Shimomura, Y., Nishikimi, M. y Ozawa,T. 1984, J. Biol. Cham. 253(25):14059-63.
Hart, F-U., Schmidt, B., Wachter, E., Weiss, H. y Neupert, W. 1986. Cell. 47:939-51.
Szczepaniak, A. y Cramer, W.A, 1991, EMBO J. 10:2757-64.

D'Souza, M.P. y Wilson, D.F. 1982. J. Biol. Chem. 257(19):11760-66.

Ortiz, W. y Malkin, R. 1985. Biochim. Biophys. Acla. 808:164-70.

24
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subunidades del complejo bf, utilizando para ello el marcaje con el reactivo
trinitrobenzensulfonato marcado radioactivamente con carbono 14 (TNBS-*C) y la
digestion enzimética con pronasa K, encontrando que la proteina fierro-azufre tiene
un posible arreglo transmembranal, dado que no reaciona con en reactivo TNBS-"C
pero es digerida por la accidn de la pronasa K.

Por otro lado, Harnisch y colaboradores? daterminaron la estructura primaria
para la proteina fierro-azufre de Neurospora a partir de la secuenciacién del gen y de
la utilizacién de un ADN complementario de esta subunidad, llegando con base en sus
resultados, a ia construccion de un modelo que presenta un cruce transmembanal,
considerando que la secuencia del gen presenta una region altamente hidrofébica que
comprende 25 residuos de aminodcidos, (ver figura 34 A). Finélmente en el trabajo
publicado recientemente por Van Doren y colaboradores?, los autores utilizan como
modelo experimental al complejo bc, de la bacteria fotosintética Ahodobacter
sphaeroides. En este trabajo se encontré que la proteina fierro-azufre se une a las
membranas de Escherichia coli y de Rhodobacter sphaeroides en ausencia de los
citocromos b y ¢, y que el ensamblaje del centro Fe,-S, se lleva a cabo también en
ausencla de ambos citocromos. Ademds, los autores observaron que al realizar un
corte proteolitico de la porcién con la cual se ancla la proteina fierro-azufre a la
membrana, se libera un producto que es allamente soluble en agua. Por lo anterior

Van Doren y colaboradores sugisren que la proteina fierro-azufre se une a la

7

u Harnisch, U., Welss, H. y Sebald, W. 1985, Eur. J. Biochem, 149:95-99,

Van Doren, 8.R., Yun, Ch-H., Crofts, A R. y Gennis, R.B. 1993. Biochem. 32:628-36.
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membrana a través de una hélice transmembranal hidrofébica localizada en el extremo
amino terminal.

Ademds, es interasante hacer notar el hacho da que la porcién hidrofébica de
la protaina fierro-azuire estd altamente conservada en varias especies, como lo
demuestran los datos recopilados por Van Doren y colaboradores, siendo esto
impontante dado que un patron similar de residuos de aminoacidos altamente
conservados se han encontrado en varias hélices transmembranales dal centro de
roaccién fotosintético®, donde las regiones mds conservadas de las hélices estdn
involucradas en las interacciones con proteinas, en tanto que !as menos conservadas
lo estdn con la bicapa de iipidos.

Considerando lo anteriormente expuesto, es muy dificit estar a favor de los dos
diferentes modelos {figura 34), dado que para ambos existen bastantes y muy buenas
evidencias experimentales. Consideramos que el modelo experimental propuesto en el
presente trabajo donde se utiliza 9! reactivo de entrecruzamisnto helerobiiuncional
SASD, a pesar de no haber proporcionado resultados concluyentes, es un enfoque

interssante para resolver ef problema de la topologfa de ia proteina fierro-azufre.

2 Komlya, H., Yeates, T.0., Rees, D.C,, Allen, J.P. y Feher, G. 1988. Proc. Natl. Acad. Sci. US.A.
85:9012-16. .
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L " do la matriz

“Figura 34. Modelos propusstos para la posible ubicacién de la proteina

tierro-azufre en el complejo be, mitocondrial. (A) con un cruce
transmembranal y (B} sin un cruce transmembranal clésico™

(A) Hamish , U., Welss, H. y Sebakd, W. 1985. Eur. J. Blochem. 149:95-99
{B) Gonzéloz-Halphen, D., Vazquez-Acevedo, M. y Garcla-Ponce, B. 1992. J. Biol. Chem.
266(6):3870-76
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V CONCLUSIONES

* Se estandarizarén las condiciones dptimas para la ulilizacién del reactivo de
entrecruzamiento heterobifuncional sulfosuccinimidil 2-(p-azidosalicilamido)
etil-1,3"-ditiopropionato (SASD).

