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Resumen
La ATP sintasa se compone de dos porciones: una soluble (F;), donde tiene lugar la
catdlisis, y otra membranal (Fy) que forma un canal de protones. La sintesis del ATP esta
acoplada al gradiente de protones a través de un mecanismo rotacional; en este proceso,
las subunidades del rotor inducen cambios conformacionales en los sitios cataliticos de la
enzima, localizados en la parte F, asociada al estator.
La enzima puede también funcionar como ATPasa. En el complejo F;F, mitocondrial
existe la proteina inhibidora (IF,), una subunidad reguladora (Pullman & Monroy 1963, J.
Biol. Chem. 238:3762-3769) que inhibe la hidrélisis del ATP. En este trabajo buscamos,
por medio del entrecruzamiento con Ditiobis- succinimidil propionato (DSP), la
localizacién de esta proteina en la estructura cuaternaria de la enzima. Los experimentos
se realizaron con la IF; endégena de la porcién soluble purificada (F;), y se reprodujeron
en particulas submitocondriales para corroborar su existencia en el complejo entero
(F1Fo).
Los resultados se obtuvieron por electrofoesis desnaturalizante (SDS-PAGE) en dos
dimensiones, ensayos de Western Blot, inmunoprecipitacién y modificaciéon quimica con
una sonda fluorescente. Se encontré que la IF; puede entrecruzar con las subunidades vy y
¢ del rotor, lo que muestra que la proximidad entre estas subunidades es de menos de 12
A, una distancia menor a las reportadas anteriormente. Con base en estos y otros datos se
gener6 un modelo estructural del posible acomodo del dominio N-terminal inhibitorio de
la IF; en la ATPasa Fj, para esto utilizamos las estructuras cristalograficas individuales.
El modelo indica que el mecanismo inhibitorio de la IF; involucra el bloqueo del giro del
rotor en la region del cuello central, formado por las subunidades y y €. Este modelo
plantea un mecanismo novedoso y complementario al propuesto anteriormente.
En la dltima parte de este trabajo analizamos la estructura cuaternaria de la ATP-sintasa
dimérica por microscopia electronica. La dimerizacion estd involucrada con la
biogénesis de las crestas mitocondriales. Aunque hay varios trabajos sobre la estructura
dimérica, hasta la aparicién de éste no se conocia la estructura del complejo F,F
dimérico. Los complejos diméricos se purificaron en gradientes de glicerol a partir de

extractos mitocondriales obtenidos con digitonina. La identidad de los complejos se



determind por electroforesis nativa en geles azules (BN-PAGE), SDS-PAGE en dos
dimensiones y por tincién de la actividad de ATPasa. Los resultados muestran que los
monémeros se asocian de forma angular, lo que produce una geometria cénica esencial
para la formaciéon de las crestas mitocondriales. Por otra parte, se encontraron dos
estructuras puente no descritas en el mondémero de la enzima. Una de estas estructuras se
encuentra en Fy del lado del espacio intermembranal, y la otra conecta las porciones de
Fi. Aunque la identidad de las subunidades que forman estas estructuras no esta definida,

la que se encuentra en F; tiene caracteristicas que la relacionan con la IF;.



Abstract

The ATP synthase is a complex composed by two portions, a soluble subcomplex called
F;, where catalysis occurs, and a membranous part known as F, that forms a proton
channel. The ATP synthesis reaction is coupled to the proton gradient trough a rotational
mechanism. In this process, the rotor subunits induce conformational changes on the
catalytic sites of the enzyme, localized in the F, part associated to the stator.

This enzyme can also work as an ATPase. The mitochondrial F,F, complex contains the
inhibitor protein (IF;), a regulatory subunit that inhibits ATPase activity (Pullman &
Monroy 1963, J.Biol. Chem. 238:3762-3769). In this work we looked for the IF, location
by Di thiobis- succinimidil propionate (DSP) cross-linking on the ATP synthase
structure. The experiments were carried out with the endogenous IF; of the purified F;
and also in the whole complex of submitochondrial particles. The results were analyzed
by 2D SDS PAGE, Western blot assays, immunoprecipitation and fluorescent labeling. It
was found that IF, lies at a proximity < 12 A from the y and & rotor subunits, suggesting
a possible role of IF; on the control of the rotational mechanism, a mechanism different
from the previously suggested.

On the basis of these and other structural data, a model was constructed on the putative
location of the N-terminal inhibitory IF; domain on the F;-ATPase by fitting their
individual crystallographic structures. The model shows that the inhibitory mechanism of
IF, involves the blockade of rotor gyration at the central stalk region formed by y and ¢
subunits. This is a novel mechanism that is complementary to that proposed previously.
In the last part of this work we resolved the quaternary structure of the dimeric ATP
synthase by electron microscopy. Dimerization is involved on mitochondrial cristae
biogenesis. Although there are some well defined dimer-specific subunits, the overall
dimeric structure was unknown until this work was published. F,;F, Dimeric complexes
were purified from mitochondrial extracts made with digitonin and loaded into glycerol
gradients. The dimeric complexes were resolved by BN PAGE, 2D-SDS PAGE, and
activity staining. Structural analyses were made by transmission electron microscopy and
negatively stained samples. The results show that the monomers are associated in an
angular fashion that forms a conic shape, and works as a building block for mitochondrial

cristae. We also found two structures that lack the monomeric complex. These structures



are bridge-like proteins and connect both Fy and F; monomeric portions. Although the
bridging subunit identities are unknown, the one at the F; side has some features that

resemble IF;.



Abreviaturas.
ATP. Adenosin tri-fosfato.
BCA. Acido bicinconico.
BN-PAGE. Sigla en inglés de electroforesis nativa en geles azules de poli-acrilamida.
CAPS. Acido 3-(ciclohexilamino)-1- propanosulfénico.
CPM. 7-dietilamino-3-(4'-maleimidilfenil)-4-metilcumarina
DCCD. Dicyclohexilcarbodiimida
DSP. Di tiobis- succinimidil propionato.
DTT. Ditiotreitol
HRP. Siglas en inglés de peroxidasa de rabano.
ME. Microscopia Electrénica.
NMR. Siglas en inglés de Resonancia Magnética Nuclear.
PAGE-SDS. Siglas en inglés de Electroforesis en Geles de Poli-Acrilamida con SDS.
PSM. Particulas Submitocondriales.
SDS. Dodecil- Sulfato de Sodio.

SHEA. Sefarosa hexil amonio.



1. Introduccion

La celula es la minima unidad que puede realizar las funciones vitales como la nutricion,
la comunicacion, la reproduccion, etc. Hay células que son organismos en si y otras que
forman parte de un organismo o estructura mas grande, en donde se pueden encontrar
diferentes tipos celulares. El aporte energético que se requiere para la sintesis de muchos
compuestos y/o metabolitos necesarios para la célula proviene principalmente de la
hidrdlisis del ATP, una molécula de alta energia que alimenta todos estos procesos por lo
que a su vez se requiere de su sintesis continua.

En las células eucariontes la produccién de ATP se lleva a cabo en las mitocondrias y en
los cloroplastos. En este trabajo analizamos a la ATP sintasa que se encuentra en las
mitocondrias del corazén de bovino. En general, la mitocondria es un organelo de forma
elipsoide y del tamafio de una bacteria (aprox. 1x2 um) que funciona como una central
energética (Fig.1). Esta estructura estd compuesta por un sistema membranoso complejo
que presenta dos tipos membranales: una membrana externa que envuelve a otra, la
membrana interna, la cual se pliega sobre si misma y forma las crestas mitocondriales
(Hackenbrock, 1966). Este sistema membranal define también dos compartimentos: la
matriz mitocondrial, que es limitada por la membrana interna, contiene enzimas del
metabolismo intermedio y el genoma mitocondrial; y el espacio intermembranal, el cual
es limitado por las membranas externa e interna y tiene una composicion similar al
citosol. En este espacio intermembranal es donde se acumulan los protones (H) que, al
pasar hacia la matriz mitocondrial por el canal Fy, impulsan la actividad de "ATP sintasa"
en la porcion F; de esta enzima. La definicion de este sistema se complica si se considera
que la membrana interna es muy versatil. Las crestas mitocondriales son estructuras
especializadas bien caracterizadas (Frey & Manella 2000) que estdn integradas a la
membrana interna y pueden adoptar varias formas que varian con respecto al estado
metabdlico y/o fisiolégico de las mitocondrias (Hackenbrock 1966); a pesar de que el
espacio que se crea en estas podria definirse separadamente, se considera parte del
espacio intermembranal.

La ATPsintasa (F;Fo) (Fig.2) lleva a cabo la sintesis de ATP en las crestas mitocondriales

(Gilkerson et al., 2003) durante la tGltima etapa de la fosforilacién oxidativa. Para que



Figura 1. Estructura de la mitocondria. A) La mitocondria es el organelo donde se
lleva a cabo el metabolismo aerdbico; comunmente se le denomina como la central
energética de la célula. Una mitocondria tiene las dimensiones de una bacteria y tiene una
estructura compleja, que incluye dos membranas claramente diferenciadas: La membrana
interna (1), que esta plegada en crestas mitocondriales (4), es rodeada por una membrana
externa lisa (2) que envuelve y delimita a todo el organelo. Este sistema de membranas
separa dos espacios: El espacio intermembranal delimitado por las dos membranas (3), y
la matriz mitocondrial (5) delimitada inicamente por la membrana interna. La sintesis de
ATP ocurre en la cara interna de la membrana interna, hacia la matriz mitocondrial. B)
Recientemente se mostré por tomografia electrénica, una técnica para la obtencién de
imagenes tridimensionales, que la forma y nimero de crestas mitocondriales varia con
respecto al origen y estado fisioldgico (a). La visualizacion de crestas individuales
muestra que su estructura puede variar de tubular a otra mas compleja y de forma lamelar
(B, b) (Tomado de Frey & Manella 2000)



ocurra la sintesis de ATP se requiere del gradiente electroquimico generado durante la
transferencia de electrones a través de los complejos enzimdticos de la cadena
respiratoria. En este proceso se oxidan moléculas (provenientes principalmente del ciclo
de Krebs) y se liberan iones H' al espacio intermembranal, donde se acumulan y forman
un gradiente electroquimico positivo con respecto a la matriz mitocondrial. Durante la
sintesis de ATP los H' se reincorporan a la matriz mitocondrial. Este proceso es
optimizado por la cantidad y la forma de las crestas mitocondriales. Ademads, como se
verd mds adelante, la formacion de las crestas mitocondriales depende en gran medida del

estado oligomérico de la F;Fy (Paumard et al., 2002).

1.1 La ATP sintasa (F{Fy).

La FFy es una enzima que estd formada de diferentes subunidades que varian
dependiendo de la fuente de extraccion. El complejo entero contiene de 8 a 17
subunidades que se encuentran distribuidas en una estructura bipartita (Fig. 2) compuesta
de una porcion hidrofilica (F;) expuesta a la matriz mitocondrial (o en bacterias al
citoplasma) y otra hidrofébica insertada en la membrana (Fy). La sintesis de ATP se lleva
a cabo en el sector F; (compuesto esencialmente por las subunidades a, 3, v, 3, y €) que
debe estar acoplado a la porcién Fy (subunidades a, b, y ¢ esencialmente) donde se
encuentra el canal de protones (Fig. 2), por lo que existe una relacién directa entre el
bombeo de protones y la sintesis de ATP; de hecho, cuando el gradiente electroquimico
se colapsa total o parcialmente, la F,F, puede funcionar como ATPasa.

