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1. RESUMEN

La F1Fo-ATPasa funciona como un motor rotacional reversible que consume energia
de un gradiente electroquimico de protones para sintetizar ATP. Cuando el gradiente
se colapsa, la enzima cambia su actividad catalitica de ATP sintasa a ATPasa. En
células eucariontes esta actividad es regulada por la proteina inhibidora (IF1), la
subunidad que unida a F1Fo, previene la hidrdlisis. Para definir la orientacion de la IF;
unida al complejo F1Fo completo, se ha planteado el objetivo de definir si el epitope
accesible a un anticuerpo monoclonal anti-IF; se encuentra en la parte N-terminal,
central o C-terminal de la proteina. Para esto realizamos protedlisis limitada con
tripsina, quimiotripsina, subtilisina y proteinasa K para definir por medio de Western
blot el fragmento mas pequefio reconocido por el anticuerpo que pueda ser
secuenciado posteriormente. A partir de protedlisis de IF; pura (mayor al 95%) todas
las proteasas originaron péptidos de menor tamafio al de la IF;. Después de cursos
temporales de protedlisis y la posterior inmuno-transferencia, encontramos que el
péptido mas pequeiio reconocido por el anticuerpo fue originado por incubacion con
quimotipsina a los 20 minutos y después de secuenciar los diversos péptidos
producidos por esta protedlisis obtuvimos que el epitope reconocido por el anticuerpo
monoclonal se encuentra dentro del fragmento GKREQAEEERYF3*. Al marcar este
fragmento en experimentos in silico en la estructura del cristal del complejo F;-I, con
el inhibidor reconstituido [35], se observa que el fragmento esta parcialmente oculto
a la accion de la proteasa. Esto se corroboro proteolizando al complejo F; purificado
y al FiFp en particulas submitocondriales nativos con el inhibidor unido o
desprendido. Concluyendo la secuencia del fragmento que contiene el epitope del

anticuerpo que va del residuo 23 al 35 ademas de comprobar experimentalmente con



la IF; nativa que la posicion de ésta proteina dentro de la F; es similar al encontrarse

tanto en su forma nativa como reconstituida.



2. INTRODUCCION

El complejo proceso de la produccién de ATP, ocurrido durante la fosforilacién
oxidativa, requiere que se lleven a cabo cuatro eventos fundamentales:

1. Transporte de electrones,

2. generacion de un gradiente de protones,

3. transporte de Piy ADP;y

4. la sintesis de ATP.

El proceso de sintesis de ATP es catalizado por el complejo ATP sintasa [30], la cual

funciona como un motor rotacional molecular reversible [23].

2.1 Estructura v funcién de la ATP sintasa mitocondrial.

La ATP sintasa mitocondrial, también llamada FoF;-ATPasa, es una enzima ubicua
gue sintetiza la mayoria de ATP que la célula necesita para acoplar su hidrélisis a
muchas reacciones endergonicas esenciales, asi como para realizar cualquier tipo de
trabajo quimico, mecénico y osmético. Esta sintesis de ATP ocurre en el dltimo paso
de la fosforilacion oxidativa en mitocondrias de animales, en membranas plasmaticas
bacterianas y en las reacciones luminosas de la fotofosforilacién en las membranas
tilacoidales de los cloroplastos de plantas.

El complejo FoF1-ATPasa puede ser separado experimentalmente en dos diferentes

porciones o dominios (Fig. 1):
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Figura 1. Estructura simplificada de la ATP-sintasa.
La F; consiste en a;B3y (8 Y € no se muestran), la
estructura mas simple de F, (no mitocondrial) contiene a las subunidades ab,Cq.1».
La porcién gris indica la posicién sugerida de las subunidades dab, en el segundo cuello lateral del
estator. La parte inferior muestra un corte transversal (flecha roja) visto desde la F;.
Modificado de ref. 24

F1-ATPasa.- Porcion hidrosoluble que contiene los tres sitios cataliticos de la
enzima. Puede ser desprendida de la membrana manteniendo Unicamente su

capacidad de hidrolizar ATP.

Fo.- Porcion integral a la membrana, constituye el canal de protones.
En la tabla 1 se describe la composicién de subunidades de la ATP sintasa en

Escherichia coli, y en bovino [31].



Tabla 1. Composicidon de subunidades de las ATP sintasas mitocondriales en E. coli y bovino. Se
tienen 8 y 16 subunidades en las enzimas E. coli y bovino, respectivamente. Se encuentran
acomodadas con respecto a la similitud entre las subunidades; por ejemplo la subunidad homéloga de
ddeE. coli en bovino, seria OSCP. Los pesos moleculares solo se muestran para la enzima de
bovino.

Subunidades | Subunidades Peso Subunidades | Subunidades Peso
E. coli Bovino molecular E. coli Bovino molecular
Bovino Bovino
(kDa) (kDa)
o’ o’ 55 al Sub. 6' 25
B’ B’ 51 b’ b! 24
Yl Yl 30 C10-14 C10-14 8
5! OSCP! 21 - d' 19
F1 81 81 15 Fo - e1 8
- gl 6 - f! 10
- IF,' 10 - g’ 11
- F6' 9
- A6L' 8

".- Estequiometrias correspondientes.

Estudios biofisicos y bioquimicos muestran que el arreglo de las subunidades de la
parte F; es un hetero-hexamero de las subunidades asf; alternantes [31], una de las
estructuras cristalogréficas de la F; mitocondrial resolvi6 ademas el cuello formado
por vy, 8 y € en donde y penetra la cavidad central del hexdmero asps para formar
parte del rotor [15]. Por otra parte, la porcion Fo es el sector trans-membranal, que
forma el canal de protones; y a su vez se compone de las subunidades 6, b, cg.12, d,
e, f, g, y A6L. Otra subunidad llamada OSCP (oligomycin sesitivity conferring protein)
conecta a un cuello periférico formado por la parte extra-membranal de la subunidad
b con el extremo amino terminal del hexadmero o;p; de la F; (ver figura 2). La funcion
de la enzima depende de los cambios conformacionales y movimientos relativos de
las subunidades del rotor que en el complejo FoF; completo son v, &, 6y un anillo
trans-membranal de 10 subunidades c [36], en el caso mas sencillo. Este rotor gira

impulsado por el flujo de protones, que en mitocondrias ocurre del espacio




intermembranal hacia la matriz mitocondrial. El anillo de subunidades c gira gracias a
la protonacion y desprotonacion del acido aspartico 61 en las subunidades ¢ que al
irse protonando secuencialmente de manera auxiliada por la arginina 210 de la
subunidad a de Fo, produce un movimiento rotatorio. La salida de los protones se da
hacia la matriz mitocondrial por la otra parte de este canal de protones [25] mientras
el anillo de subunidades c transmite el movimiento rotatorio a la subunidad y. Esta
ltima tiene una parte central que esta en contacto secuencial con las subunidades 3,
las cuales cambian su conformacion de manera alternada [11] a tres estados basicos

en respuesta al giro de vy (fig.2).

Figura 2. El mecanismo de unién alternante (The binding change mechanism). En la conformacion
“open” (0), la subunidad B; de F; esta vacia. En el paso (1) la subunidad y rota 120° cambiando la
conformacion de B; a “loose” (L). En la conformacién loose, a B; se le une ADP y Pi. En el paso (2)
otra rotacion de 120° de y cambia la conformacioén de B, a “Tight” (T). En la conformacién tight, el ADP
y el Pi reaccionan para formar ATP. Otra rotacion de 120° de y en el paso (3) cambia la conformacion
de B; de nuevo a open, resultando en la liberacién de la molécula de ATP recién sintetizada. Este
mecanismo inicialmente propuesto por Boyer con base en reacciones de recambio [11] se corrobor6
con la estructura cristalografica de la F;-ATPasa de bovino [15], y la demostracién de la rotacion de la
subunidad vy [17, 33, 28].