* Se modificaron y mejoraron las técnicas descritas por Rieske y Per O,
Ljungdahl y colaboradores' para la purificacién del complejo be, mitocondial,
obteniendose con Nuestre Método, una preparacién con un alto grado de
pureza.

* También se modificd y mejord la téenica descrita por Y. Shimomura y
colaboradores? para la purificacién de la proteina fierro-azufre. Obteniéndose
también una preparacién para esta proteina que presenta un alto grado de
pureza, como lo hicieron evidente los geles de poliacrilamida en presencia de
dodecil sulfato de sodio, las inmunorréplicas tipo Western y la cuantificacién de
hierro en la proteina.

* Se demostré la modificacion fotoquimica de la proteina fierro-azuire purificada,
por el reactivo yodado SASD.

* Se demostré fa moditicacian fotoquimica del reactivo SASD en presencia de
luz ultravioleta.

* En las condiciones experimentales exploradas, no se encontré un producto de
entrecruzamiento covalente entre la proteina fierro-azufre y alguna subunidad
del complejo be,. Pensamos esto se debe esencialmente a un fenémeno de
agregacién de la proteina fierro-azufre modificada.

Rieske. J.S. 1967. Methods Enzymol. 10:229-39.

Ljungdahl, P.O., Pennoyer, J.D., Robentson, D.E. y Trump . B.L. 1987. Biochim. Biophys.
Acla, 891:227-41,

Shimomura, Y., Nishikimi, M. y Ozawa, T. 1984. J. Biol. Chem. 258(25):14059-63.
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VI PERSPECTIVAS.

{_as perspectivas para este y otros trabajos relacionados con la e'structuvra ylola
topologia de las subunidades del compleje be, mitocondrial se han visto limitados
considerablemente a partir de que se realizé la cristalizacién de este complejo por 3
grupos diferentes’. A pesar de ello, este trabajo senté las bases para la utilizacién del
reactivo de entrecruzamiento heterobifuncional SASD como una heramienta
alternativa para abordar el problema referente a la ubicacién y relacién de la protefna
fierro-azulre 6 subunidad V, con las demds subunidades del complejo be, mitocondrial
de bovino.

A futuro se pueden llevar a cabo experimentos en los cuales se utilicen agentes
reductoras despuds de haber realizado la reaccién de entrecruzamiento entre las
protelnas deseadas, en este caso la proteina fierro-azufre y la subunidad (es) "X" del
complejo be,, para liverar la porcién arilazido marcada con "1 y tratar de visualizar la
subunidad {es) que presenten marca con el '*|,(que serfan muy posiblemeante con las
que se formara el producto de entrecruzamiento), por medio de autorradiograffas, en
lugar de buscar un producto formado por el complejo protefna

fierro-azufra-ASD-'*[-proteina “X".

! . Yue, W-H,, Zou, Y-P,, Yu,L. yYu Ch-A, 1991, Biochem. 30:2303-06.
Kubala, T., K oto, M., Fi K., Shi Itoh, K., Yoshikawa, S, y Matsubara, H.
1991.J. Mol Biol. 221:379-82.
Berty, E.A,, Huang, L., Eamest, T.N. y Jap, B.K. 1992. J. Mol. Biol. 224: 1161 66.
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Otra cosa que se pudiera intentar, seria adiclonar el reactivo SASD-'*! a una
preparacién de complejo be, puro en el amoriguador de acoplamiento (fosfate de
sodio 0.1 M pH 8.4) en presencia de algdn detergente (Triton X-100, desoxicolato de
sodio, etc) para disociar a las subunidades del complejo, seguido de ésto se irradiaria
la solucidn con luz ultravioleta de onda conta (256 nm) para a continuacién determinar
si se realizé o no la formacidn de algin producto de entrecruzamiento entre la proteina
fierro-azufre y alguna subunidad (es) det complejo be, por medio de electroforésis en
presencia de! agente reductor B-mercaptoetanol sequida de autorradiografias.