La estructura molecular de F,Fy solo se conoce parcialmente. Hasta ahora sélo se
dispone de una estructura completa resuelta por microscopia electrénica (Stock et al.,
1999), sin embargo, se han obtenido cristales de varios subcomplejos (Fig.2). Dado que
F; es soluble, es la porcion de la enzima mejor conocida y existe una gran cantidad de
formas cristalizadas disponibles. Esta porcion estd compuesta por una cabeza hexamérica
formada por tres subunidades a y tres 3 en un arreglo alternado similar al de los gajos de
una naranja (Fig.2) que, rodean a un tallo central formado por las subunidades y y ¢; la
enzima de bovino presenta ademas la subunidad 6.

Dado que Fj es una porcion de membrana su estructura ha sido més dificil de obtener,

hasta ahora solo existe una estructura cristalografica a 2.4 A de resolucién (Meier et al.,
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2. Estructura de la ATP sintasa. La estructura de esta enzima se conoce parcialmente.
Se tiene la resolucion cristalogréfica de varios subcomplejos y con los resultados de otros
experimentos se ha logrado construir un modelo de la estructura completa. La enzima se
compone de dos porciones: A) una porcién soluble (F;, subunidades o, B,y y 0) que
protruye hacia la matriz mitocondrial, y una membranal (Fy, subunidades c, a y b) que
bombea protones del espacio intermembranal a la matriz; ambas porciones estan
conectadas por dos tallos, uno periférico (subunidad b principalmente) y otro central
(subunidades vy, €). B) La composicién de las subunidades varia con respecto a la fuente
de extraccion; las subunidades ausentes en el complejo de bacteria se conocen como
supernumerarias. C) El modelo cristalogrifico de F; con el mayor ndmero de
subunidades que se ha resuelto contiene las subunidades del tallo central (Gibbons et al.
2000) D) La mejor estructura de la enzima completa con ambas porciones sélo se ha
obtenido por microscopia electronica en el complejo de levadura (Rubinstein et al. 2003),
aqui se muestra la estructura cristalografica mas completa (Stock et al. 1999).



2005) correspondiente al anillo de subunidades c. Sin embargo, gracias a los estudios de
mutagénesis dirigida, resonancia magnética nuclear y modelado molecular (Fillingame &
Dmitriev 2002) se tiene una idea general de la disposicion del resto de sus subunidades.
Fo es un cilindro formado por 10-14 subunidades ¢ (el nimero de subunidades puede
relacionarse con la cantidad de H" bombeados por ATP), que se encuentra unido a la
subunidad a para formar un canal de protones y con la base de la subunidad b del tallo
periférico, una estructura que se conecta a Fj.

Para que se lleve a cabo la sintesis de ATP se requiere que F; y Fy estén acoplados; la
estructura de la enzima muestra que esto se logra gracias a la presencia de dos tallos que
las conectan (Fig.2): el tallo periférico, que estd formado principalmente por las
subunidades b y o (esta tltima es homologa a la OSCP en la enzima mitocondrial), ancla
y estabiliza a F; con Fy (Wilkens 1998). El tallo central esta formado por las subunidades
Y y € principalmente; en el caso del complejo mitocondrial tambien se encuentra la
subunidad 5. El tallo central forma parte del “rotor” de la enzima y juega un papel
central en el mecanismo de catdlisis. La F;F, puede disociarse en sus dos componentes,
sin embargo, al hacerlo pierde la capacidad de sintesis. En estas condiciones F; mantiene
sOlo la actividad ATPasa y F, transloca protones de manera pasiva.

Otra manera de analizar a F,F, es basandose en su mecanismo de accion (Fig. 3). La
enzima posee tres sitios cataliticos en Fy; sin embargo, presenta cooperatividad negativa
con respecto a la unién del sustrato y positiva con respecto a la actividad enzimatica.
Este hecho llevé a proponer un modelo de catdlisis rotacional en la que los sitios
cataliticos se alternan para llevar a cabo la sintesis o hidrdlisis de ATP (Boyer 1993).
Este modelo rotacional y la estructura de la enzima implican la presencia de un nucleo
que permite la rotacion de un grupo de subunidades que forman el “rotor”. Al analizar la
estructura de la enzima es claro que este papel es muy congruente con la disposicion de
las subunidades del tallo central. De hecho la evidencia experimental que sustenta este
papel se ha obtenido de varios laboratorios (Duncan et al., 1995, Sabbert et al., 1996,
Noji et al., 1997, Buligyn et al., 1998). Los experimentos demostraron que la rotacién de
v es concomitante con la catélisis de la enzima y la inhibicién de ésta (con inhibidores

como la azida) conlleva al bloqueo de sus movimientos. Una demostracion visual de la
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Figura 3. Mecanismo de accion de FoF;. A) La enzima funciona a través de un
mecanismo rotacional que implica el giro de un rotor. La interaccién de y en el rotor,
provoca diferentes estados conformacionales (L o semiabierto, O o abierto, y T o
cerrado) en los sitios cataliticos localizados en el estator de la enzima; estas
conformaciones median la sintesis del ATP. B) Se puede considerar que la ATP sintasa
es el resultado de dos motores acoplados representados por las porciones individuales Fy
y F1, para la sintesis se requiere que ambas porciones estén acopladas. C) La rotacion del
tallo central se visualizé por primera vez mediante la unién de un filamento de actina a la
subunidad y de una F; inmovilizada (Noji et al. 1997). F, forma un canal que acopla el
bombeo de protones a la rotacién y la sintesis de ATP.
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rotacion se obtuvo por microscopia de fluorescencia durante la hidrélisis de ATP (Noji et
al., 1997); en estos experimentos se uni6 un filamento fluorescente de actina a la base de
la subunidad y en una F; inmobilizada (Fig. 3C); la adicién de ATP a este sistema
provocé la rotacion de y y del filamento en el sentido de la hidrélisis de ATP.

En este contexto se puede considerar que la F;Fy es un ensamblado de dos motores (Fig.
3), representados por las dos porciones de la enzima, que rotan individualmente en
direccién contraria uno con respecto del otro (Oster et al., 2003). El motor en F; se
mantiene activo por la hidrdlisis de ATP y rota en sentido contrario a las manecillas del
reloj (Noji et al., 1997). Por otra parte, el que se encuentra en Fy se activa por la fuerza
protonmotriz y gira en el sentido de las manecillas del reloj o en direccion de la sintesis;
en este motor los iones fluyen a través de la interfase a-c y generan el torque suficiente
para que el giro de y libere un ATP durante la sintesis. Cuando ambos motores se
encuentran acoplados comparten un eje comun representado por el tallo central y el anillo
de subunidades c (Fig. 3). En condiciones fisiolégicas el motor de Fy predomina sobre el
de F, y se favorece la sintesis.

Para tener una idea més clara de la rotacién en F;Fy es necesario determinar qué parte del
motor corresponde a la seccion movil (rotor) y cuales subunidades a la estética (estator).
La definicion de estas subunidades se dio principalmente por estudios de
entrecruzamiento y mutagénesis (Aggeler et al, 1995, 1996). Mediante estos
experimentos se demostré que los entrecruzamientos entre las subunidades €-3, a-c, y-a. y
v-B afectan la rotacion y la actividad de la enzima. De esta manera se propuso que las
subunidades vy, € y ¢ deben girar juntas, pues los entrecruzamientos entre éstas no afectan
la actividad de la enzima. Los entrecruzamientos entre alguna de las subunidades o 0 B y
la subunidad & (en E. coli), o entre las subunidades a y b (esta tltima del tallo periférico)
tampoco conllevan a la pérdida de actividad y por lo tanto se les considera parte del
estator.

El hexdamero de subunidades o/f forma parte del estator y rodea al tallo central (parte del
rotor). La subunidad yes la subunidad mas grande del rotor; consta de un dominio
globular en la base del tallo y otro formado por un par de hélices que se extienden e

internan hacia la punta del estator. La interaccion de estas hélices con los sitios
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cataliticos induce los cambios conformacionales necesarios para la sintesis de ATP.
Durante la rotacion, el giro de y puede inducir estos cambios en los sitios cataliticos de
manera desfasada. Se han descrito principalmente tres diferentes conformaciones del
sitio catalitico (abierta, cerrada y semi abierta. Fig. 3, O, T y L respectivamente) que
presentan diferente afinidad por el sustrato y median la liberacién de los productos (Fig. 3
A) (Boyer 1993); la asignacién de cada una de estas conformaciones de acuerdo al
sustrato y/o productos es todavia objeto de discusion (Bianchet et al., 2000).

A pesar de que el rotor lleva a cabo los principales movimientos, el estator no es una
estructura rigida o inmovil; de hecho, la existencia de dos motores moviéndose y
oponiéndose hace evidente la necesidad de otras subunidades que puedan fijar las
subunidades cataliticas durante la rotacion del tallo central. Parte de esta funcion la lleva
a cabo el tallo periférico que, por su posicién, podria limitar las perturbaciones que
afectan al acoplamiento y la formacidén del estado de transicién. En experimentos hechos
con la subunidad b de la enzima de E. coli, que es el principal componente del tallo
periférico, se ha comprobado que la adicion (de hasta 14 residuos de aminoéacidos) o
delecion (de hasta 7 residuos de aminodcidos) de fragmentos de esta subunidad (Sorgen
et al., 1998, 1999) no afectan la actividad de la enzima. Sin embargo, cambios mayores
conllevan a la disminucién de la fosforilacion oxidativa. Estos resultados muestran que
esta subunidad puede soportar cambios conformacionales importantes y puede participar

en la funcidn de la enzima.

1.2 La proteina inhibidora (IF;)

Como mencionamos anteriormente, el contenido de subunidades de la F;F, puede variar
con respecto a la fuente de extraccion. Aquellas subunidades que no se encuentran en el
modelo mds simple de la enzima, como el de bacterias, se llaman supernumerarias.
Varias de estas subunidades se encuentran en la porcion de Fy y cumplen con diferentes
funciones. En el caso de las mitocondrias, y en particular las del sistema de corazén de
bovino, existe una subunidad supernumeraria en F; conocida como la proteina inhibidora
(IF;). LalF; es una proteina de 84 residuos de aminoacidos y cerca de 10 kDa que inhibe
la hidrélisis de ATP (Pullman & Monroy 1963) (Fig.4). Se conocen homdlogos de esta

subunidad en mitocondrias de higado de rata (Cintron & Pedersen 1979), levadura
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Figura 4. La proteina inhibidora (IF;). La IF, es una subunidad supernumeraria que
estd presente en el complejo mitocondrial, funciona como regulador de la hidrdlisis del
ATP y se asocia con una estequiometria de 1:1. Su estructura estd compuesta
principalmente por hélices o y presenta una alta tendencia a asociarse. A) La estructura
de la IF; muestra tres regiones bien definidas: una regién reguladora con una secuencia
de histidinas (linea punteada) que flanquea la regién de inhibicién (linea s6lida). B) La
IF; presenta también una region de asociacion en el extremo C-terminal. EI contacto con
las subunidades de F; ocurre por el extremo N-terminal donde se encuentra la region de
inhibicién (linea continua). (Tomado de Cabezén et al., 2000).
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(Hashimoto et al., 1981) y plantas (Norling et al., 1990). La comparacién entre la
secuencia de aminodcidos de estas sububunidades, indica que la cadena polipéptidica esta
bien conservada (Van Raaij et al., 1996, Papa et al., 1996); la IF; de levadura y plantas
presentan el menor grado de similitud con las de bovino, sin embargo, en estos sistemas
la IF; es mas pequefia y requiere de subunidades accesorias estabilizadoras (Polgreen et
al., 1995, Hashimoto et al., 1981), ademds su reconstitucion en el complejo de bovino no
es efectiva.