La rotacion de la enzima ocurre en el sentido de las manecillas del reloj, vista desde
Fo, para la sintesis y en el sentido contrario a las manecillas del reloj para la
hidrélisis. Durante la catdlisis, el rotor central gira respecto a un estator compuesto
por las subunidades ay B de la F;, asi como OSCP, b y la subunidad 6 que forman

un tallo periférico que conecta a F; con Fq (Fig.3).



Figura 3. Estructura del motor FoF; de acuerdo al modelo de la
enzima. El “Estator” (subunidades 6, b, OSCP y d) mantiene
fijos a los sitios cataliticos en las interfases o/p de la F; al
unirlos a la subunidad 6 de F, a través del cuello periférico
formado por las subunidades b y OSCP (6 en E. coli). El “Rotor”
o tallo central (y, dy €) es impulsado por el flujo de protones en
la interfase cjp1/a y este giro provoca los cambios
conformacionales alternantes de las interfases cataliticas
o/p para la sintesis y liberacion de ATP al medio (detalles en
texto). Se muestra también el fragmento N-terminal del inhibidor (IF;)
gue en esta posicidn interferiria con la rotacion del cuello central y por
lo tanto con la sintesis de ATP. Los protones se transportan por la
interfase a/cq.1» para impulsar el giro del rotor, y por lo tanto la sintesis
de ATP en la F;, de acuerdo al sentido de la rotacién indicada (ver
texto). Modelo tomado de la ref. [31]

Los movimientos del rotor, o tallo central, son transmitidos al estator a través de
cambios conformacionales que afectan la estructura de los sitios cataliticos que a su
vez, alternan y cambian su afinidad por el sustrato y producto [31]. La sintesis de
ATP es una reaccién endergdnica que requiere de 80-100pN nm de energia bajo

condiciones fisiolégicas [28].

2.2 La proteina inhibidora de la ATP sintasa mitocondrial.

Como se menciona en el apartado anterior, la FoF1-ATPasa también funciona como
un motor reversible. Cuando una célula es privada de oxigeno, como ocurre en la
isquemia patologica o quirdrgica, el gradiente electroquimico se colapsa a lo largo de
la membrana interna de la mitocondria y la enzima cambia su actividad catalitica, de

ATP sintasa a ATPasa.



2.2.1 Funcién v estructura de la proteina inhibidora de la ATP sintasa mitocondrial.

En células eucariontes esta actividad esta controlada por la proteina inhibidora (IF,).
En bovino, la IF; es una proteina compuesta por 84 residuos de aminoacidos y un
peso molecular de 10kDa [2]. Se trata de una subunidad que unida a FoF1 previene la
hidrolisis de ATP, por lo que la forma biologica relevante es la que contiene a la IF;
endogena, es decir el complejo FoF1l [16]. El efecto inhibitorio de la IF; en la FoF;-
ATPasa se ha demostrado fisiologicamente durante la isquemia cardiaca en varias
especies de mamiferos, por lo tanto la IF; protege al miocardio isquémico al prevenir
la disminucién del ATP celular debida a la hidrélisis catalizada por el complejo FoF,
como una regulacion tejido-especifica, la expresion de la IF; en relacion a la ATP
sintasa es mas alta en el corazon que en otros organos [20]. La IF; se une a la parte
F, con una estequiometria de 1:1 [4].

Se han caracterizado algunos homodlogos de la IF; en mitocondrias de humano,
bovino, rata, Saccharomyces cerevisiae y plantas; la secuencia primaria de estas
proteinas esta bien conservada, particularmente en los residuos 14-47 (en la
numeracion de la secuencia de la IF; de bovino, figura 4). Van Raaij et al. en 1996
[22] concluyeron a partir de sus estudios con productos recombinantes de la IF; que
la minima secuencia inhibitoria consiste de los residuos 14-47. Por otra parte, un
péptido con la secuencia Leu42-Lys58 en la numeracion de la IF; de bovino, tiene la
misma eficiencia, en cuanto a inhibicion de la actividad de ATPasa, que la IF;
completa, inhibiendo la actividad tanto del complejo F;Fo completo en membranas,

como en la F; soluble [19]. La region C-terminal de la IF; (aproximadamente de los



residuos 39-84) forma una trenza de dos a-hélices que posiblemente lleven a la

formacién de dimeros u otros oligémeros fisiol6gicamente.
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Figura 4. Secuencia de aminoacidos componentes de la IF; de mitocondrias de corazon de bovino. La
caja continua indica la region minima inhibitoria, residuos 14-47 [22]. La parte de la secuencia
encerrada en cajas discontinuas muestra las regiones que parecen estar envueltas en la regulacion de
la proteina por pH (residuos 10-13 y 48-56). En la parte de debajo de la secuencia se muestran las
letras a-g que se refieren a los motivos de la estructura de la a-hélice que se forma en la proteina, en
este caso heptadas en donde el primer aminoacido (a) es en general hidrofébico y que forman los
sitios de contacto del dimero anti-paralelo de la IF;.

La IF; de mitocondrias de corazdén de bovino ha sido clonada y purificada. Su
estructura ha sido estudiada en funcién del pH [14]. En un intervalo de 5.5-8.5 se ha
observado que mientras el pH del medio se torna acido decrece el contenido de a-
hélice de la proteina inhibidora. Tanto estudios en los que modifican quimicamente
las histidinas [9, 8] asi como en los cuales se utiliza mutagénesis dirigida [21] y
sustitucién quimica de His48, 49, 55, 56 o de Lys46, 47, 58 en el péptido sintético 42-
58 [22] muestran que esos residuos son directamente responsables de la actividad y
dependencia al pH de la IF;. También se tiene que se han realizado experimentos de
mutagénesis dirigida mutando solo a la histidina 49 y sustituyéndola por K. Esta
mutacion anulo la sensibilidad al pH de la proteina, esto es, tanto a pH abajo de 6.7
como a pH arriba de 6.7 las IF; mutantes son capaces de inhibir a la F;, mientras que
la IF; silvestre es incapaz de inhibir a pH alcalino [18]. Esto es debido al estado de
oligomerizacion de la IF1; a pH 6.5 la proteina dimeriza formando una trenza de o-

hélices antiparalela sobre su parte C-terminal dejando expuesta la minima region



inhibitoria. Por otro lado, a pH 8.0 la IF; forma un tetrdmero inactivo en el cual se
cubren las regiones inhibitorias de los dimeros oligomerizados entre si,
imposibilitando su accién sobre la F;. La anulacién de la sensibilidad al pH por la
mutacion de la H49 se explica ya que en estas mutantes se evita la formacion de la
trenza entre los residuos 32-43 previniendo la interaccion entre dos diferentes
dimeros. Esto produce que en el equilibrio predomina el estado dimérico, ademas de
liberar la parte N-terminal inhibitoria, permitiéndole interactuar con la F; (Fig. 5). Algo
similar ocurre con la IF; nativa, al descender el pH (6.5) la H49 se protona, entonces
decrece la posibilidad de que se forme la estructura de trenza asi que se pierde la

capacidad de que dos dimeros interactuen [26].

B pH 840

s e~ W LS
i C ‘ \ f‘ ﬁ/ -
Figura 5. Modelo de la interconversion entre el estado dimérico activo y el tetramérico inactivo de la
IF; regulado por pH. Las cuatro moléculas de las IF; estan en color rojo, azul, amarillo y negro. (A)
Dos dimeros separados cada uno compuesto de dos monémeros unidos formando una a-hélice
coiled-coil antiparalela por la regién C-terminal. Esto a pH 6.5. (B) A pH 8, dos dimeros asociados
formando un tetrAmero. La interaccion entre dos dimeros involucra a los residuos entre ~35-47. Estos

residuos estan marcados con cajas discontinuas. A este pH, las regiones inhibitorias incluyendo los
residuos 9-22 y 23-47, estan cubiertos en el tetramero.

Se ha demostrado que el estado dimérico de la IF; puede inducir la dimerizacién de

la F; tanto en su forma reconstituida como endégena [27,29].