También seria interesante tratar de realizar reconstituciones heterdlogas, como
las realizadas por Gonzdlez-Pedrajo y colaboradores? sélo que en este caso se
pudiera ulilizar primeramente la proteina fierro-azufre del complejo be, de bovino con
un complgjo be, bacteriano carente de esta subunidad y de llevarse a cabo la
reconstitucidn, se pudiera intentar utilizar a Ja proteina fierro-azufre acoplada al
reactivo SASD-"| para tratar de ver con qué otra subunidad del complejo bc,
bacterianc interactita esta proteina. Considerando que ias subunidades que pressntan
a los grupos prostéticos Oxido-reductores presentan una alta similitud y conservacion
en sus residuos de aminodcidos, citocromo b, citocromo ¢, y protefna fierro-azufre, se
pudiera intentar llevar a cabo reconstituciones heterdlogas con complejos bf o be,

carentes de esta subunidad que pudieran ser de células de cloroplasto, papa o

2 Gonzélez-Pedrajo, Bertha Marfa Josefina. 1993. Purificacién y Caracterizacién del complejo be,
de la Bacleria Folosintélica hodobacter sphaeroides. Tesis de Licenclatura. Facultad de
Clenclas. U.N.AM.
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de otros organismos eucariontes como lo es la levadura Saccharomyces ceravisiae

con la protefna fierro-azufre de bovino.
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VIl APENDICE |

D | inas;

Las proteinas obtenidas y usadas en este trabajo, fuerén cuantlficadas por los
siguientes métodos:

Mﬂﬂ@i‘

Esta técnica se utilizé para determinar la concentracion de proteina total en las
mitocondrias para la purificacién def complejo be, y se basa en la reaccién de cbbre en
una solutién alcalina con’las uniones peptidicas y los residuos de tirosina. Los
reactivos que se utilizan son:

* sulfato ciprico 1.5gr

*fartrato de sodio y potasio 6.0gr
estos reactivos se disuelven en 500 ml de agua tibia (previamente hervida)
afadiendose 300 mi de sosa al 10%, finalments se afora a 1 litro con agua tibia.

Se utiliza una curva patrén de seroalbdmina de bovino con una concentracicn
ae 10 mg/ml. La curva se hace de 0 a 200 mg (can intervalos de 20), se afora a 800p!
y se adicionan 200 il de desoxicolato de potasio al 10% y 2 ml de reactivo de biuret.

Se deja incubar durante 30 min a temperatura ambiente y' sa lae sn un

espectrofotdmetro (Shimadzu UV160U) a 540 nm.

! Gornall, A.G., Bardawill, C.J. y David, M.M. 1949, J. Biol. Chem. 177:751-66.



: Métado de Lowry®

Este método, medificado por Markwell y colaboradores, se utilizé para
determinar la concentracidn de las proteinas utilizadas en este trabajo, a diferencia del
método del biuret esta técnica es 10 veces mas sensible.

Las solucicnes utilizadas en esta técnica son:

* Soluclén A .
carbonato de sodio 2.00%
hidréxido de sodio 0.40%
tartrato de sodio y potasio 1.16%
dodecil sulfato de sodio *1.00%

* Solucion B
sulfato_ de cobre 4.00%

Al igual que en la técnica del biuret, en este método también se elabora una
curva patrén con seroalblimina de bovino a una concentracién de 1 mg/mi, el intervalo
de la curva es de 0 a 100 mg (con intervalos de 10). A parir de las soluciones
anteriores (A y B), se preparan las soluciones finales que se van a utilizar, de la

slguiente manera:

: Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Lewls, F.L. y Randall, R.J. 1951. J. Biol. Chem. 193:265-75.
Markweli, M.A K., Hass, SM., Bieber, L.i. y Tolbert, N E. 1978. Anal. Blochem. 87:206-10.
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*Solucién C
Se mezclan
100 volitmenes de la solucién Ay
1 volumen de la solucién B
* Soiucién D
Se mezclan
1 volumen del reaclivo de Folin y
1 volumen de agua bidestilada
Tanto las muestras como la curva patrdn, se llevan a un volumen final de 1 ml
con agua bidestilada, se agregan 3 mi de Ia solucion C y se deja incubar durante 10
min a temperatura ambiente. Después, se afaden 300 pl de la solucién D a cada tubo,
y s8 dsja incubar durante 30 min a temperatura ambiente. Finalmente, se lee en un

espectiofotémetro (Shimadzu UV160U} a 540 nm.
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VIIl APENDICE 1}

En esta seccidn se describen los experimentos que se hicisron, encaminados a
comprobar la sensibilidad y el funcionamiento del reactivo de entrecruzamiento
heterobifuncional  sulfosuccinimidil 2-(p-azidosalicilamido)etil-1,3'-ditiopropionato que
en el trabajo se‘denomind SASD. .

Para estar seguros de que este reactivo era sensible a la irradiacién con luz

ultravioleta, se irradio el reactivo bajo 4 condiciones distintas:

* Luz Roja de Seguridad tiempo: 0,30,60 y 90 segundos
2,3,5,10,20 y 60 minutos
* Luz Solar tiempo: 0,30 y 60 minutos
* Luz ultravioleta de onda larga tiempo: 0,30,60 y 90 segundos
(366 nm) : 2,3,5,10,20y 60 minutos
* Luz ultravioleta de onda corta  tiempo: 0,30,60 y 90 segundos
(254 nm) 2,3,5,10,20 y 60 minutos

de acuerdo con el trabajo de Horst-Werner y Morrison', haciendo registros de fa
variacién en la absorbancia del reactivo SASD con respecto al tismpo de irradiacion en
un Espectrofotémetro Beckman DU-50 en un intervalo de 330 a 230 nm. Estos
registros se hicieron en el laboratorio del Dr. Salvador Uribe Carvajal, en el
Departamento de Microbiologfa del Instituto de Fisiologfa Celular de la U.N.A.M.,
obteniéndose los siguientes resultados:

Al lrradiar el reactivo con juz roja de seguridad se observa en la figura 35 que no
hay variacién en la absorbancia del reactive con respecto a los tiempas de irradiacion

que se utilizaron, esto nos indica que no hubo modificacién del reactivo SASD por

Horst-Wemer, Wallenweber y David C. Morrison. 1985, J. Blol. Chem. 260(28):15068-74.
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parte de la luz roja de seguridad que fué la iluminacién que se utilizé durante Ia
realizaclén de los experimentos de entrecruzamiento.

Cuando se irradi el reactivo con la luz solar, se observa en la figura 36 que en
los tres tlempc;s de irradiacion utilizados se alcanza un grado de modificacién dest
reactivo SASD similar al obienido por la irradiacién dsl reactivo con la luz ultravioleta
de onda larga como se pude observar en la figura 37. Como se aprecia en la figura 38
el mayor grado de modificacion del reactivo SASD, se obtiene al irradiar este con la fuz
ultravicleta de onda corta (254 nm). Se aprecian mejor estos resultados, al graficar la
variacion en la absorbancia del reactivo SASD con respecto a los tiempos de
irradiacion utilizados en cada caso como se observa en la figura 39 en la cual tenemos
que no hay variacion en la absorbancia al utilizar la luz roja de seguridad, mientras que
con la luz del sol asi como con la luz ultravioleta de onda larga (366 nm) se tienen
patrones similares de disminucion de la absorbancia, mientras que con la luz
ultravioleta de onda corla se obtiene {a mayor disminucién de absorbancia para el
reactivo SASD. Si se hace una grifica en la cual relacionamos el porcentaje de
modificacién del reactivo SASD con respecto al tiempo de irradiacion utilizado en cada
caso, tenemos un comportamiento inverso como se muestra en la figura 40, es decir,
con la luz roja no hay una modificacién aparente del reactivo SASD, mientras que para
la irradiacién con fa luz del so! y con la luz ultravioleta de onda larga (366 nm)
se obtiene aproximadamente un 75% de medificacién del reactivo, en tanto que el