La IF; se asocia a F; con una estequiometria de 1:1 (Klein ez al., 1980); es un inhibidor
no competitivo y reversible de la hidrélisis de ATP (Van Heeke et al., 1993, Horstman et
al., 1970) y puede disociarse de F|Fy o de F; en condiciones de fuerza i6nica alta (150
mM KCl), temperatura alta y pH basico. La IF; aislada presenta una alta tendencia a la
agregacion que afecta su capacidad de inhibicion (Panchenko & Vinogradov 1985); esta
conducta varia con respecto al pH (Van Raaij et al., 1996, Cabezon et al., 2000): a pH de
6.7 la IF; se encuentra en forma dimérica y es un inhibidor efectivo de la hidrdlisis, pero
cuando el pH se torna alcalino (pH 8.0) se asocia en tetrdmeros y pierde su capacidad de
inhibicion.

La IF, posee una estructura helicoidal (Van Heeke et al., 1993, Lebowitz & Pedersen
1993) y se han determinado varias regiones de su estructura que llevan a cabo diferentes
funciones (Fig.4). La secuencia de aminodcidos contiene cinco histidinas bien
conservadas en las posiciones 48, 49, 55, 56 y 70 (numeracién de bovino) que cumplen
con una funcién reguladora. Las His 48, 49 y 55 estdn involucradas en la pérdida de
actividad inhibitoria dependendiente de pH (Panchenko & Vinogradov 1985, Papa et al.,
1996, Schnizer et al., 1996, Lebowitz & Pedersen 1996); la protonacién de estos residuos
puede modificar la estructura secundaria (contenido de hélices o) y afectar la interaccién
con los sitios de inhibicién en F;. Aunque el mecanismo que controla este proceso es
desconocido, se ha sugerido que la IF; existe en dos conformaciones, una inactiva, con
estructura altamente helicoidal a pH basico y otra menos helicoidal e inhibitoria a pH
ligeramente 4cido.

Otra region bien definida es la del C-terminal (residuos 39-84). En esta porcion la cadena
polipéptidica posee caracteristicas estructurales que permiten la asociacion. Esta region

puede formar un trenzado helicoidal antiparalelo que lleva a la formacién de dimeros y
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otros oligébmeros (Van Raaij et al., 1996). Estos datos se han corroborado por las
estructuras obtenidas por NMR (Chiara et al., 2002) y cristalografia (Cabezon et al.,
2003), en las que es posible encontrar varios oligdmeros. Finalmente, la region entre los
residuos 9-22 se ha definido como la porcién de inhibicién. En experimentos de sintesis
y reconstitucion de péptidos de la IF;, se determiné que este fragmento es el mas pequefio
que funciona como un inhibidor efectivo, pero irreversible de la hidrélisis de ATP
(Dianoux et al., 1981, Dianoux et al., 1982, Dianoux et al., 1982, Van Raaij et al., 1996,
Papa et al., 1996).

A pesar de lo mencionado anteriormente, los esfuerzos que se han hecho por determinar
el mecanismo de inhibicién y la ubicacion de la IF; en la estructura cuaternaria del
complejo ATP-sintasa no han sido concluyentes. Por otra parte, la mayoria de la
informacion se ha obtenido con la subunidad reconstituida, la cual se comporta de manera
diferente al complejo end6geno. La IF; es un inhibidor mds efectivo de la enzima
completa (F,Fy) que de la F,; soluble (Vaan Heke et al., 1993, Van Raaij et al., 1996), lo
que indica que Fy juega un papel importante en su funcién. En experimentos de
entrecruzamiento y solubilizacién con detergentes, se pudo determinar una posible
relacion de IF; con una subunidad de 6 kDa (Lépez-Mediavilla et al., 1993) perteneciente
a Fo; sin embargo, no se pudo reconocer su identidad. De esta manera, uno de los
principales objetivos de este trabajo fue definir la ubicacién de la IF; enddgena en el
complejo FiFy de corazén de bovino.

Como se menciond, lo que se conoce hasta el momento no es suficiente para deducir
completamente cudl es el mecanismo de inhibicién de IF,. La interaccién con F; puede
inhibir también la sintesis de ATP (Gémez Puyou et al, 1979), por lo que se ha
propuesto que IF; puede presentar dos conformaciones, una inhibitoria que puede
interactuar con el sitio de inhibicién y otra que no accede a este sitio pero que puede
reacomodarse en F;. Otras propuestas indican que la IF; se libera al medio y se
encuentra asociada s6lo durante la inhibicion de la hidrolisis (Husain et al., 1985); sin
embargo, en condiciones solubles s6lo se le ha descrito en forma dimérica y queda por
determinar si al asociarse lo hace en forma mondmerica (respetando la estequiometria

1:1) o dimérica.
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1.3 Los supercomplejos

Como se menciond anteriormente, la FF, estd estrechamente relacionada con los
complejos de la fosforilacién oxidativa. Uno de los aspectos que mas ha llamado la
atencion acerca de estos complejos es el de su organizacién, una de las maneras en que se
ha explicado implica que los complejos respiratorios se comportan como entidades
independientes que difunden libremente por la membrana; sin embargo, recientemente se
ha encontrado evidencia que muestra que también pueden funcionar como grandes
ensamblajes moleculares que forman supercomplejos.

La asociaciéon en supercomplejos, conocidos también como “metabolones” (Robinson &
Srere 1985), es un hecho que ocurre cominmente en la célula; estos ensamblajes pueden
ocurrir entre enzimas de una secuencia metabdlica dada para formar complejos
funcionales. Es decir, ocurre entre enzimas que se encuentran funcionalmente
comprometidas y, por lo mismo, tienen una alta probabilidad de estar co-localizadas. De
esta manera las enzimas involucradas en un proceso dado pueden estar asociadas en uno
o varios metabolones para formar una hiperestructura inducida para el manejo de sus
sustratos. Estas hiperestructuras pueden variar y disgregarse cuando uno de los sustratos
ya no estd disponible; lo que podria reflejar un metabolismo mas versatil y eficiente
(Trinei et al., 2004).

En el caso de la cadena respiratoria (Fig. 5) existe mucha controversia pues, como se
menciond anteriormente, hay evidencia que respalda su organizacién como entidades
individuales y también se ha comprobado la existencia de supercomplejos, denominados
respirosomas, en diferentes sistemas mitocondriales. En mitocondrias de levadura se
determiné que la cadena respiratoria se comporta como una sola unidad estructural
(Boumans et al., 1998), mientras que, por el andlisis del control de flujo, en los complejos
mitocondriales de corazén de bovino (Bianchi et al, 2004) fue posible determinar
diferentes asociaciones entre los complejos respiratorios. Una evidencia definitiva que
demuestra la presencia de los respirosomas se obtuvo por la electroforesis nativa en geles
azules de poliacrilamida (BN-PAGE) (Schigger 2002), una técnica disefiada para
analizar complejos membranales. En el caso de la cadena respiratoria se pueden
visualizar los complejos respiratorios a partir de extractos mitocondriales solubilizados

con diferentes detergentes. Ademads de las bandas correspondientes a los complejos
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Figura 5. La cadena respiratoria y los respirosomas. A) La cadena respiratoria
presenta 4 complejos que pueden formar diferentes asociaciones o respirosomas. La
ATPsintasa aprovecha el gradiente electroquimico formado por estos complejos para
llevar a cabo la sintesis de ATP. B) Los complejos respiratorios, la ATP sintasa y otros
respirosomas pueden ser separados y visualizados por la BN-PAGE (I). Una de las
técnicas mas usadas para identificar la composicion de los supercomplejos es la SDS-
PAGE en 2 dimensiones (II). C) Algunos de los respirosomas se han analizado por
microscopia electrénica (Dudkina er al. 2005) y asociaciones con otras proteinas como
en el sintasoma, un complejo formado por la ATP sintasa y los acarreadores de Pi y de
nucleétidos de adenina (Chen, er al. 2004)
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respiratorios individuales (Fig. 5), es posible separar fragmentos de unidades estructurales y
funcionales mas grandes (Schigger 2000, Schagger & Pfeiffer 2000). Incluso se ha podido
identificar la composicion de estos complejos por medio de la electroforesis en dos
dimensiones. Estos datos demuestran la presencia de asociaciones preferentes entre
complejos y son mds congruentes con el ensamblaje de complejos enziméticos en bloques

ordenados que como unidades aisladas.

1.4 Organizacién de los Respirosomas.

El contenido de los respirosomas puede variar dependiendo de la fuente de extraccion, las
condiciones de crecimiento y/o la disponibilidad de sustratos (Schigger & Pfeiffer 2001,
Schiagger 2002). A pesar de esto es posible identificar asociaciones estables entre
diferentes complejos respiratorios. Un ejemplo claro es ilustrado por el caso del citocromo
¢ (cit ¢), ya que, su comportamiento varia de acuerdo con el sistema que se analiza. En
mamiferos y levaduras su movilidad es mayor que en bacterias, pues en éstas la
transferencia de electrones entre los complejos respiratorios III y IV involucra el
movimiento del cit ¢ fuertemente unido, y es posible encontrar respirosomas que involucran
a ambos complejos. En levaduras y mamiferos esta asociacion es menos frecuente; el cit ¢
se comporta de manera mas fluida pues, en el caso de mamiferos se encuentra libre en la
poza de cit c, por lo que la formacién de estos complejos no ocurre. Asi, la distribucién de
una molécula como el cit c, puede reflejar la diferencia en la organizacién de la cadena
respiratoria de estos sistemas y su capacidad de respuesta a los cambios de la fuente de
carbono disponible (Schigger et al., 2004).

Es interesante destacar que, ademas de manifestar la relevancia de los respirosomas
(Schagger et al., 2004), la determinacién de este tipo de interacciones entre complejos
respiratorios ha sido util en la caracterizaciéon de algunas patologias mitocondriales
humanas. Por ejemplo, en mitocondrias de humano se ha determinado con el andlisis de
defectos de ensamblaje, que los complejos I y IV no afectan la estabilidad del respirosoma,
sin embargo, cuando este tipo de defectos ocurre en el complejo III hay dificultades con el
ensamblaje del complejo 1, (la principal entrada de sustrato para la cadena respiratoria). De
lo anterior se concluye que el complejo III juega un papel importante en la estabilidad y

ensamblaje de otros complejos; particularmente del complejo I (Schigger et al., 2004)
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pues, las alteraciones genéticas que provocan la carencia del complejo Il pueden evitar la
formacion del respirosoma.

Para poder conciliar la evidencia que apoya la formacién de los respirosomas y aquellos
datos que apoyan la funcion de los complejos individuales, se requiere de una evaluacion
critica de los modelos que interpretan la organizacién de la cadena respiratoria. La nueva
hipétesis podria tomar en cuenta ambos modelos, postulando que los supercomplejos
existen en equilibrio con complejos aislados, dependiendo de las condiciones metabdlicas

de la célula.

1.5 La F{F, dimérica

Como se menciond anteriormente, la FFy utiliza el gradiente de protones generado por la
cadena respiratoria durante la fosforilacion oxidativa para llevar a cabo la sintesis de ATP.
En este contexto, la enzima también se conoce como el “complejo V' y se ha demostrado
que puede formar distintos supercomplejos. Los dos mejor caracterizados son el sintasoma

y los dimeros de la enzima.

1.5.1 El sintasoma

Los respirosomas no so6lo implican la formacién de ensamblados entre complejos
respiratorios, sino que pueden existir asociaciones con otras proteinas relacionadas (Fig. 5).
Durante la fosforilacion oxidativa se requiere de la coordinacién de varios eventos que
ocurren de manera simultdnea. Por ejemplo, la sintesis de ATP requiere que la enzima
disponga de suficiente Pi y ADP, sustratos que pueden ser aportados por los acarreadores
de fosfatos y de nucledtidos de adenina, por lo que la sintesis de ATP podria implicar la
presencia de estas tres enzimas. De hecho, ya se ha mostrado un complejo que involucra a
las tres enzimas en extractos mitocondriales solubilizados con detergentes (Fig. 5). Este
complejo presenta una estequiometria de 1:1:1 y se le ha dado el nombre de sintasoma
(Chen et al., 2004). Su presencia muestra que la entrada de los sustratos (ADP y Pi) a la
mitocondria, asi como la sintesis y liberacion del ATP, son eventos muy localizados y

coordinados.
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1.5.2 La ATP sintasa dimérica

La asociaciéon de la ATP sintasa en dimeros se ha visto por medio de la BN-PAGE
(Schagger 2002). Esta asociacion es una de las mds estables y parece ser exclusiva de
mitocondrias y cloroplastos. Aunque no es completamente claro, tienen un papel
fisioldgico relevante, ya que la dimerizacion de la F;F, estd involucrada con la biogénesis
de las crestas mitocondriales (Allen 1995, Paumard et al., 2002).