2.3 Localizacién de la IF; en la F1Fo-ATPasa mitocondrial.

Existen algunos reportes acerca de la ubicacion y modo de unién de la IF; a la Fy. La
evidencia estructural muestra que la IF; entrecruza con las subunidades oy  [13].
Sin embargo, otros experimentos de entrecruzamiento y ensamblaje de la enzima
muestran evidencia de una posible interaccién con subunidades de Fo [12]. Por lo
tanto, hasta el momento no se conoce con claridad cual es la posicion exacta de la
IF1 en el complejo F1Fo completo.

A pesar de que se han demostrado diferencias importantes entre la IF; endégenay la
reconstituida, la mayoria de los datos experimentales se han hecho con esta ultima.
En nuestro laboratorio se ha estudiado la ubicacion de la IF; tanto en el complejo F;l
soluble como en el complejo F;iF intacto. Se ha encontrado que la IF; enddgena
puede entrecruzar a una distancia de 12A con las subunidades vy y € en el rotor de la
enzima [32], esto aunado a los resultados que indican que la IF; entrecruza con la
subunidad OSCP [37], nos hace proponer un nuevo modelo para el mecanismo de
inhibicion de la proteina inhibidora. Es decir, esto sugiere que la IF; interfiere con la
rotacion intrinseca de la enzima [31, 32]. De estos resultados, se ha propuesto un
modelo estructural tomando como base las estructuras cristalograficas de la F; y la
region N-terminal de la IF1, la cual es la regidn inhibitoria de la molécula [22]. En este
modelo se observa que la region N-terminal de la IF; se puede acomodar en una
cavidad formada por las subunidades v, g, y una interfase o/p tanto en la estructura

cristalografica de la F1, como en un modelo del complejo F1Fol (Fig.3).



2.3.1 Uso de anticuerpos en el estudio de la IF;.

Varios anticuerpos dirigidos contra la proteina inhibidora han sido usados en estudios
de caracterizacién inmunoldgica de la proteina inhibidora de mitocondrias de corazén
de bovino, de higado de rata y de levadura, mostrando que las IF; de levadura y
bovino tienen gran similaridad inmunoldgica entre si a pesar de su diferencia en
cuanto a secuencia [7].

Ademas, se usaron anticuerpos contra la IF; para determinar que la proteina co-
purifica con el complejo FiFo para su posterior reconstitucion en liposomas [16].
Anticuerpos monoclonales afiadidos al complejo Fi1-IF; no disminuyen la inhibicion
inducida por la IF;. Por el contrario, estos anticuerpos incrementan la actividad de
ATPasa de la enzima en particulas invertidas sin inducir una liberacion significativa
de la IF; en esas particulas. Esto ha llevado a sugerir que la IF; puede tener una
interaccion con alguna proteina de la membrana interna de la mitocondria de un peso
entre 5y 6 kDa [12]. Por otro lado, en nuestro laboratorio se ha demostrado que el
anticuerpo anti—-IF; que se usO para este trabajo no incrementa la actividad de
ATPasa de la enzima, sugiriendo que se une a un epitope diferente en comparacion
con los anticuerpos anteriores [Minauro-Sanmiguel, F., Bravo, C. y Garcia, J.

Resultados no publicados].



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Localizar el epitope del anticuerpo monoclonal RAC#25A-5E2D7 en la estructura
primaria de la proteina inhibidora de la ATP sintasa mitocondrial.

3.2 Objetivos particulares

1. A partir de células de Escherichia coli de la cepa BL21, transformadas con los
plasmidos respectivos, sobre-expresar y purificar a las proteina inhibidora (IF+)
recombinante de corazon de bovino.

2. Realizar predicciones de patrones de protedlisis limitada por medio del software
de internet denominado PeptideCutter, lo cual determinara cuales proteasas son las
indicadas para usarse experimentalmente para generar fragmentos de tamanos
funcionales.

3. Realizar experimentalmente una protedlisis limitada para generar péptidos de
tamano y secuencia definidos. Separar estos fragmentos por medio de electroforesis
desnaturalizante en geles de gradiente de alta concentracién de acrilamida.

4. Realizar inmunotransferencias de los fragmentos separados en los geles
anteriores para determinar cual de estos es reconocido por el anticuerpo monoclonal
anti-1F.

5. De ser necesario, generar fragmentos mas pequefios por medio de la
subsecuente degradacion con otra o0 mas proteasas, para generar subfragmentos
mas pequenos al reconocido inicialmente por el monoclonal anti-IF.

6. Confirmar la secuencia del péptido mas pequeno reconocido por el monoclonal

anti IF4, por medio de degradacion de Edman.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Analisis de secuencias por medio del software Peptide Cutter disponible en la

pagina http://us.expasy.org/tools/peptidecutter/ de internet para decidir que proteasas

utilizar.

4.2 Purificacién de la IF; recombinante de corazén de bovino [14, 34]. Con el

siguiente protocolo se purificd a la IF, recombinante a partir de 1 litro de células de
Escherichia coli a las cuales se les sobre-expresé el gen de la IF; de mitocondria de
de corazdén de bovino concentradas en un pellet de 7.5g en promedio. Resuspender
el pellet celular en 4 ml de amortiguador K;HPO, 20mM, (pH6.5), PMSF 0.001% y
1mM EDTA, diluir el pellet y llevarlo a 40ml totales. Sonicar 10X (10 veces; 10
segundos y dejar enfriar el sonicador durante 2 minutos). Agregar MgCl, 10mM, 5mg
de DNAsa por cada 10g de células y centrifugar a 14000rpm 4°C 15 minutos. Al

sobrenadante y agregar EDTA 10mM, precipitar con [(NH4).SO4] a una

concentracion saturante de 50% e incubar 20 minutos a 4°C. Centrifugar a
14000rpm, 4°C, 15min. Al sobrenadante agregarle 35% de [(NH4).SO4], para llevarlo
a una concentracion final de 85%, incubar la suspension 20 minutos y centrifugar a
14000rpm, 4°C, 15min. Tomar el pellet y resuspenderlo en 1ml de amortiguador
20mM fosfatos pH 8.0 y concentrarlo a 500ul en una membrana Millipore con un
poro de 10Kda. Pasar el concentrado por una columna de Carboxi-Metil Sefarosa
CL-6B de intercambio cationico, preequilibrada con el amortiguador 20mM fosfatos
pH 6.5. Lavar con 10 veces el volumen de la columna usando el mismo
amortiguador. Eluir con un gradiente de pH 6.5-8.7 y al mismo tiempo de fosfatos
20mM-300mM (2 volumenes de ambos). Medir actividad inhibitoria a todas las

fracciones, y las que tengan actividad inhibitoria se desalan en columnas de



Penefsky, se les determina proteina y se realiza un SDS-PAGE de gradiente de 10-
22% de acrilamida de acuerdo a Laemmli [3]. Las fracciones con un mayor grado de
pureza se concentran nuevamente ahora a aproximadamente 600ul. La
determinacién de la actividad inhibitoria de la ATPasa se llevé a cabo segun Klein et
al. [4]

4.3 Protedlisis limitada de la proteina inhibidora 1F,, F4; vy particulas

submitocondriales Mg-ATP con tripsina, quimiotripsina, proteinasa K v subtilisina. Se

preparan stocks de las proteasas con la concentracion de 1mg/ml determinadas por
coeficiente de extincion y se guardan a -70°C para evitar la auto-hidrolisis. Todas las
protedlisis se realizaron en un amortiguador K;HPO4 100mM y EDTA 1mM (pH 6.5)
agregando una relacién proteasa/proteina de 1:100, incubando la mezcla a 25°C. La
reaccion se detuvo agregando PMSF 5mM a alicuotas tomadas a los diferentes
tiempos.

4.4 SDS-PAGE von Jagow [10]. Esta técnica de SDS-PAGE (por su abreviatura en

inglés, geles de poliacrilamida en presencia de dodecil-sulfato de sodio) permite
separar las proteinas en base a la carga que les confiere el dodecilsulfato de sodio
(SDS) y de manera aproximada a su peso molecular. La resolucion es alta para
proteinas de entre 50 y 5kDa, pero baja arriba de 50kDa.