mayor porcentaje de modificacion del reactivo (aproximadamente el 100%) se obtiens
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Figura 37. Barrido espectrofotométrico para el reactivo SASD después de
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Figura 38. Barrido espectrofotométrico para el reactivo SASD después de
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con la luz ultravioleta de onda corta (254 nm). Por lo tanto, en los experimentos de
entrecruzamiento se utilizé esta longitud de onda para activar al reactivo SASD
acoplado ya sea a la proteina fierro-azufre 6 al citocromo ¢ soluble. El citocromo ¢
también se utilizé pafa encontrar las condiciones adecuadas para acoplar ef reactivo
SASD a la proteina y para ello se utilizé al reactive marcado con yodo 125 (SASD-')
con 6 amortiguadores distintos®

(1) fosfato de sodio 0.1 M pH 8.4

(2) fosfato de sodio 0.1 M en presencia de Tween 20 al 0.02% pH 8.4

{3) borato de sodio 0.1 M en presencia de Tween 20 al 0.02% pH 8.4

(4) bicarbonato de sedio 0.1 M en presencia de Tween 20 al 0.02% pH 9.0

(5) fosfato de sodio 0.1 M en presencia de Tween 20 al 0.02% pH 8.0 y

(6) fosfato de sodio 0.1 M pH 9.0

En las ﬁgyras 41 y 42 se muestran los gréficos obtenidos para las 6 condiciones
anteriores, Al comparar ambas figuras, tenemos que ila mayor incorporacién de
radicactividad al citocromo ¢ sclubts, lo tensmaos an los 3 primeros amortiguadores en
un pH de 8.4, mientras que para los amortiguadores con pH de 9.0 la incorporacién
es menor, Ademds de los 3 primeros amortiguadores, la mayor incorporacion de
radicactividad la tenemos con el amortiguador de fostato de sodio 0.1 M pH 8.4 por lo

que este amortiguador fué el que utilizamos en los experimentos de entrecruzamiento.

Manualds Piarce, que acompaiia al reactivo SASD.

Horst-Werner, W. y Morrison, D.C. 1985, J. Biol. Chem, 260(28):15068-71.

Shephard, E.G., de Beer, F.C., von Haolt, C. y Hapgood, J.P. 1988, Anal. Biochem. 168:306-13.
Allen, R.A., Tolley, J.O. y Jesitis, A.J. 1986. Biochim. Biophys. Acta. 882:271-80.
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Figura 41. Grafico de la incorporacion del reactivo SASD-"#1 &l citocromo ¢
soluble en diferentes amortiguadores y.un pH de 8.4
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Figura 42. Grafice de la incorporacién del reactivo SASD-"**| al citocromo ¢
soluble en diferentes amortiguadores y un pH de 8.0
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Finalmente las muestras obtenidas en las 6 condiciones anteriormente
descritas, se sometieron a una electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia
de dodecil sulfato de sodio, despuds de lo cual se cortaron las bandas
comespondientes al complejo cit ¢-ASD-"*l y se determind la Incorporacién de
radiactividad al citocromo ¢ en cada condicién experimental, obteniéndose las cpm

para el yodo 125 por pmola de citocoromo ¢ soluble que se enlistan a continuacién:

1} fostato de sodio 0.1 M pH 8.4 92.6 cpm/pmola

2) fosfato de sodio 0.1 M pH 8.4 62.9 cpm/pmola
Tween 20 0.02%

3) borato de sodio 0.1 M pH 8.4 18,9 cpmipmola
Tween 20 0.02%

4) bicarbonato de sodio 0.1 MpH 9.0 44.8 cpm/pmola
Tween 20 0.02%

5) fosfato de sodio 0.1 M pH 9.0 65.0 cpm/pmola
Tween 20 0.02%

6) fosfato de sodio 0.1 M pH 8.0 63.3 cpm/pmola

Como se observa el mayor nimero de cpm incorporadas al citocromo ¢ soluble
se obtienan nuevaments con el amortiguador ds fosfato de sodio 0.1 M pH 8.4, por lo
que estas fueron las condiciones que se utilizaron para la incorporacion del SASD-'* a

la proteina fierro-azufre.
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