Tradicionalmente se ha considerado que las crestas mitocondriales son invaginaciones de la
membrana interna que permiten su empaquetamiento. Recientemente se ha demostrado que
son dominios membranales con una estructura bien definida y diferente del resto de la
membrana interna, representada por las porciones entre cresta y cresta (Frey & Manella
2000). Las crestas mitocondriales presentan una alta actividad fisioldgica; por medio del
inmunomarcado y la microscopia electrénica (ME) se ha visto que la mayor parte de los
complejos III y V estan localizados ahi, lo que implica que la fosforilacién oxidativa y la
sintesis de ATP ocurren en estas estructuras (Gilkerson et al., 2003).

La participacién de los dimeros de la FiFy (Fig. 6) en la biogénesis de las crestas
mitocondriales es un fendmeno que ha despertado el interés de muchos investigadores. Los
trabajos encaminados a definir la dimerizacién muestran que las subunidades
supernumerarias g, e y k (principalmente las dos primeras, ya que, k s6lo se ha descrito en
levadura) estan involucradas en la generacién y morfologia de las crestas mitocondriales
(Allen 1995, Paumard et al., 2002). Estas subunidades no son componentes esenciales de la
enzima pero se requieren para la oligomerizacion (Giraud et al, 2002). En las
mitocondrias donde se evita la expresion de estas subunidades, el arreglo de la membrana
interna sufre alteraciones importantes que se manifiestan en la desaparicion de las crestas
mitocondriales y la formacion de digitaciones y/o estructuras atipicas en forma de “aros de
cebolla”, causadas por una biogenésis o plegamiento descontrolado de la membrana
interna. Ademas, las mitocondrias con estas caracteristicas muestran defectos en la
respiracion y en el manejo del DNA mitocondrial (Arselin et al.,, 2004, Bornhovd et al.,
2006). Estos hallazgos muestran que hay una estrecha relacion entre la dimerizacién de la

ATP sintasa y la biogénesis de las crestas mitocondriales. La presencia de una alta
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Figura 6. Modelo tedrico de los dimeros de la ATP sintasa. Uno de los supercomplejos
mas estudiados es el de los dimeros de la ATPsintasa. Estos complejos tienen un papel
relevante en la biogénesis de las crestas mitocondriales. A pesar de que su estructura no es
del todo conocida, se reconocen algunas subunidades dimerizantes (e, g y b) que se
encuentran en Fy, por lo que en este modelo tedrico co-localizan en la interfase de
dimerizacién. La IF; podria participar en esta asociacién como un factor estabilizador
importante. Por lo que se le coloca también en la interfase de dimerizacién en F; (Tomado
de Garcia, J.J., 2004 y 2006).
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densidad de complejos y proteinas en las crestas mitocondriales y las restricciones
estructurales que esto supone para la cadena repiratoria, seria un argumento mas a favor de
la existencia de respirosomas y su probable dependencia del estado energético de la
mitocondria, pues la morfologia y estructura interna de las crestas mitocondriales puede
variar por la respiracion (Gilkerson et al., 2000).

2. Objetivos

El desarrollo de este trabajo se realiz6 en dos partes con objetivos diferentes. El primero de
ellos fue la localizacion de la proteina inhibidora endégena en la estructura cuaternaria de la
ATP sintasa mitocondrial de corazén de bovino.

El seguno objetivo fue obtener la estructura del complejo dimérico de la ATPsintasa

mitocondrial (corazén de bovino) por microscopia electrénica.

23



3. Materiales y Métodos

Los experimentos se realizaron utilizando mitocondrias y particulas submitocondriales
(PSM) de corazén de bovino aisladas con un método reportado anteriormente (Garcia et al.,
1995). En algunos experimentos se purific a la F; y FiI a partir de PSM mediante una
cromatografia de afinidad en una columna de sefarosa hexil-amonio (SHEA, Amersham

Pharmacia Biotech.) (Tuena de Gémez-Puyou & Gémez-Puyou 1977).

3.1 Localizacion de la IF,

En la primera parte de este proyecto se buscaron las interacciones y/o proximidad de la IF;
con otras subunidades de la ATP-sintasa. Los experimentos realizados se basaron
principalmente en el entrecruzamiento reversible con ditiobis (succinimidil) propionato

(DSP).

3.1.1 Entrecruzamiento con Ditiobis-succinimidil propionato (DSP)

El DSP es un entrecruzador homo-bifuncional reversible que reacciona con residuos de
lisina que se encuentren a una distancia méxima de 12A. Dado que el DSP contiene un
enlace disulfuro, los productos de entrecruzamiento obtenidos pueden ser separados en
condiciones reductoras e identificados. El entrecruzamiento se llevo a cabo en PSM o en la
FiI (1 y 4 mg/mL respectivamente) en un amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 7. En el
caso de PSM se uso el mismo amortiguador pero con sacarosa 250 mM. Para la reaccién
de entrecruzamiento, las muestras de enzima se incubaron con el DSP (30 pg/mL o 1
mg/ml para FI) durante 30 min a temperatura ambiente; para detener la reaccion se afiadid

una alicuota de L-lisina (20 mM final).

3.1.2 Electroforesis

La identificacion de los productos de entrecruzamiento se hizo por medio de la
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) (Laemmli 1970). Para ello las muestras
tratadas con DSP se cargaron en geles de poliacrilamida en gradiente (10-22%). Dado que
el entrecruzamiento generado con DSP es reversible por DTT, esta electroforesis se realizd
sin DTT (1* dimensién no reductora). Una vez que las muestras se separaron, los carriles

con las subunidades de la enzima fueron cortados individualmente, incubados en una



solucién reductora (20 mM de DTT y 0.1% de SDS) durante 1 hr a temperatura ambiente,
lavados con agua destilada y analizados por SDS-PAGE en presencia de DTT (2°
dimension reductora). En la 2* dimension el carril cortado se colocé horizontalmente en la
parte superior del gel separador y se le polimeriz6 alrededor un gel empacador. Las bandas
se compararon con estdndares de peso molecular y/o con una muestra pura de FiI o F;F.
Las bandas de algunos de los geles se analizaron por densitometria a partir de las imagenes
correspondientes; este andlisis se llevo a cabo con el programa ALPHADIGIDOC (Alpha

Innotech Corporation, San Leandro, Ca USA) para el andlisis de imagenes digitales.

3.1.3 Ensayos de inmunodeteccion

Otra manera de identificar los productos de entrecruzamiento fue a través de la
inmunodeteccion tipo “Western Blot” (WB). Para estos ensayos se usaron SDS-PAGE en
condiciones reductoras (+DTT) o no reductoras (-DTT). Los geles obtenidos fueron
transferidos a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) en un amortiguador de
acido 3-(ciclohexilamino)-1- propanosulfénico (CAPS) 100 mM, pH 11.0, y metanol 10 %
v:v. La transferencia se llevé a cabo durante 2 hrs. a 4° C y 100 mA. Soélo se hicieron
ensayos de inmunodeteccién para las subunidades IF;, y y a. Para a y la IF; se usaron
anticuerpos monoclonales (Garcia et al., 2000); para la subunidad vy se utiliz6 un anticuerpo
policlonal donado generosamente por la Dra. Marieta Tuena Sangri (IFC, UNAM). La
deteccion de las bandas inmunoreactivas se hizo con anticuerpos secundarios anti-cabra o
anti-conejo acoplados a una peroxidasa (HRP) y al sistema de revelado por

quimioluminiscencia ECL-Plus (Amersham-Pharmacia Biotech.).

3.1.4 Inmunoprecipitacion de la ATP-sintasa

Para reconocer especificamente a los productos de entrecruzamiento entre la IF; y otras
subunidades de la F,Fy, el complejo ATP sintasa se inmunoprecipité con un anticuerpo
monoclonal capaz de inmunoprecipitar todo el complejo ATP sintasa nativo y funcional
(Aggeler et al., 2002). La inmunoprecipitacién se hizo a partir de PSM (1.5 mg/mL)
solubilizadas con lauril maltésido (LM, 2.25 mg/mL) durante 45 min a 4°C. El
amortiguador usado fue Mes-Tris 20 mM, pH 6.8, sacarosa 150 mM y ADP 1 mM. Las

muestras solubilizadas se centrifugaron a 186 000 x g durante 45 min a 4°C; el



sobrenadante se recuperé e incubd con una resina de proteina G acoplada a anticuerpos no
especificos, 0 a un antisuero preinmune de ratén durante 1 hr. a temperatura ambiente.
Posteriormente se decantd e incubd con otra resina de proteina G acoplada al anticuerpo
anti-ATPsintasa durante 2 hr, después de lo cual se lavé varias veces con Mes-Tris 20 mM,
pH 6.8, sacarosa 150 mM, ADP 1 mM y 0.05% de LM. La elucién del complejo
inmunoprecipitado se hizo con glicina 100 mM, pH 2.5. Finalmente el pH se reajust6 a 7.5

con un amortiguador de fosfatos (1M, pH 8.0).

3.1.5 Modificacion quimica con 7-dietilamino-3-(4’maleimidilfenil)-4-metilcumarina
(CPM)

Para la deteccion de productos de entrecruzamiento entre las subunidades o, y y €, también
se utilizé el marcado con la sonda fluorescente CPM (Molecular Probes, Invitrogen Co.).
El CPM reacciona y modifica a residuos de cisteina accesibles, y sélo estas subunidades
(o, vy €) poseen este residuo. El marcado se hizo a temperatura ambiente durante 2 min.,
con una relacién de F;I/CPM de 5 mg mL /100 uM, y en un amortiguador de fosfatos 25
mM, pH 7.0. Para detener la reaccién filtramos las muestras marcadas por columnas de
Penefsky (Penefsky 1979) para descartar el CPM no unido. La F;I marcada y/o
entrecruzada se analizé por medio de SDS-PAGE en 1? o 2* dimensién, como se describid
anteriormente. La visualizacién de las bandas marcadas se hizo por la excitacion del CPM

con luz UV. Estos geles se fotografiaron y analizaron con el programa ALPHADIGIDOC.

3.2 Oligomerizacion de FF,

La segunda parte de este proyecto se enfocé al estudio de la estructura dimérica de la F;F,.
Los resultados se obtuvieron a través de la BN-PAGE y por microscopia electronica (ME).
Como anteriormente, el complejo analizado fue el que se encuentra en mitocondrias de

corazon de bovino.

3.2.1 Extraccion mitocondrial con digitonina
Los dimeros de F;F, se extrajeron junto con los complejos respiratorios y otros
supercomplejos mitocondriales por medio de la solubilizacidn con digitonina (Sigma). Para

esto usamos un amortiguador de Bis Tris 50 mM, pH 7 y acido 6- aminohexanoico 750



mM. La digitonina se afiadi6 a partir de una solucién madre disuelta en dimetil sulféxido,
en alicuotas y lentamente, hasta alcanzar una relacién digitonina/proteina de 2.5 mg/mg.
La concentracion de proteina mitocondrial fue de 10-15 mg/mL. La solubilizacién se llevo
a cabo durante 1 hr a 4°C, después de lo cual las muestras solubilizadas fueron
ultracentrifugadas a 186 000 x g durante 45 min a 4°C. El sobrenadante o extracto se
recuperd y analiz6 por BN-PAGE (Schigger et al., 1994). Estas muestras también se
analizaron por SDS-PAGE en 2* dimensién, como se describi® anteriormete, para

identificar la composicion de los supercomplejos separados.