Para preparar este tipo de geles se montan dos cristales separados entre si con
unos separadores de 1mm de espesor procurando que, ya estando montados, no se
presenten fugas al agregar alguna solucion en el espacio que quedd entre ellos. Se
prepara el gel separador y se vierte dentro de los cristales aproximadamente 5.3ml e

inmediatamente se agrega una capa de H,O muy lentamente para que no se mezcle



con la solucién del gel, esto para asegurar una superficie horizontal del gel. El
proceso de gelificado es de aproximadamente 40 minutos.

Una vez gelificado el separador, se remueve el agua y se coloca en la parte de arriba
de entre los cristales un peine de 1mm de espesor con los carriles deseados. El gel
concentrador se vierte entre los vidrios hasta que alcanza el borde de estos,
procurando no dejar burbujas de aire.

Ya que polimerizo el concentrador, aproximadamente 30 minutos, se retira el peine y
se monta la camara de corrida. La parte interna de la camara se llena con
amortiguador para el catodo y la externa con al amortiguador para el anodo

procurando cubrir el filamento de platino. Las muestras se preparan mezclandolas
volumen a volumen (concentracion de 0.8ug a 20ug para Western-blot y de 3ug a

25ug para tefir con Coomassie) y el amortiguador para la muestra. Cada muestra se
agrega en los diferentes carriles procurando que no se salgan de estos hacia los

carriles laterales.

-Acrilamida 30% (100ml) -Amortiguador de anodo (1 litro)
Acrilamida 30gr Tris/HCI 24.06gr

bis acrilamida 0.8gr pH 8.4
-Amortiguador para el gel (100ml) -Amortiguador de catodo (1 litro)
Tris 36.34gr Tris 12.11gr

HCI 8.28ml Tricina 17.93gr

SDS 0.3gr SDS 1gr

pH 8.25



Tabla 2. Protocolo de preparacion de SDS-PAGE von Jagow al 4% y 16%.

Gel 16% Gel 4%
(separador) (concentrador)
Acrilamida 3.2ml 0.533ml
Amortiguador 2m| 1ml
Glicerol 80% o8m e
Agua - 2.466ml
Persulfato de amonio 10%  30pl 30ul
TEMED 3ul 3ul
-Amortiguador para la muestra
H.O 3ml
Tris/HCI 1ml
Glicerol 1.6ml
SDS10% 1.6ml
Azul de bromofenol 0.5% 0.5ml

Una vez mezclados la muestra con el amortiguador para la muestra se incuban
durante 5 minutos a 100°C antes de ser cargados en el gel. Este amortiguador sirve
para dar mayor densidad a la muestra ademas de desnaturalizarla debido a la
presencia de SDS y el seguimiento del frente de las muestras en la electroforesis por
el azul de bromofenol.

Los geles preparados con esta técnica se corren a 80mV durante 30 minutos y luego

a 95mV durante aproximadamente 2 0 2.5 horas.



4.5 SDS-PAGE Laemmli [3]. Los geles preparados con esta técnica poseen alta

resolucién para proteinas de entre 70 y 5kDa.

Para este tipo de geles se montan los cristales procurando que sellen y que no se
presenten fugas. Se prepara el gel separador y se vierte dentro de los geles, que se
encuentran separados entre si por un separador de 1mm de espesor,
aproximadamente 5.2ml del separador. Lentamente se agrega una capa de SDS
10% para asegurar un gelificado horizontal. Estos geles gelifican en alrededor de 30
minutos a 4°C. Una vez gelificado el separador se remueve el SDS enjuagando con
H.O destilada y se coloca en la parte superior, entre ambos vidrios, un peine de 1Tmm
de espesor con la cantidad de carriles deseada (10 6 15). El gel concentrador se
agrega hasta que alcanza el borde de los cristales, procurando no dejar burbujas.
Una vez gelificado, se retira el peine y se monta en la camara de corrida. Ambas

partes de la camara se llenan con el amortiguador de corrida. Las muestras se

preparan (una cantidad aproximada de entre 4ug y 25ug) mezclando volumen a
volumen con el amortiguador para la muestra. Cada muestra se agrega a un carril
diferente, procurando no se salga de uno y se pase al otro.

Tincién por azul de Coomassie para geles de poliacrilamida.

Inmediatamente después de sacar el gel de la electroforesis, se sumerge en la
solucion de azul de Coomassie y se deja en agitacion por al menos una hora,
aunque este tiempo puede incrementarse a varias horas para geles cargados con
cantidades limitadas de proteina. Después de esto, para desteiir el fondo y dejar las

bandas de proteina intactas, se agrega la solucion destefiidora.



-Azul de Coomassie (1litro)

Coomassie brilliant blue R-250

Metanol

Acido acético glacial

H-0

500mg
250ml
100ml

650ml

Tabla 3. Protocolo de preparacion de SDS-PAGE Laemmli a los porcentajes 10%, 22% y 4%.

10% (15ml)

22% (15ml)

Empacador 4%

(2.5ml)
H.O 6.2m e 1.4ml
SIEZEE B e 4.8ml 11m| 0.420m!
bisacrilamida
Amortiguador 38 38 e
separador
Amortiguador 0.625
empacador
Persulfato de
amonio 10% 120l 120l 16
TEMED 7.5u 7.5u 4ul

-Amortiguador separador (100ml)

Tris

SDS 10%

18.17g

4ml

pH 8.8 con HCI 12N

-Amortiguador de la muestra (10ml)

Glicerol

SDS 10%

Azul bromofenol

Tml
2mi

2mg

Amortiguador empacador 1.25ml

-Amortiguador empacador (100ml)
Tris 6.06g
SDS 10% 4ml
pH 6.8 con HCI 12N

-Amortiguador de corrida (1litro)

Glicina 14 .49
Tris 39
SDS 19

Aforar con H,O a 1 litro



-Mezcla acrilamida-bis-acrilamida 30% (100ml)

Acrilamida 30g

bis-acrilamida 0.8¢g

Aforar con H;O
Para todos los experimentos, la concentracién de proteina fue determinada por el
método de Lowry et al. [1].

4.6 Inmunodeteccion por medio de la transferencia de los fragmentos de IF; a

membranas de PVDF en presencia de amortiguador CAPS [32]. Después de realizar

un SDS-PAGE se omite el paso de tincion y se procede a incubar al gel durante 30
minutos en el amortiguador de transferencia con agitacion suave. Previamente se
debié de haber cortado un trozo de membrana (PVDF) del tamafo aproximado del
gel que se va a transferir, incubando este en metanol durante 5 minutos con
agitacion suave y posteriormente en el amortiguador CAPS por 10 minutos.

En la rejilla de transferencia se coloca una esponja gruesa previamente empapada
con el amortiguador de transferencia y encima un papel filtro del tamano de la
esponja, también mojado en el amortiguador. Sobre este papel se coloca, con ayuda
de unos guantes de latex, el gel que se va a transferir y encima la membrana hacia
donde se transferiran las proteinas que se encuentran en el gel, por la cara que se
encuentra doblada hacia atras, procurando que no se formen burbujas entre ellos
con ayuda de un tubo de vidrio pequefio lleno del amortiguador de transferencia. Se
pone otro papel filtro, otra esponja, ambos mojados y se cierra la rejilla. La rejilla se
inserta en la camara de transferencia, la cual se llena con el amortiguador de
transferencia, se pone un agitador, se inserta una camara con hielo y se corre

durante 2horas a 100mA. Todo el sistema se encuentra sobre un agitador magnético



y dentro de un recipiente con hielo y agua, esto para mantener una temperatura de
~4°C.