3.2.2 Purificacion de la ATP sintasa dimérica

Para la separacion de la F|Fy dimérica, los extractos mitocondriales se aplicaron a un
gradiente discontinuo de glicerol (20-40% v:v). El amortiguador usado fue Mes 20 mM,
pH 7.0, EDTA 2 mM, ADP 2 mM vy digitonina S mM. La centrifugacion se hizo a 54 000 x
g por 16 hrs a 4°C. Después, el gradiente se fraccioné en alicuotas de 500 pL., comenzando
por la parte de arriba. Las fracciones con ATP sintasa monomérica y dimérica se

identificaron por BN-PAGE y SDS-PAGE.



3.3.3 Zimogramas

Las bandas correspondientes a los mondmeros y dimeros de la enzima también se
identificaron por actividad ATP asa en los geles de BN-PAGE para verificar su integridad.
Para estos ensayos, los geles corridos se incubaron a temperatura ambiente durante toda una
noche con una solucién de Hepes/KOH 50 mM, pH 8, ATP 10 mM, CaCl, 30 mM para
localizar la actividad ATPasa. Las bandas con esta actividad se reconocen por la aparicion
de un precipitado blanco debido a la formacién de fosfato de calcio proveniente del ATP

hidrolizado.

3.3.4 Microscopia electronica

Esta parte experimental se realizd en colaboracién con el Dr. Stephan Wilkens en la
Universidad de California en Riverside USA. Para estos estudios se prepararon por tincion
negativa muestras provenientes de los dimeros aislados por el gradiente de glicerol. Las
muestras con F;Fy dimérica se diluyeron a 25 pg/mL y se aplicaron a rejillas de cobre
cubiertas con carbono, las cuales se lavaron una vez con H,O y se tifieron con acetato de
uranilo al 1% p:v.

Estas rejillas se analizaron en un microscopio electrénico de transmisién Tecnai 12 (FEI
company, Eindhoven, Neth.) con un modo de dosis bajo a 100kV. Las imagenes se
registraron con una camara con el foco colocado a -500 nm y una magnificacién de 30 000.
Las imdgenes se analizaron con el paquete de programas IMAGIC-5 en una estacién con
procesador dual Octane (Silicon Graphics, Mountain view, Ca).

Para el andlisis de las imigenes de moléculas individuales se eligieron imégenes de
moléculas en dareas de 140 x 140 pixeles, mismas que se filtraron para eliminar las
frecuencias espaciales no deseadas (<0.008 y >0.13 A™"). Las imdgenes obtenidas se
procesaron con los programas IMAGIC-5, para esto se hizo el alineamiento directo por
clasificacion, y el andlisis se afind por medio del alineamiento multi-referencia (Wilkens et

al., 2000).



3.3.5 Otras técnicas

Para la activacion (disociacion de la IF;) de la F;1, se incub6 este complejo en un medio de
Tris 50 mM, EDTA 2 mM, KCI 100 mM, y ATP 10 mM, pH 8.0 a 40°C durante 90 min.,
después de lo cual se midi6 la actividad de ATPasa como se describe en Garcia et al, 1995.
La determinacién de proteina se hizo de acuerdo con el método de Lowry (Lowry et al.,

1951) o del BCA (Smith et al., 1985).



4. Resultados

Los resultados del entrecruzamiento de la IF; con la F;F, ya fueron publicados (Minauro-
Sanmiguel et al., 2002, Apéndice). Uno de los aspectos mds importantes de estos
experimentos es que se obtuvieron con la IF; enddégena, tal como se encuentra en
condiciones fisioldgicas. En el articulo se reportd una nueva interacciéon de la IF; no
conocida anteriormente y se sugiere que el mecanismo de inhibicién de esta proteina
puede estar involucrado con el sistema de rotacién (Minauro-Sanmiguel et al., 2002).

La integridad de las muestras utilizadas para estos experimentos se probd con ensayos de
actividad de ATPasa. En el caso de F,l el ensayo se hizo antes y después de la activacién
(disociacion de la IF;, ver Materiales y Métodos). Los valores base de la actividad de
ATPasa (con IF; unida) fueron de 2-3 pmoles/min/mg. Tras la activacion, se alcanza un
valor 25 a 35 veces mayor (50-70 umoles/min/mg), comparable con la actividad de F,
(sin IF;). Para encontrar las condiciones de entrecruzamiento se hicieron pruebas de
activacion para determinar la permanencia de IF; en la enzima; los resultados se
reforzaron con SDS-PAGE y ensayos de inmunodeteccién con un anticuerpo monoclonal
contra la IF,. Estas pruebas se hicieron con las muestras entrecruzadas con DSP vy,
entrecruzadas y reducidas con DTT para determinar también las condiciones 6ptimas de
su reversibilidad. Las condiciones de entrecruzamiento para F;I se fijaron en Img/mL de
DSP y se utilizaron en todos los experimentos. En la primera etapa de este proyecto

encontramos los siguientes resultados:



4.1 Visualizacion de los productos de entrecruzamiento de F;I-DSP

La separacion de los productos entrecruzados se hizo por SDS-PAGE. Después del
entrecruzamiento con DSP, las muestras y sus respectivos controles (no entrecruzados y
tratados en las mismas condiciones) se analizaron por SDS-PAGE; los geles obtenidos se
tifieron con azul de Coomassie para la visualizacién de las bandas de la enzima y sus
productos de entrecruzamiento. El DSP provoca la aparicién de varios productos de
entrecruzamiento. El andlisis estadistico de estos geles mostré que la intensidad de las
bandas de las subunidades IF;, y y € disminuye significativamente con respecto a la
intensidad de las bandas en la muestra control (-DSP) (Fig. 7), lo cual refleja que el
mayor nimero de entrecruzamientos ocurre entre estas subunidades. Cuando los geles se
corren en condiciones reductoras (DTT 20 mM), estos entrecruzamientos desaparecen y
ocurre la aparicién o intensificacién de otras bandas. Sin embargo, el perfil de bandas es
muy similar al de un control de la FiI sin entrecruzar y con DTT. Existen ademas

algunas bandas que no son sensibles a la reduccion.

4.2 Identificacion de los productos de entrecruzamiento

De los entrecruzamientos encontrados, se identificaron dos que son completamente
reversibles y migran como complejos de 36 y 43 kDa respectivamente (Fig. 7). El peso
molecular de estos productos podria dar informacién acerca de su identidad, sobre todo si
se considera que los productos de entrecruzamiento entre la IF; (10 kDa) con las
subunidades y (30 kDa) y € (6 kDa) dan un tamafio similar, ademas de que estas
subunidades son las que mds modifican su intensidad con DSP y la recuperan tras la
reduccién con DTT.

Como se menciond anteriormente, la identificacion de los entrecruzamientos se hizo a
través de la SDS-PAGE en dos dimensiones. La primera dimensién de estos geles (no
reductora, - DTT) se hizo con 300 pg de proteina por carril con el fin de separar los
productos entrecruzados y contar con suficiente muestra para la 2* dimensién. Una vez
que estos productos se separaron, se cortd la porcién que va de 25 a 70 kDa y, para la 2*
dimension, se trat6 como se indica en Materiales y Métodos. Un perfil tipico de estos
geles es el de bandas no entrecruzadas (a, B, v, etc.) que forman una diagonal y, abajo de

esta diagonal las bandas de las proteinas que participaron en el entrecruzamiento. La
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Figura 7. Entrecruzamiento de F;l1 con DSP. A) El entrecruzamiento con DSP induce la aparicion de productos de
entrecruzamiento. Algunas de las bandas que aparecen con el DSP (*) desaparecen completamente tras la reduccion con DTT.
También ocurre la intensificacion de bandas con DTT, sin embargo, lo mismo puede verse en la enzima sin entrecruzar (Flle
DTT). B) El analisis estadistico (por el método no paramétrico de Meann Withney) de los valores densitométricos de tres
experimentos diferentes muestra diferencias significativas (U < 0.05) entre la intensidad de las bandas correspondientes a las
subunidades IF, vy y € tras el entrecruzamiento y, entrecruzamiento y reduccion con DTT.



alineacion de bandas y su comparacion con el patrén descrito, permiten identificar a las
subunidades que participan en un entrecruzamiento (Fig. 8).

En los experimentos se identificaron los productos de entrecruzamiento formados entre
las subunidades a,vy,€& y la IF;. El control utilizado en estos experimentos fue F,
(complejo sin IF;). en la 2* dimension de estas muestras (+ DTT) es posible ver que, tras
el entrecruzamiento, solo tres bandas migran por debajo de la diagonal, dos de ellas a la
altura de y y, la tercera migra como ¢ (Fig. 8A). La otra banda de y se alinea con 9,
aunque la tincién con Coomassie en esta ultima es muy débil. En el caso de la F;I-DSP,
ademds de los entrecruzamientos descritos, es posible encontrar uno adicional (Figs. 8A'y
9); esto deriva en la aparicion de un par de bandas, que migran y se alinean como y y la
IF;. Este entrecruzamiento corresponde a uno de los productos visualizados en la 1*
dimension (43 kDa). Aunado a lo anterior existen otros productos de entrecruzamiento
con la IF;, uno de ellos establece una relacion clara con la subunidad o (Fig. 9). Cuando
en vez de utilizar una porcién del carril entrecruzado se visualizan todos los
entrecruzamientos, es posible identificar también a los de la IF; consigo misma y con €.
Otra manera de identificar a las subunidades fue a través de la modificaciéon quimica con
CPM, una molécula fluorescente que reacciona con residuos de cisteina accesibles. En el
caso de la FilI solo las subunidades o, y,y € tienen este residuo (2, 1, 1, cisteinas
respectivamente), lo que permitié identificar los entrecruzamientos entre estas
subunidades. En estos experimentos se marcé a la FiI con el CPM y posteriormente se
entrecuz6 con el DSP. El andlisis de las muestras se hizo con la PAGE-SDS en 17 y 2°
dimension (ver Materiales y Métodos) y la visualizacion de las bandas marcadas se hizo
con la excitacién del CPM con luz UV (Fig. 8D). Como puede verse en la figura las
bandas con fluorescencia forman una diagonal con las bandas marcadas de o,y y sus
productos de entrecruzamiento (€ no es visible, ya que en la 2* dimensién sélo se corre la
porcién del carril que va de 20-100 kDa); bajo esta diagonal es posible ver tres puntos
luminosos a la altura de y y bajo uno de ellos, el primero de derecha a izquierda, otro
punto que migra con la movilidad de €.  Las otras bandas corresponden a

entrecruzamientos con la IF; y la subunidad [ identificados anteriormente.
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Figura 8. Identificacion de los productos de entrecruzamiento. Para la identificacion
de los productos de entrecruzamiento se us6 SDS-PAGE en dos dimensiones. La F;I
entrecruzada se corrié en una 1* dimensién no reductora para separar los productos
entrecruzados; una vez separados se cortaron los carriles correspondientes y se les
practicé una 2* dimension reductora en presencia de DTT. A) Como control de estos
experimentos se utilizé a la F; (sin IF,) entrecruzada; las dobles dimensiones mostraron
dos bandas que migran a la altura de y, una de ellas alinea con €. B) En F;I, ademds de
estas dos bandas, hay una adicional que se alinea con la IF,. C) La identificacién de IF,
se comprobd por la inmunodeteccién con un anticuerpo monoclonal anti IF; donde es
posible encontrar los entrecruzamientos con esta subunidad (flechas). D) El CPM es una
sonda fluorescente que sélo modifica a las subuniades o,y y €, por lo que es posible
observar los entrecruzamientos entre y/e (1), y/o. (3) y a la subunidad y en el de y/IF; (2).
Publicado en Minauro-Sanmiguel et al. 2002 (ver Apéndice).
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Figura 9. Identificacion de los productos de entrecruzamiento en F;I. La 2°
dimension reductora (+DTT) de F;I entrecruzada con DSP muestra que las subunidades
no entrecruzadas migran en un diagonal. Las bandas debajo de ésta provienen de un
producto de entrecruzamiento y se identifican por su movilidad con respecto a un
estindar de enzima no entrecruzado (carril de FiI). Se identificaron al menos 6
productos: y/a, o-1F,, y/IFy, y/e, IF,-IF,, e IF;-¢. Publicado en Minauro-Sanmiguel et al.,
2002 (ver Apéndice).



Para determinar la identidad de IF; en estos entrecruzamientos utilizamos un anticuerpo
monoclonal contra IF; en ensayos de Western Blot. En estos experimentos los geles de
1* y/o de 2* dimensién se transfirieron a membranas de PVDF donde se hicieron los
ensayos de inmunodeteccion. Con esta técnica fue posible determinar que los
entrecruzamientos de 66 y 43 kDa ocurren entre la IF; y las subunidades a y v (Figs. 8 y
9). El perfil de bandas inmunodetectadas en la 1* dimension evidencia la presencia de
otros entrecruzamientos con la IF;, de 16 y 20 kDa; uno de estos (20 kDa) corresponde a
la forma dimérica de esta proteina (Cabezon et al., 2000) y el primero con &.

En la figura 10 se muestran las inmunodetecciones adicionales con el anticuerpo
monoclonal anti a y el policlonal anti y. En estos ensayos se corrobord la identidad de
los entrecruzamientos de 43 y 66 kDa con y y o respectivamente; en estos experimentos
se cargaron tres muestras en un gel para PAGE-SDS: una control (F;I), una entrecruzada
(F,I-DSP) y la dltima entrecruzada y reducida con DTT (DSP-DTT). Esta disposicién se
hizo por triplicado en un mismo gel (gradiente 10-22 %), de tal forma que se pudo probar
cada uno de los anticuerpos en un mismo experimento pero con ensayos de Western Blot
especificos, ya que cada reaccién se hizo por separado. Como puede verse en las
muestras control (Fig. 10) los anticuerpos tienen reacciones positivas contra las
subunidades respectivas, ademds de otras reacciones inespecificas. Los perfiles de cada
ensayo tienen bandas en comun, principalmente en las muestras con DSP. En estos
carriles aparece una banda de 43 kDa en los ensayos con IF; y v (ver flechas en Fig. 10);
por otro lado, el entrecruzamiento de 66 kDa sé6lo aparece en los ensayos con IF; y a, y
ademds muestra una reversibilidad parcial tras la reducciéon con DTT. Como en otros
experimentos, con esta técnica es posible ver otros entrecruzamientos, algunos de los
cuales se identificaron; por ejemplo, en el Western Blot con anti-y aparece otro
entrecruzamiento de 36 kDa que, por el marcado con CPM (Fig.8), se pude definir como

una interaccion con €.

4.3 Entrecruzamiento de F;F¢-1 con DSP
El principal objetivo de este proyecto fue el de localizar a la IF; en la estructura
cuaternaria de la enzima completa (F;Fy), por lo que se buscaron los entrecruzamientos

de Fi-I en este complejo. La enzima completa se aisl6 de PSM e incluye a la IF,
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Figura 10. Inmunodeteccion de subunidades en muestras de F;I entrecruzada. Los
entrecruzamientos de IF; con o y y fueron corroborados por la inmunodeteccién con
anticuerpos dirigidos a estas subunidades. Las bandas de reaccién muestran la presencia
de entrecruzamientos con las subunidades correspondientes (IF;, v y a). El perfil de
migracion de los productos de entrecruzamiento entre estas subunidades es el mismo (o.-
IF;, y-IF)) en la 1D SDS-PAGE. Publicado en Minauro-Sanmiguel et al., 2002 (ver

Apéndice).



endogena en la posiciéon que se encuentra en condiciones fisiolégicas. Dado que el
complejo entero incluye a las subunidades de Fy, lo primero que se hizo fue buscar las
condiciones de entrecruzamiento con DSP en este sistema (Fig.11). Con esta idea se
probd en un intervalo de 5-500 pg/mL de DSP y las muestras entrecruzadas se analizaron
por SDS-PAGE (-/+DTT) y por Western Blot con el anticuerpo anti-IF;. En estos
experimentos se encontrd0 que a bajas concentraciones de DSP (5-30 pg/mL) los
productos de entrecruzamiento con IF; se definen claramente y son reversibles con DTT
(datos no mostrados); sin embargo, a concentraciones mayores de 50 upg/mL la
reversibilidad del DSP no es total y los entrecruzamientos con la IF; se tornan altamente
inespecificos. Los entrecruzamientos que mejor se definen en este intervalo son los
hechos con a (66 kDa) y y (43kDa), a pesar de esto es posible detectar también diferentes
entrecruzamientos (bandas de menor intensidad) que reaccionan en el Western Blot. La
inhibicién de la activacion de la enzima con el DSP se podria relacionar con
entrecruzamientos inter o intra moleculares (Kandpal & Boyer 1987, Joshi & Burrows
1990) diferentes de los vistos con IF;; sin embargo, es importante notar que el
rendimiento de los entrecruzamientos con o y y se incrementa progresivamente, en
paralelo con la inhibicién de la activacion. Esto indica que los entrecruzamientos ocurren
en condiciones en las que la enzima es funcional (Fig. 11). En altas concentraciones de
DSP la activacion se inhibe principalmente por entrecruzamientos inespecificos que muy
probablemente no ocurren con la IFj, sino entre otras de las subunidades funcionalmente
importantes como se ha observado anteriormente (Kandpal & Boyer 1987, Joshi &

Burrows 1990).

4.4 Entrecruzamientos de F{F, con IF,

Para detectar especificamente los entrecruzamientos de IF; enddgeno con F;F,, se
inmunoprecipitd el complejo entero y nativo de la enzima (Aggeler et al., 2002) con un
anticuerpo monoclonal que reconoce a la enzima completa. En estos experimentos se
entrecruzé al complejo FFy asociado a la membrana interna mitocondrial de PSM y una
vez detenido el entrecruzamiento con lisina, las PSM se solubilizaron con LM como se
explic6 en Materiales y Métodos. El andlisis de las muestras se hizo a través de SDS-

PAGE en condiciones reductoras y no reductoras. El perfil de bandas (Fig.12) con la
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Figura 11. Entrecruzamiento de FyF,. Para verificar si los entrecruzamientos de F,I ocurren en la
enzima completa, se repitieron estos experimentos en PSM. Las condiciones ensayadas fueron en
el intervalo de 5-30 ug/mL de DSP, donde su efecto es revertido por la reducciéon con DTT. A)
Las muestras entrecruzadas con DSP fueron inmunodetectadas con un anticuerpo anti IF,
encontrandose dos bandas (43 y 65 KDa) similares a las halladas en F;I, que reaccionan con el
anticuerpo. B) La liberacién de IF; en un ensayo de activacion es inhibida por el DSP (0), la
reduccién del DSP tras la adicion de DTT (0) revierte este efecto en un 80 %. La densitometria de
las bandas correspondientes a 43 y 65 KDa (y y a, respectivamente) muestra que en este
intervalo se lleva a cabo la completa formacion de estos entrecruzamientos. En el intervalo de 5-
30 pg/mL los complejos entrecruzados pueden ser separados e identificados. (Minauro-
Sanmiguel et al., 2002, ver Apéndice).
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Figura 12. Identificacion de entrecruzamientos en FoF;. Los entrecruzamientos de la IF;
en FoF; muestran un perfil similar al obtenido con la IF; soluble. A) La
inmunoprecipitacién de FoF; entrecruzada con DSP muestra la aparicion de bandas
correspondientes a subunidades entrecruzadas como puede verse por SDS-PAGE. La
reduccion con DTT provoca la desaparicion de estas y otras bandas. B) La
inmunodeteccion con anti IF; muestra que los entrecruzamientos de IF; con y y € se
reproducen en FFy y son reversibles con DTT. C) La identidad de las proteinas
involucradas en estos entrecruzamientos se corroboré por la 2°D SDS-PAGE en
condiciones reductoras (+ DTT) de las muestras entrecruzadas, las bandas identificadas
en F; también se encuentran en la enzima completa (circulos en C) y D) su
inmunodeteccion con el anticuerpo anti IF;. Publicado en Minauro-Sanmiguel et al., 2002
(ver Apéndice).



tincion Coomassie muestra varios productos que, como en el caso de la F;I son de alto
peso molecular y reversibles con DTT. En el Western Blot, usando el anticuerpo
monoclonal anti IF;, se destaca una banda que aparece con el DSP y es casi
completamente reversible con el DTT, esta banda contiene a la IF; enlazada con la
subunidad y. La identidad de los entrecruzamientos se confirmé con la PAGE-SDS en 2*
dimensiéon. El ensayo de Western Blot con los geles resultantes pone de manifiesto la
existencia de los entrecruzamientos de IF; con a (66 kDa), y (43 kDa) y € (36 kDa) en el
complejo inmunoprecipitado. Este experimento confirmé que los entrecruzamientos
hallados en FiI no son exclusivos de este complejo y pueden hallarse en la enzima
completa y nativa.

Con base en los resultados obtenidos y de acuerdo a otros trabajos de entrecruzamiento
(Papa et al. 2000), en este trabajo se propone una localizacién aproximada del dominio
N-terminal inhibitorio de la IF; con una interfase o/f—y/e de acuerdo con las estructuras
cristalograficas de la IF; y de la F; ATPasa de bovino individuales. La parte central del
modelo implica que el dominio N-terminal inhibitorio de la IF; interfiere directamente
con el giro de y y € del rotor, con lo cula se propuso un mecanismo nuevo de accién de la

IF1 (Fig. 13). Los detalles estructurales del modelo se discutirdn mas adelante.

4.5 Los dimeros de F;F,

En fechas recientes se describid la existencia de dimeros y otros oligémeros de la enzima
(Schéagger 2002). En la segunda etapa de este trabajo se analizé la estructura cuaternaria
de los dimeros de F;F,, con miras a definir el papel de la IF; en la estructura y funcién de
la enzima. En estos experimentos se utilizaron mitocondrias de corazén de bovino donde

la F,Fy que se analiz6 contiene unida a la IF; enddgena.

4.6 Extraccion de dimeros

La extraccion de los complejos respiratorios se hizo con digitonina. La relaciéon de
digitonina/proteina usada fue de 2.5 mg/mg y se determiné a partir de curvas de
solubilizacién de los complejos respiratorios y los dimeros de F;Fy. Los extractos
mitocondriales se analizaron por BN-PAGE (Fig.14). El perfil de bandas que se obtiene

separa a los diferentes complejos respiratorios y supercomplejos; entre estos es posible



Figura 13. Modelo de F;F, con la IF; end6gena. Con base en los resultados obtenidos,
se elabor6 un modelo estructural de la ATP sintasa con la IF; unida. Tomando en cuenta
otros resultados y el mecanismo de los tres estados durante la rotacion, colocamos a la IF,
(rojo) en la interfase o/ de la conformacién abierta. En este modelo, la regién de
inhibicién estd proxima a la secuencia DELSEED (naranja, ver Discusién). A) En F,
mostramos Unicamente la region de inhibicion de la IF; (rojo), los residuos de lisina
(violeta) de esta regién se encuentran cercanos a los propios de y y € del rotor o tallo
central de la enzima; como puede verse de la vista inferior, la IF, puede entrecruzar con
las lisinas de y o de € correctamente alineadas. Publicado en Minauro-Sanmiguel et al.
2002 (ver apéndice 1). B) En el complejo entero F;Fy usamos la estructura completa de
IF;, esta subunidad puede tener relacion con otras no identificadas de Fy, (Lopez-
Mediavilla et al. 1993) y por el extremo C-terminal interactia con OSCP (Papa et al.
2000). Tomado de Garcia et al., 2002.



encontrar las bandas con el mondmero y oligémeros de la enzima, tal como se ha descrito
anteriormente (Schigger 2002). La identificaciéon de las bandas con F;Fy se hizo por
SDS-PAGE en 2* dimensién (Fig. 14) donde fue posible ver que hay mas de una banda
con oligémeros de la enzima.