Posteriormente, usando guantes, se saca el gel que se desecha, y la membrana que
se incuba en una solucién leche baja en grasas-PBST 5% para bloquear los sitios
inespecificos de unién del anticuerpo en la membrana durante 2horas. Después se
agrega el anticuerpo primario anti-lIF1 RAC#25A-5E2D7 (obtenido por el doctor José

de Jesus Garcia, tutor de este trabajo de tesis en su estancia posdoctoral en

Oregon, USA) a una concentraciéon de 0.5ug/ml, y se deja incubar durante toda la
noche. Luego se lava con PBS-T 3 veces por Sminutos y se agrega nuevamente
leche al 5% con el anticuerpo secundario durante 2 horas. Después se lava una vez
con PBS-T y dos veces con PBS cada una durante 5minutos. Se elimina el exceso
de PBS secando parcialmente la membrana en medio de una placa de acetato
doblada por la mitad. Enseguida, sin dejar que se seque completamente la
membrana, se agrega la mezcla de revelado por quimio-luminiscencia de
Amersham-Biosciences (ECL Plus), y se incuba durante 5 minutos. La
quimioluminscencia generada por la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario,
se revela en placas KODAK BIOMAX ML, exponiéndolas durante distintos tiempos
que van desde 30 segundos hasta 10 minutos. Posteriormente, las placas se revelan
automaticamente en un sistema KODAK de revelado. Una vez obtenidas las bandas
especificas en la placa, se toma una foto digital o un scan de la placa y se realiza la
densitometria para conocer la densidad de cada banda, asi como su peso molecular

con la ayuda del software “Alpha Digi Doc” de Alpha Inothec Corporation.



-Amortiguador CAPS (2 litros) -Amortiguador PBS

CAPS 4.49g NaCl 136mM

Metanol 200ml KCI

2.68mM

H.O 1800ml Na,HPO, 10mM

pH11 con NaOH 4N KH:PO,4 1.76mM
*Tween20 1%
pH 7.2

*Solo para PBST.

4.7 Aislamiento de mitocondrias de corazén de bovino. Se limpia el corazén de

grasa, del tejido conectivo y de coagulos de sangre, cortando el musculo en cuadros
de aproximadamente 5 por 5 cm de espesor. Se muele el tejido en un molino de
carne y se pesa el producto; generalmente se obtiene un peso promedio de entre
350 y 600g de producto de corazones de tamano regular.

Por cada Kg de tejido obtenido, se agregan 4 litros de amortiguador A y se ajusta el
pH a 7.4 con Tris saturado. Se licua la mezcla durante un minuto y se vuelve a
ajustar el pH a 7.4 con Tris saturado. Se coloca el licuado en botellas para centrifuga
de 500ml de capacidad y se centrifuga a 2,500rpm durante 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante se decanta filtrandolo mediante el uso de una gasa sobre un vaso de 5
litros de capacidad. El precipitado se desecha vy el filtrado se centrifuga a 10,000rpm
durante 10 minutos a 4°C. El precipitado obtenido son las mitocondrias, las cuales se
resuspenden en 350ml del amortiguador B. Se centrifuga esta solucién a 2,000rpm
durante 10 minutos a 4°C, se toma el sobrenadante tratando de despegar del

precipitado la fase menos densa y dejando la mas densa. La suspension se



centrifuga ahora a 10,000rpm durante 10 minutos a 4°C y se desecha el
sobrenadante. El precipitado se resuspende en amortiguador B agregando la minima
cantidad de este amortiguador como sea posible, para que las mitocondrias queden
mas concentradas. Se toma una alicuota para la determinacion de proteina por el

meétodo de Lowry [1].

Amortiguador A Amortiguador B
-Sacarosa 250mM -Sacarosa 250mM
-Tris 5mM -Tris 5SmM
-EDTA 15mM -pH 7.4

-pH 7.4 ajustando con HCI

1.8 Obtencién de particulas submitocondriales Mg-ATP__(PSM_Mg-ATP). Las

mitocondrias se preparan como se indica en el apartado anterior, se diluyen a
10-20mg/ml en el medio 1, separando en lotes de aproximadamente 10ml.
Después, justo antes de sonicar, se agregan el MgCl, y el ATP ambos a una
concentracion de 6mM para posteriormente sonicar cada alicuota 7 veces por
17 segundos, dejando enfriar la punta del sonicador entre cada una de ellas

durante 43 segundos. Posteriormente, ajustando el pH a 7.4 con Tris saturado,

se centrifuga a 10,000rpm durante 10 minutos a 4°C recuperando el
sobrenadante que contiene las PSM. Este ultimo se vuelve a centrifugar ahora a
45,000rpm por 45 minutos recuperando el precipitado para resuspenderlo en el
medio 1. A continuacidn, a esta suspension se le agrega medio 1 para hacer un

total de aproximadamente 10ml. Se centrifuga nuevamente a 45,000rpm



durante 45 minutos. Se recupera el precipitado para resuspenderlo en el menor
volumen posible del medio B (ver aislamiento de mitocondrias).

1.9 Purificacién de la F; mitocondrial de corazén de bovino.

A partir de mitocondrias diluidas a una concentracion de 10mg/ml en el buffer A (ver
obtencién de mitocondrias) se sonican en 10 intervalos de 30 segundos cada uno,
en bafio hielo, dejando enfriar tanto la solucion como la punta entre cada sonicacion
1:30 minutos, después se centrifuga durante 1hora a 45000rpm a 4°C y finalmente el
sobrenadante es sometido a una cromatografia de intercambio anidénico mediante
una columna de DEAE eluyendo con dos volumenes de la columna de un gradiente

de KCI que va de 0 a 0.75M, se colectan fracciones de aproximadamente 1.5ml

cargando 30ul de cada una en un SDS-PAGE de acuerdo a Laemmli [3] y finalmente
se concentran las fracciones que se observen puras en el gel mediante un filtro
Amicon® con poro de 30 kDa.

1.10 Activacion de la F1 mitocondrial.

Ya purificada la F1 se diluye en medio Klein 2x (200mM KCI pH8) y se incuba a 40°C
durante 2 horas y se vuelve a concentrar por el filiro Amicon® con poro de 30kDa
para asi la IF; que se desprende al activarse, pasa a través del filtro y la Fy que

queda concentrada ya no tiene unida a su proteina inhibidora endogena.



5.RESULTADOS

5.1 Predicciéon de cortes de proteasas para IF; mitocondrial de corazén de bovino: Se

escogieron 60 posibles proteasas disponibles para conocer, virtualmente, cuales de
ellas proteolizaban a la proteina. Las proteasas resultantes se enumeran a

continuacioén. De acuerdo a las predicciones de protedlisis originadas por el software

de uso libre Peptide Cutter htip://us.expasy.org/tools/peptidecutter/ disponible en

internet, se obtuvo la tabla 4 a continuacion:



Tabla 4. Cortes predichos por el software Peptide cutter comparados con los cortes obtenidos en
estudios anteriores [5] y con los obtenidos en este trabajo. N. D. Hidrdlisis de IF; no determinada, ya
que en dicho estudio no se utilizé esa proteasa para proteolizar a la IF;.

Proteasa

No. de cortes
predichos

No. de residuo

Sitios de corte
observados [5]

No. de residuo

Asp-N
endopeptidasa

4

D°-N’
D17_A18
D82_D83
D33.p&4

N. D.

N. D.

Arg-C proteinasa

9_ S 10
R'6.D"7

25 26
R32.y33
R35_A%

37_p38
R62_| 63

R69_H70

N. D.

Quimotripsina de
baja especificidad

12

Diversos

N. D.

Quimotripsina de
alta especificidad

F22 G23

33 34
Y

22_G23*o
33 34
Y-F

F34_R350

Clostripain

F
S 10
R'6.D"7
R25_E%

32 /33
R35_A3%
RY7_A38
R62_[ 63

R69_H70

F
34 R35
RQ
°D
E

3_
5_

N. D.

Glutamil
endopeptidasa

13

Diversos

N. D.

N. D.

LysC

10

Diversos

N. D.

N. D.

Pepsina (pH>2)

AZ1_FZZ

F22 5238
Y323

42743
A% 45
| 4546
L83
K76 77

N. D.

Pepsina (pH1.3)

2T FZZ
F2 g2
y32_F33
42743
44_) 45
| 4546
63 4
K76.L77

N. D.

Proteinasa K

23

Diversos

N. D.

Staphylococcal
peptidase |

11

Diversos

N. D.

N. D.

Termolisina

18

Diversos

N. D.

N. D

Tripsina

18

Diversos

RQ._S{O
R16.D"7




5.2 Purificacién de la IF; recombinante de corazén de bovino: A partir de un cultivo

de un litro de bacterias Escherichia coli de la cepa BL21, se tiene un rendimiento

promedio de 8 mg por litro de cultivo en el total de las purificaciones llevadas a cabo.
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Figura 6. (A) SDS-PAGE 16%, el primer carril contiene los estandares de peso molecular, los demas
carriles contienen las fracciones de una purificacion a partir de un litro de células cultivadas. Las
fracciones marcadas con la linea azul fueron concentradas y almacenadas a
-70°C. (B) Muestra que el concentrado de estas 3 fracciones da como resultado una sola banda de
una pureza mayor al 90% en un SDS-PAGE 16%.