Otra forma en que identificamos a la F;Fy en los geles nativos fué por la tincién de
actividad de ATPasa como se describié en Materiales y Métodos. Las bandas con
actividad coinciden con aquellas que contienen a la enzima (Fig. 14, 2* dimension).

Los dimeros se purificaron parcialmente por medio de centrifugacién en gradiente de
glicerol. Una vez que el extracto fue separado y fraccionado, se analiz6 por SDS-PAGE
(Fig. 14). Las fracciones con F;F, se encuentran en la regiéon media y hacia el fondo
donde se encuentran los complejos mas pesados, sin embargo, fue posible diferenciar dos

fracciones con FF, (fracc. 5 y 7, Fig. 14) que se analizaron por microscopia electrénica.

4.7 Microscopia Electronica

Las fracciones que contienen a la enzima se analizaron al microscopio electrénico, para
lo cual, las muestras se tifieron negativamente con acetato de uranilo. De estas
fracciones, la 7 fue la que mostr6 las mejores imdgenes para analizar la estructura
dimérica.

Para determinar la estructura de la F;Fy dimérica se colectaron 1 130 imigenes que se
analizaron por el alineamiento y clasificacion de particulas asistido por computadora. En
la Figura 15 se muestra el promedio obtenido de todas las imigenes colectadas después
de la udltima alineacion. En esta etapa se pueden obtener diferentes clases
correspondientes a complejos con caracteristicas similares. En estas imdgenes se ve que
los dimeros se orientan mostrando una proyeccion de “perfil”, perpendicular al eje
longitudinal del complejo. En ninguna de las muestras analizadas se encontraron
imagenes especulares, lo que sugiere que los mondmeros se asocian con un eje de

simetria doble que pasa a través de la interfase y es paralelo al eje mayor de la enzima.
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Figura 14. Identificacion y purificacion de ATP sintasa dimérica. Los extractos con
digitonina fueron analizados por BN-PAGE. A) Los dimeros se identificaron por la
tincioén de actividad de ATP-asa en los geles obtenidos de la BN-PAGE para identificar
los complejos con FFy. B) Los dimeros de F,F, fueron también identificados por 2* D
SDS-PAGE, donde la 1* D fue la BN-PAGE. C) La purificacion de los complejos
diméricos se llevo a cabo en un gradiente de glicerol. En estos gradientes se obtuvieron
fracciones ( fracc. 7) enriquecidas de complejos diméricos que se prepararon para su
andlisis en el microscopio electrénico. Publicado en Minauro-Sanmiguel y cols., 2005.
(Ver apéndice).



La asociacion de los mondémeros involucra interacciones entre Fy y F;. El arreglo con el
que se asocian los monémeros forma un dngulo de aproximadamente 40°. Como puede
verse en la Figura 15, Fy es la porcién que mdas contribuye en la asociacién de los
mondémeros y se encuentra estrechamente asociada a la Fy del otro monémero; en F; las
interacciones son mas distantes, pero se encuentra claramente en contacto una con otra a
través de una estructura puente que, por sus caracteristicas, podria tratarse de la IF;.

Una caracteristica que tampoco se habia visto anteriormente, es una estructura asociada
por el lado de Fy que conecta a ambos mondmeros por el lado del espacio
intermembranal. En este momento la identidad de las subunidades que forman esta
estructura se desconoce, aunque es posible que participen otras proteinas (Chen et al.,

2004), ya que esta estructura no se ha encontrado en el monémero de la enzima (Fig. 15).



Figura 15. Andlisis por microscopia electronica de los dimeros de ATP sintasa. Los dimeros purificados fueron tefiidos
negativamente y fotografiados en un microscopio electronico (a). Los dimeros de la enzima fueron seleccionados (cuadros) de las
micrografias, alineados y clasificados (b) por el analisis estadistico de imagenes. La estructura promedio (c) muestra algunos
detalles estructurales no descritos anteriormente. El analisis estadistico de las imagenes seleccionadas muestra también diferentes
proyecciones (d-h) que revelan estructuras puente en F,, (flechas) y en F, (cabeza de flecha) que no se encuentran en el complejo
monomérico (extremo izquierdo)



5. Discusion

La F,Fy es un complejo multimérico con diferentes subunidades que varian de acuerdo con
la fuente de extraccidn; dentro de estas subunidades variables se encuentra la IF;, una
subunidad que regula la hidrolisis del ATP favoreciendo su sintesis, y que se encuentra en
el complejo mitocondrial de eucariontes superiores. A pesar de todo lo que se conoce de la
enzima y de la IF;, no se conoce con claridad la relacién estructural de la IF; con el resto de
las subunidades, por lo que existen algunas dudas acerca de su mecanismo de funciéon. En
este trabajo se encontré que la IF; se puede relacionar con el movimiento rotacional y tiene
una posible contribucién en la asociacién de la FiFy. Un aspecto que se debe destacar es
que los experimentos fueron hechos con la IF; enddgena, tal como se encuentra en el
complejo nativo, mientras que la mayor parte de la informacién que se conoce se ha
obtenido con la IF; reconstituida, la cual puede variar la forma en que se asocia y su
estequiometria (Dreyfus & Valdés 1987).

Una de las implicaciones mds importantes de este estudio tiene que ver con el mecanismo
de inhibicién de la IF;. Durante mucho tiempo se ha considerado que la IF; funciona
“atrapando” a los nucledtidos en los sitios cataliticos de la F; al bloquear los cambios
conformacionales de la subunidad . Una de las ideas mas aceptadas es que durante la
respiracion, el pH en el espacio intermembranal es acido con respecto al de la matriz, donde
se encuentra la IF; y donde ocurre la sintesis de ATP. Durante la ausencia de O,, en
presencia de un desacoplante o por un decremento del Aug+; se favorece la hidrdlisis del
ATP, la disipacion de protones al exterior (Rouslin 1983) y se promueve la inhibicién de la
actividad de ATPasa por IF; para preservar el ATP.

La unién de IF; depende de la presencia de Mg-ATP (el principal sustrato durante la
hidrdlisis). La fuerza protonmotriz o su restablecimiento favorece la sintesis de ATP; en
estas condiciones ocurre el desplazamiento de la IF; del sitio de inhibicion para liberar el
ATP formado, por lo que el mecanismo de accién de la IF; podria ser impedir la liberacion
del producto (Pedersen et al., 1981, Penin et al., 1988). De acuerdo con esto, la IF; podria
unirse primero a la enzima de una forma no productiva y una vez que ocurre la hidrolisis de
Mg-ATP, cambia a una orientacién inhibitoria (Schwerzman & Pedersen 1986). Ahora

bien, si se considera el mecanismo de tres estados, se supone que la IF; se une a la



conformacion abierta del sitio catalitico, bloquea los cambios conformacionales de la
enzima y la catélisis no es posible.

En este trabajo se encontré que la IF; se asocia con F; a través de la subunidad a. Esta
interaccién concuerda con otras descritas anteriormente (Beltran et al., 1988, Jackson &
Harris 1988, Mimura et al. 1993) donde se determiné que la IF; estd asociada en una
interfase o/f. También se sabe que en la subunidad 3 esta interaccidn ocurre en el extremo
C-terminal (residuos 394-459) (Jackson & Harris 1988), donde se encuentra localizada la
secuencia ‘DELSEED’, una region relacionada con la accién de otros inhibidores
(Bullough et al., 1989, Zhuo et al, 1993) y que podria ser mas accessible en la
conformacion abierta de la subunidad . De acuerdo con el modelo de la catilisis
rotacional sélo uno de los sitios puede estar en dicha conformacién y unirse a IF;; lo cual es
consistente con su estequiometria (1:1).

Ademas de la interaccién o/, se han reportado otras que ocurren por el extremo carboxilo
de IF;. Se ha descrito por ejemplo, un entrecruzamiento con la subunidad OSCP (Papa et
al., 2000) en la parte apical de la enzima completa. Dado que la mayoria de las
interacciones descritas ocurren con el estator de la enzima, (Beltran et al., 1988, Jackson &
Harris 1988, Mimura et al., 1993) se apoya la idea de que el mecanismo de accién de la IF;
se basa en el bloqueo de los cambios conformacionales.

Sin embargo, en este trabajo se encontraron productos de entrecruzamientos que no se
habian descrito anteriormente y que indican que la IF, también puede interactuar con las
subunidades vy y € en el rotor de la enzima. Esto sugiere la posibilidad de que el mecanismo
de inhibicién involucre también el mecanismo de rotacion (Lai-Zhang et al., 1999, Tsunoda
et al., 2001). De acuerdo con la evidencia encontrada, la IF; podria estar lo suficientemente
cerca para bloquear el movimiento rotacional del tallo central; por lo que la interaccién con
el estator de la enzima, ademds de bloquear los cambios conformacionales, podria
estabilizar su asociacion y resistir el arrastre producido por el giro del rotor durante la
hidrdlisis de ATP.

De acuerdo con esto, hay evidencia obtenida con diferentes técnicas, que relaciona a la IF;
con el rotor de la enzima. En estudios del decaimiento de fosforescencia (Solaini et al.,
1997) y transferencia de energia (FRET) (Baracca et al., 2002) se demostré que la region

N-terminal, donde estd la region de inhibicién de la IF,, estd cerca de la “secuencia de



regulacién” DELSEED en la subunidad 3 (Abrahams et al., 1994, Baracca et al., 2002). En
estos experimentos se utilizaron péptidos de diferente tamafio marcados con una sonda
fluorescente que se reconstituyeron a la enzima y se determiné que entre la IF; y y hay una
distancia de 50-60 A. En este trabajo utilizamos al DSP, cuya distancia maxima de
entrecruzamiento, cuando se encuentra totalmente extendido, es de 12 A; por lo que la
distancia a la que la IF; se encuentra de y podria ser aun mds corta para permitir la
interaccion de ambas subunidades.

Otro resultado que apoya esta idea es que la IF; también forma productos de
entrecruzamiento con €, una subunidad estrechamente asociada al dominio globular de y
(Gibbons et al., 2000) en la base del tallo central. Parte del bajo rendimiento de nuestros
entrecruzamientos se puede explicar con base en este hecho, pues el DSP sélo entrecruza
entre los residuos de lisina correctamente alineados con una y o una &.

De esta manera, el modelo que se propone requiere que la IF; se maneje como una matraca
molecular, de modo similar a la de la subunidad & en bacterias (Tsunoda et al., 2001,
Suzuki et al., 2003, Rondelez et al., 2005). La subunidad € de E. coli (6 en mitocondrias de
corazén de bovino) posee un dominio de hélices o en su extremo carboxilo que puede
encontrarse en dos conformaciones. Cuando se encuentra plegado sobre si mismo se puede
llevar a cabo la hidrélisis del ATP. Sin embargo, este extremo puede extenderse a lo largo
de v y alcanzar a F, por la secuencia DELSEED de la subunidad B e inhibirla. La subunidad
€ es homologa estructural de la subunidad & en mitocondrias de corazén de bovino; en este
complejo la extension de las hélices estd impedida por la asociacion de la subunidad € (una
subunidad supernumeraria del complejo mitocondrial). Dado que la estructura secundaria
de IF; es helicoidal (Van Heeke et al., 1993), podria emular el papel de las hélices de ¢
extendidas para formar un complejo inhibitorio con las subunidades € (del complejo
mitocondrial) y B (interaccién con la secuencia DELSEED). Esto ocurre de manera
dependiente del gradiente de protones, tal como se ha descrito para la € de E. coli (Turina et
al., 2006), por lo que la relacién entre el gradiente y la inhibicién por IF; o € es directa.