Analizando por densitometria estas tinciones por Coomassie de la banda mas pura
en la figura 6 (B), tenemos que nuestra proteina esta a una pureza mayor a 95%. Al
concentrado de estas fracciones se le realizé un Western-blot (WB) dando como
resultado la figura 7 donde se observan dos bandas correspondientes al dimero y al
mondémero de la proteina inhibidora de la ATPasa, corresponden a los pesos

moleculares aproximados de 21kDa y 10kDa respectivamente.

Figura 7. Western-blot de las fracciones concentradas. El carril contiene 1ug de la
proteina inhibidora que en los geles aparecié como una sola banda. Aqui se observan

dos bandas debido a que la banda superior nos indica al dimero de la IF; y la banda

- inferior al monémero.




5.3 Protedlisis limitada

El software Peptide cutter predijo 13 posibles proteasas que, virtualmente,
degradarian a la IF4 (tabla 4). De estas, se eligieron las proteasas indicadas debido a
antecedentes de previas protedlisis limitadas reportadas con la IF; enddgena
purificada a partir de mitocondrias de corazén de bovino [5]. Por lo tanto, de acuerdo
a las predicciones del Peptide Cutter, y de estos antecedentes, se escogieron
tripsina, quimotripsina y proteinasa k, ademas de la subtilisina por la disponibilidad de
las mismas en el laboratorio de bioquimica genética del Instituto Nacional de
Pediatria, dado que estos experimentos se realizaron en colaboracion con el Doctor
Horacio Reyes Vivas de ese departamento. Las condiciones de protedlisis se
detallan en Material y Métodos, y en general, su usé una relacion de proteasa:lF; de
1:100.

En estas condiciones, todas las proteasas generaron fragmentos de la IF4 de 4.02-
9.2 kDa, los cuales pudieron resolverse por SDS-PAGE desnaturalizante von Jagow
a una concentracion de 16% (Figura 8). Por lo tanto, las protedlisis con las cuatro
proteasas se utilizaron para anadlisis de inmunotransferencia con el objetivo de
encontrar algun fragmento reconocido por el monoclonal anti-IFs. ElI tamafo
aproximado de cada fragmento se estimo6 con el Software Alpha DigiDoc por medio
de una interpolacion lineal de las distancias recorridas por los estandares de peso
molecular (Tabla 5). A partir de los resultados mostrados por los geles
desnaturalizantes (Figura 8), se eligio el tiempo de protedlisis adecuado, siendo éste
el tiempo en el cual todos los distintos fragmentos producidos se observaran
nitidamente para la inmunolocalizacién por medio del analisis por Western-blot. Los

tiempos elegidos se muestran en la tabla 6.
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Figura 8. SDS-PAGE 16% de los productos obtenidos de la protedlisis de la IF; recombinante de
mitocondrias de corazon de bovino. El medio de incubacion esta descrito en la seccion de métodos, al
igual que los estandares de pesos moleculares. (St) Son estandares de peso molecular (biorad); (IF4)
es la proteina inhibidora incubada durante 20 minutos sin agregar proteasa; (4min-20min) son los
distintos tiempos de incubacioén con la proteasa indicada en la parte superior de cada figura; (St) del
octavo carril son productos de hidrdlisis de la Tb TIM usados como marcadores de peso molecular
(mas detalles en material y métodos). Los péptidos a los que se les determiné el peso molecular estan
marcados con una flecha roja. Se muestra la tincién con Coomassie de cada gel.




Tabla 5. Tamano de los péptidos producidos a partir de la protedlisis parcial de la IF; de bovino con
tripsina, quimotripsina, proteinasa Ky subtilisina. En azul se sefiala el tamafio del péptido mas
pequenfo resultante de la incubacion con la proteasa correspondiente.

Proteasa

Tiempo de
incubacion
(minutos)

Peso molecular aproximado
(de abajo hacia arriba)
kDa

Tripsina

20

5.83
6.29
20.2

Quimotripsina

16

8.8
20.27

Proteinasa K

20

4.3
7.32
10
19.46

Subtilisina

12

6.94

9.20

20.05




Tabla 6. Tiempo de hidrdlisis elegido para la inmunodeteccién con el anticuerpo anti-1F4

Tiempo de incubacién de la IF; de
Proteasa .
bovino
(minutos)

Tripsina 20
Quimotripsina 20
Subtilisina 12
Proteinasa k 20

Datos no mostrados nos indican que al incubar entre 35 y 65 minutos (dependiendo
de la proteasa) los productos formados por accion de la protedlisis van
desapareciendo; es decir, ya no son detectables ni por Coomassie ni por Western
blot.

5.4 Inmunodeteccién de los productos de la hidrdlisis de la IF4

La figura 9 nos ilustra el Western blot de la IF1 recombinante de mitocondrias de
corazon de bovino con las diversas proteasas a los diferentes minutos de incubacion,

mostrados en la tabla 6.
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Q S K T C

Figura 9. Inmunolocalizacion de los distintos fragmentos derivados de la protedlisis de la IF, de
mitocondrias de corazén de bovino. (C) IF; incubada 20 minutos sin agregar proteasa; (T) IF4 incubada
20 minutos con tripsina; (K) 20 minutos con proteinasa K; (S) 12 minutos con subtilisina; y (Q) 20
minutos con quimotripsina. Con una flecha roja se sefiala el producto mas pequefio reconocido por el
anticuerpo anti-IF;.



Al observar que el fragmento mas pequefio fue producido por la hidrélisis con
quimotripsina al minuto 20, se realizé un curso temporal de la quimotripsindlisis, para
luego elaborar la inmunodeteccién (figura 10).

La banda de menor peso molecular obtenida por quimotripsindlisis, la cual es
débilmente reconocida por el anticuerpo monoclonal, tiene un peso aproximado de
5.5 kDa (figura 11, flecha roja). Esta curva de tiempo de protedlisis con quimotripsina
se llevd a cabo incubando a la IF4 1, 2, 3, 4, 5y 10 minutos y deteniendo la reaccion
con 5mM de PMSF (ver detalles en Material y Métodos). Para identificar los
fragmentos tefidos con Coomassie con aquellos reconocidos por el anticuerpo, se
realizaron, simultaneamente, una tincion con Coomassie y una inmunodeteccion de
los fragmentos de la IFy generados con quimotripsina a partir de un mismo gel
cargando la mitad del mismo con 4.5 pug de proteina por carril y la otra mitad con
0.25 ug del control, y 1.5 ug de las distintas muestras proteolizadas para inmuno-
detectar. El gel completo se transfirid a membranas de PVDF, se cort6 por la mitad
para que una parte fuera tefiida con azul de Coomassie, y la otra mitad se usara para
la inmuno-deteccion. Esto se realizé para poder sobreponer las membranas tefidas
con las placas donde se realizaron las inmuno-detecciones y no tener diferencias

debidas a la elaboracion de los geles o a la electroforesis.
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Figura 10. Protedlisis de la IF; de corazén de bovino. Membrana tefiida con Coomassie. Los numeros
indican los distintos minutos a los cuales se detuvo la protedlisis. La flecha azul sefiala a la IF4 sin
proteolizar.
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Figura 11. Protedlisis de IF; de corazdn de bovino.
Western-blot con los distintos tiempos de protedlisis.
La flecha azul sefiala a la IF4 sin proteolizar, la roja
al péptido mas pequefio reconocido por el monoclonal.

La banda que representa a la IF4 completa (sin proteolizar) sefialada con una flecha
azul, va disminuyendo en la membrana tefida con los diferentes tiempos de
protedlisis (figura 11). Sin embargo, a pesar de esto, la IF1 no proteolizada residual
sigue mostrando un reconocimiento considerable por el anticuerpo monoclonal en el
WB, debido a que la proteina en esta parte esta sobrecargada para poder observar

las bandas mas pequenas.



Con la flecha roja se sefala al péptido mas pequefio reconocido por el monoclonal,
siendo éste un fragmento de aproximadamente 5.5 kDa de peso molecular. Al tener
estos fragmentos tan pequefios se considerd la posibilidad de que al transferirse
durante 2 horas (ver material y métodos), estos fragmentos pudieran atravesar la
membrana. Para probar esta posibilidad se realiz6 una curva de tiempo de
transferencia (datos no mostrados) con 4 distintos tiempos de transferencia; 30, 60,
90 y 120 minutos, resultando el mejor tiempo 90 minutos, aunque las densitometrias
de las bandas no dieron una diferencia significativa entre los minutos 60, 90 y 120;
solamente resultdé una diferencia significativa entre los minutos 30 y 120. Asi mismo,
se probd el uso de una segunda membrana ademas de la primera para poder
capturar a los posibles fragmentos que pudieran atravesar la primera, sin detectarse
reconocimiento alguno en esta segunda membrana, indicando esto que ningun
fragmento antigénico pasa a través de la primera membrana (datos no mostrados).

Una vez encontrado el mejor tiempo de transferencia se procedid a hallar la
cantidad de proteina cargada en el gel que fuera adecuada para poder detectar los
fragmentos proteoliticos de la IF1 en la membrana de PVDF, tanto en la inmuno-
deteccion, como en la tincion por Coomassie. Después de cargar diferentes
cantidades de IF4, se encontré que las cantidades adecuadas fueron, 10ug de IF,
proteolizada por carril para la parte de la tincion de la membrana; por otro lado, 3 ug
de la IF4 proteolizada y 0.5 ug de la IF control fueron suficientes para la parte de
Western-blot. Estos ensayos de titulacion de proteina fueron también utiles para
posteriormente mandar a secuenciar las bandas que reaccionaran con el monoclonal

(figura 12).



Figura 12. Comparacién entre la membrana tefiida (M) con el Western-blot (W)
de una protedlisis con quimotripsina a los 4 minutos de incubacién. Las flechas
' azules sefialan los fragmentos de la IF; a los que se les secuencio la parte

amino terminal, la flecha roja sefala una banda que no se pudo secuenciar.

M w

La figura 12 muestra los resultados mas concluyentes respecto a la identidad de los
fragmentos inmuno-reactivos al anticuerpo monoclonal. En primer término, se
observa nuevamente que a pesar de que después de la protedlisis existe solamente
una cantidad residual de IF; completa (flecha azul superior), el anticuerpo
monoclonal reconoce con gran afinidad esta IF; residual. Sin embargo, los
fragmentos de la IF4 que se generan, aun cuando se encuentran en mayor cantidad
que la IF¢ residual de acuerdo a la tincion por Coomassie (siguientes dos flechas
azules, bandas del lado izquierdo), pierden en su mayoria el reconocimiento por el
anticuerpo monoclonal (WB del lado izquierdo). Unicamente los fragmentos de 8.8 y
5.6 kDa (Tabla 5) conservan un débil reconocimiento por el monoclonal, sin embargo
el fragmento intermedio de 6.5 kDa no es reconocido por este anticuerpo.

5.5 Secuenciacion de los fragmentos reconocidos por el anticuerpo monoclonal.

La secuenciacion fue llevada a cabo por degradacién de Edman en colaboracion con
el doctor Guillermo Mendoza de la Facultad de medicina en la UNAM.
En la figura 12 se sefialan con flechas azules las bandas que fueron secuenciadas

dando los resultados descritos en la tabla 7. La banda de 5.5 kDa sefalada con la



flecha roja, debido a que esta compuesta por diversos fragmentos con diversos

residuos de aminoacidos en la parte amino terminal, no se pudo secuenciar.

Tabla 7. Distintos sitios de hidrélisis utilizando quimotripsina sobre la IF;.

Producto Secuencia del N-terminal Peso molecular
aproximado (kDa)
IF4 GSESG 10
Q1 GKREQA 8.8
Qo RARAKEQLAA 6.5
Q3 No determinada 55

Al secuenciar la banda de 10kDa se obtiene la secuencia reportada para el N-
terminal del inhibidor, el primer sitio de corte de la quimotripsina (Q4) coincide con lo
reportado por Dianoux et al, 1982 [5], pero el segundo (Q2) en el que ellos
encuentran el corte entre la Tyr 33 y la Phe 34; en este trabajo se encuentra entre la
Phe 34 y la Arg 35; aunque los dos resultados son predichos por el software de
internet Peptide-cutter.

En resumen, estos resultados indican que el epitope del anticuerpo monoclonal anti
IF1 se pierde durante los cortes que hace la quimo tripsina en los sitios 23 y 35 del
lado N-terminal de la IF4. En consecuencia, este epitope se debe localizar en la
secuencia ’GKREQAEEERYF*, de la IF;, o extenderse hacia aminodacidos
contiguos a ambos extremos de esta secuencia.

Una coincidencia importante, es que este segmento de la IF4 se encuentra localizado
dentro de la minima region inhibitoria descrita por el grupo de Walker [22] y otros
[19]. Esto implicaria que esta regidn sensible a la quimotripsina y que reconoce al

anticuerpo monoclonal se encontraria semi-oculta dentro de la estructura terciaria de




la F1 soluble o de la F1Fo-ATP sintasa completa, de cuerdo a la estructura cristalina
de la IF; unida a la F4-ATPasa de bovino (Ver Fig. 13). En amarillo se destaca esta
region entre los dos cortes de la quimotripsina, en el modelo basado en las
coordenadas del cristal publicado por Cabezén, et al. en 2003 [35] con la IF4

recombinante reconstituida.

Figura 13. Modelo tridimensional de la F4. A partir del cristal de la referencia 35. en rojo-amarillo se
muestra la parte amino terminal de la IF4. En amarillo se encuentra la localizacion predicha del epitope
del monoclonal. (A) Vista lateral del complejo. (B) vista inferior (desde Fy) de la F;.

5.6 Protedlisis de la | IF4 nativa en el complejo F1-1 v en particulas submitocondriales

Mg-ATP.

Para corroborar esta prediccion, se procedié a proteolizar a la IF{ nativa tanto en el
complejo F4-I como en particulas submitocondriales Mg-ATP, es decir con inhibidor
enddgeno, para saber si los sitios de corte de la quimotripsina, en las condiciones de
estas moléculas endogenas, quedan o no expuestos a la accidén de la quimotripsina
(Fig. 14). Las condiciones de protedlisis fueron las mismas que se utilizaron para la
protedlisis de la IF4. (Ver material y métodos). Como puede observarse en la Fig. 17,
la IF; enddégena es totalmente resistente a la hidrélisis con quimotripsina en el

complejo F4-l.



Figura 14. Protedlisis del complejo F4l. (C) Es la F; sin
proteolizar, (1, 5, 10) son los diferentes minutos de
incubacion con quimotripsina. 7ug de proteina en cada

—— — — carril.

Asimismo, se repiti6 este experimento pero ahora usando particulas
submitocondriales de corazén de bovino (Fig. 17) , que al igual que en el caso de la
hidrdlisis con quimotripsina a Fq-I, no se observa una disminucion significativa entre

las diferentes bandas; o sea los diferentes tiempos de protedlisis.
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Figura 15. Protedlisis de Particulas submitocondriales de mitocondrias de corazén de bovino. La (C)
son particulas submitocondriales sin proteolizar, y (1, 5, 10, 20) son los distintos tiempos de
incubacion con quimotripsina. 20ug de proteina por carril.

Como se observa en las figuras 14 y 15, la(s) bandas que representan a la IF; no

sufren un cambio de intensidad. Esto se corrobord por analisis densitométricos que
indicaron que no hay diferencias significativas entre la intensidad de ninguna de las

bandas.



Como un control positivo de este experimento, la quimotripsindlisis se ensayod
después de liberar a la IF4 enddégena en condiciones que activan al complejo F4-1 y
que liberan a una cantidad significativa de la IF4 al medio [6]. Se esperaba que este
procedimiento aumentara la quimotripsinélisis de la IF{ del complejo F4-I. En la figura
16, resultante de la protedlisis de la F4-I activada en medio Klein (ver detalles en
materiales y métodos), se observa que la IF; se vuelve sensible a la
quimotripsindlisis en un curso temporal de 2-20 minutos de protedlisis solamente
cuando el complejo F4-l es activado en condiciones que liberan a la IF4 del complejo
F1-1 al medio. Estos resultados corroboraron completamente la prediccién de que los
sitios de corte de la quimotripsina G23 y R34 (y en consecuencia el epitope del
anticuerpo monoclonal anti-IF1) se encuentran ocultos dentro de la estructura del
complejo F+-l, ya que al liberar a la IF; al medio estos sitios se exponen a la

proteasa.
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Figura16. Protedlisis del complejo F1-l con una activacion previa en medio Klein durante 1:30hrs a 40°C. (IF+) 2ug
de IF4 recombinante; (C+) F1-I activada e incubada 20 minutos en presencia de quimotripsina y PMSF 5mM, (C.)
Fi-1 activada e incubada sin la presencia de quimotripsina, (2, 5, 10 y 20) son los minutos de incubacion con
quimotripsina de la F1-I activada, la reaccion es detenida al final de estos tiempos afiadiendo PMSF 5mM.



Otra implicacién importante de estos resultados, es que corroboran que la estructura
del segmento N-terminal de la IF; enddgena, debe adquirir una estructura similar a la
observada para la IF4 reconstituida a la F{-ATPasa dimérica de bovino resuelta por
cristalografia de rayos-X. Esto se puede concluir dado que la accesibilidad a la
tripsina de la IF; enddgena concuerda con el acomodo de la region N-terminal
inhibitoria de la IF4 reconstituida a la F1-ATPasa de bovino [35].

Por ultimo, cabe mencionar que se hicieron experimentos para tratar de unir el
anticuerpo monoclonal a la IFy enddégena del complejo F+-1 o de la F1Fy-ATP sintasa
completa conteniendo su IFy enddgeno (datos no mostrados). En ambos casos, se
obtuvo un rendimiento muy bajo de unién del anticuerpo, y en algunos casos se
observo que este, indujo la separacion de la IF4 del complejo F1Fo-I completo. Estos
resultados también concuerdan con la conclusion de que el epitope del anticuerpo
monoclonal se encuentra oculto en el segmento N-terminal inhibitorio de la IF1 que se

introduce en una interfase o/p y llega a tocar a la subunidad y del rotor de la enzima.



6. DISCUSION

El presente trabajo permite localizar un epitope de la proteina inhibidora de la ATP
sintasa mitocondrial a partir de una IF4 recombinante con una pureza mayor al 95%
con las proteasas tripsina, proteinasa k, subtilisina y quimotripsina. Los cortes con la
tripsina y con la proteinasa K son muy inespecificos segun el software de internet
Peptide Cutter. La subtilisina no esta incluida en este software pero se eligié debido a
su disponibilidad en el laboratorio de bioquimica genética del Instituto Nacional de
Pediatria ya que los experimentos de protedlisis se realizaron en colaboracién con el
Dr. Horacio Reyes Vivas de este instituto. Protedlisis previas de esta proteina [5]
reportan el primer sitio de corte con quimotripsina son entre la Phe22 y la Gly23
(fig.17 no.1 color rojo y verde) y un segundo entre la Tyr33 y la Phe34 (fig.17 no.2
color rojo), con nuestras condiciones obtuvimos el primer corte en la misma posicion
a diferencia de lo que ocurre con el segundo corte (fig. 17 no.2 color verde) que a
diferencia de estos autores resulta entre Phe34 y Arg35. Ambos sitios son descritos
en los cortes predichos por el software de internet. Como la quimotripsina tiende a
proteolizar en residuos aromaticos en la secuencia primaria de la proteina este lote

de proteasa tiene preferencia por hacer las protedlisis en residuos de Phe.



NH, COOH C4 MW 8kDa

COOH C,; MW 6.5kDa

16 26 v 35
RDAGGAFvGKR EQAEEERYFR ARAKEQLAAL

s Dianoux, A. C. et al. 1982. FEBS Lett. 140, 223-228.

La figura 17 nos indica los distintos sitios de corte de la quimiotripsina sobre la IF; sobre una parte de
la secuencia amino terminal de la proteina. Con las flechas negras y la flecha roja, los numeros 1y 2
son el orden posible de los cortes predichos por Dianoux et al. En color verde los encontrados por este
grupo y en rojo, los secuenciados en el presente trabajo; en la parte de arriba de las flechas se indica
el peso molecular aproximado de los fragmentos.

La secuencia de la banda de mayor peso molecular (10kDa) en la figura 13 dio como
resultado GKREQA que es la secuencia reportada para la parte amino terminal de la
IF1, comprobando asi que la proteina se esta sobre-expresando correctamente en las
bacterias E. coli. La barra azul indica la posible localizacion del epitope del
anticuerpo que es en el lugar donde la proteasa tiene efecto.

Entonces como lo muestra la figura 13 la regién de la proteina comprendida entre los
dos sitios de corte de la quimiotripsina (color amarillo) se encuentra protegida entre el
heterohexamero de subunidades os[3;. Esto corrobora el modelo de la posicion del N-
terminal de la IF4 en el cristal publicado por Cabezén, et al. (2003), aunado a los
experimentos de protedlisis de la IF4 nativa que se encuentra tanto en la F¢-1 como
en las particulas submitocondriales Mg-ATP (figuras 14 y 15). En concordancia con

estas conclusiones, al liberar a la IF4 de su posicidén nativa, activando al complejo F-l



en medio Klein (ver material y métodos) se observa que ahora ya no esta protegida
de la accion de la proteasa.

Estos resultados indican que la union del mAb anti IF| debe ocurrir mejor en la IF4
libre y preferentemente en su forma desnaturalizada o extendida, que en su forma
nativa e inhibitoria unida a la F1 o0 al complejo F4F, completo. Esto se ha corroborado
en otros experimentos de este laboratorio en donde se ha encontrado que este mAb
anti-IFy inmunoprecipita a estos complejos con muy baja eficiencia, y no se ha podido
aislar un complejo Fq-I-mAb o F{Fo-I-mAb a partir de mezclar a las moléculas

individuales en sus formas nativas.



7. CONCLUSIONES

A partir de proteina inhibidora de la ATP sintasa mitocondrial recombinante
purificada con mas de 90% de pureza, se obtuvo el fragmento RDAGGAFGKR
EQAEEERYFR, como la minima region antigénica reconocida por el anticuerpo
monoclonal RAC#25A-5E2D7 con la ayuda de protedlisis con la proteasa

quimotripsina. Esta region se encuentra dentro de la minima secuencia inhibitoria de

la proteina, dentro del heterohexamero de subunidades o/, en su forma nativa,
protegida de la accidn de la quimotripsina. Ademas se corrobora la posicion de la IF;
en el cristal utilizando IF reconstituida en el complejo F+-I anteriormente publicada

[35], con datos obtenidos con el complejo Fs-I nativo.
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