Hay evidencia que respalda este modelo, en estudios de fosforescencia se encontr6 que la
IF; interactia con la subunidad € de F; (Solaini et al., 1997), cuya funcién no se conoce

pero se le atribuye un papel en el acoplamiento de F, y Fy. Por otra parte, por



experimentos de entrecruzamiento se ha encontrado una interaccion de IF; con subunidades
de Fy (Lopez-Mediavilla et al., 1993). Estos resultados muestran que la IF; podria usar
diferentes conformaciones para unirse a Fy o F; y ejercer su efecto inhibitorio.

Después de conocer y publicar los resultados encontrados (Minauro-Sanmiguel et al.,
2002), se public6 una estructura del complejo F;I (Cabezon et al., 2003) con una resolucion
cristalogréfica de 2.8 A. En el modelo cristalografico la disposicion de IF; con respecto a
las demas subunidades indica una interaccion extensa de la IF; con una interfase catalitica
(a/B). Sin embargo, se demostré que existe un contacto directo entre algunos residuos del
extremo N-terminal de la IF; con residuos de la subunidad y en el corazén de la Fi-ATPasa
(Cabezén et al., 2003). Esto implica que, ademds de interferir con los cambios
conformacionales de las interfases cataliticas, la IF; interfiere con la rotacién del cuello
central de la enzima. Por otro lado, a diferencia de otras estructuras cristalograficas en las
que se pueden distinguir las subunidades que forman parte del tallo central (Gibbons et al.,
2000), la que contiene a IF; no estd completamente resuelta.

La estructura en estos cristales corresponde a dimeros de F;I, una propiedad presente solo
en los complejos con IF; (Cabezén et al., 2000 y Dominguez-Ramirez et al., 2002); esta
estructura carece de muchos detalles estructurales, sélo resuelve una porcién de [ y la
estructura de IF; fue resuelta parcialmente en cada mondmero, la secuencia 4-40 en uno y
la 4-47 en el otro (Cabezén et al., 2003). La porcion resuelta de IF; es la que estd
estrechamente asociada a F; y se encuentra en una cavidad formada por una de las
interfases o/f y la subunidad y (Fig.13). Por otra parte, en el extremo C-terminal que no
fue resuelto se encuentra el dominio de dimerizacion con otra IF;; ésta es una regién muy
flexible que puede efectuar cambios conformacionales importantes (Chiara et al., 2002). A
pesar de que las interacciones que planteamos no se corroboraron en esta estructura
tampoco se excluyen. Es importante mencionar que la IF; en estos experimentos es
reconstituida y podrian existir algunas diferencias con respecto a la IF; endégena y a la
presencia de subunidades de Fy (Dreyfus & Valdés 1987, Lopez-Mediavilla ef al., 1993).
Una de las discrepancias con el modelo que proponemos es que la IF; se encuentra unida a
una subunidad P diferente de la que se postula, el resultado es controversial pues
anteriormente se determiné que la IF; endégena se une a una subunidad  que no une

diciclohexilcarbodiimida (DCCD) (Beltran et al., 1988), mientras que en la estructura



cristalografica reportada la IF; reconstituida se unié a la misma subunidad B que une
DCCD. Esto abre la posibilidad de que la IF; reconstituida en F; soluble se pueda unir a
distintas subunidades f3.

En el modelo que proponemos la IF,; estd orientada con su extremo amino, que incluye la
region de inhibicién, apuntando hacia el rotor de la enzima (Fig. 13). Por otra parte en
experimentos de entrecruzamiento (Papa et al., 2000) se determiné que el C-terminal puede
entrecruzar con la subunidad OSCP en la parte apical de la enzima, por lo que el extremo
C-terminal corre en la cara externa de una interfase a/f. La disposicion de IF; en nuestro
modelo se basé también en la posicion de los residuos de lisina (los que reaccionan con el
DSP) en las subunidades involucradas. Centrdndonos particularmente en las lisinas de la
secuencia de inhibicion (residuos 14-47) de IFj, la lisina 24 (de IF;) es el residuo que mas
se ajusta con el perfil de la interaccidn, ya que, entre otros aspectos, es el residuo que se
vuelve menos accesible tras la reconstitucion a F; (Jackson & Harris 1986).

Para hacer nuestro modelo usamos el fragmento 19-47 de la estructura cristalina de IF; y la
estructura mas completa de F; (Gibbons et al., 2001) con las subunidades del tallo central y
los modelamos en el programa Ras Mol (2.6). EI fragmento inhibidor se colocé en la
interfase o/f correspondiente al sitio catalitico vacio; en esta posicién el fragmento se
ajusta bien con esta interfase y la lisina 24 queda a distancia de entrecruzamiento (12 A)
con respecto ay y €. Aunque el arreglo de la IF; pueda variar ligeramente, como ocurre en
la estructura del complejo F;-IF; (Cabezén et al., 2003), y la interfase de interaccion
puede ser otra, es en la conformacién catalitica abierta o vacia que la secuencia DELSEED
queda mds expuesta, por lo que es mds probable que la region de inhibicion de la IF; pueda
interactuar en estas condiciones e interferir asi con la rotacién y con la intercomunicacion
de las subunidades a y . En esta posicidn, o en otra similar, la IF; tiene la posibilidad de
realizar los cambios en su contenido de hélices a necesarios para su funcién de inhibicién.
Incluso se encuentra en posibilidad de dimerizar e inducir la dimerizacién de F; (Cabezon
et al., 2003). A este respecto, la estructura cristalografica del complejo F;I reconstituido
indica que la IF; se une inicialmente a la interfase catalitica abierta, como se propone en
esta tesis (Fig. 13) (Minauro-Sanmiguel et al., 2002), y posteriormente al cabo de un giro
parcial del rotor, la IF; termina acomodandose en otra interfase catalitica (aDP/BDP)

(Cabezén et al., 2003).



Un aspecto que no debe olvidarse y que puede ser la fuente de algunas de las discrepancias
con la estructura cristalina es el papel de la fuerza protén motriz, ya que, regula la funcién
de IF,, puede prevenir la asociacion efectiva con la ATP sintasa y favorecer la sintesis de F,
(GOémez-Puyou et al., 1979, Harris et al., 1979, Schwersmann & Pedersen 1981, Van De
Stadt et al., 1973). Por otra parte, en F,Fy la IF; podria interactuar con otras subunidades
de Fy (Lopez-Mediavilla et al., 1993) y/o del estator, lo que otorgaria aun mds resistencia al
arrastre de la rotacion y favoreceria su asociacion efectiva.

Un aspecto que es interesante destacar es la presencia de dimeros de IF; entrecruzados
(Figs. 9y 12). La estequiometria determinada (Klein et al., 1980) de F,Fy-1F; es de 1:1, sin
embargo, es posible encontrar dimeros de IF; en todas nuestras preparaciones lo que
muestra que pueden existir en el complejo nativo. La dimerizacién podria ser causada por
varios factores, por ejemplo por la sobreexpresion con respecto a FiFy y/o como indicio de
la dimerizacion de FiFy. Por ello en la segunda parte de este trabajo buscamos por ME la
ubicacién de la IF; en los mondémeros y la estructura de la F;Fy dimérica.

La F,Fy es una enzima que presenta un alto grado de empaquetamiento (Ferndindez Moran
1962) en la membrana interna mitocondrial de eucariontes, membranas de los tilacoides y
la membrana plasmadtica de bacterias. Recientemente se ha demostrado que la F,F, de
corazén y de levadura puede formar dimeros (Arnold et al., 1998, Schigger & Pfaiffer,
2000). Los dimeros de F;Fy se han aislado de extractos solubilizados provenientes de
mitocondrias (Pfeiffer et al., 2003, Schigger & Pfaiffer 2000), algas (van Lis et al., 2003),
plantas superiores (Eubel et al., 2004) y cloroplastos (Rexroth et al., 2004). En este trabajo
también se analiz0 por microscopia electronica la estructura dimérica de la F,F
mitocondrial.

Las im4genes obtenidas muestran estructuras que no habian sido descritas anteriormente y
que s6lo se ven en el complejo dimérico (Fig. 15). Sin embargo, otras estructuras como la
del segundo cuello de F;Fy, que se ha descrito anteriormente con la misma técnica (Wilkens
& Capaldi 1998), no se encontraron en nuestras imdgenes. Esto podria deberse a dos
razones: puede ser que esta estructura se encuentra oculta en la interfase de asociacion de
los mondémeros o, que en el complejo mitocondrial la subunidad b es mondémerica y no
dimérica como en el complejo donde se describi6 el segundo cuello (Wilkens & Capaldi

1998).



En la estructura dimérica es claro que en la asociacion de los mondmeros hay
contribuciones de Fy y F;. De estas interacciones, las mds estrechas ocurren entre las Fy
asociadas. A pesar de esto, en F; es posible observar una estructura de baja densidad
(flechas en la Fig. 15) que funciona como puente y comunica a ambos monémeros. En esta
estructura deben estar involucrados diferentes elementos de F;. Sin embargo, las imagenes
muestran lo que podrian ser dos estructuras alargadas en la interfase que cruzan de un lado
a otro de los monomeros. Aunque esta densidad podria reflejar varias cosas y estar
formada de varias subunidades, s6lo la IF; tiene caracteristicas que correlacionan con este
fendmeno; a pesar de que la IF; no es una subunidad esencial para la dimerizacion
(Tomasetig et al., 2002, Dienhart et al., 2002) los dimeros de IF; forman una estructura
alargada que induce la dimerizacién y conecta dos mondmeros de la F; soluble (Cabezon et
al., 2003, Dominguez-Ramirez et al., 2001). Por otra parte, en un trabajo colateral, hemos
demostrado que la sobreexpresion o reconstitucion de la IF; puede incrementar el contenido
de dimeros de F;Fy y modificar asi la relacion mondémero/dimero en extractos
mitocondriales de higado de rata (Bravo et al., 2004, ver apéndice 2) y de corazén de
bovino (Garcia et al. 2006). En experimentos de desnaturalizacién por presion la IF;
confiere estabilidad a la enzima completa (Fornells et al., 1998). De esta manera, si bien la
IF; no es indispensable en la oligomerizacién de la enzima, funciona como un factor de
estabilizacion que la favorece la dimerizacion del complejo FiFy en la membrana interna
mitocondrial.

Como se propuso anteriormente, las interacciones mas estrechas e importantes ocurren a
nivel de Fy. En esta interfase deben estar involucradas varias subunidades. Con base en la
literatura existente hasta el momento, se puede sefalar que la principal aportacién estd dada
por las subunidades e y g, lo que supone un papel relevante en la formacién y estabilizacion
de los complejos diméricos. En ausencia de estas subunidades, principalmente de la
subunidad e, no es posible la dimerizacién. En mitocondrias de levadura que carecen
unicamente de la subunidad g (Brunner er al., 2002, Paumard et al., 2002) es posible
recuperar solamente una pequefia cantidad de dimeros. En las imdgenes analizadas se
encontrd una caracteristica nueva que nunca se habia descrito en el monémero de F,Fy; en

el complejo dimérico, la porcién de Fj, ademds de la interfase de interaccién con otro



mondmero, cuenta con una estructura que se proyecta por el espacio intermembranal y
conecta a las dos Fy que participan en la dimerizacion.

La identidad de la(s) subunidad(es) que forma(n) esta conexion se desconoce hasta este
momento. Lo méas probable es que se trate de alguna de las subunidades dimero
especificas, como la subunidad e y/o la g. La subunidad e tiene por el extremo N-terminal
la secuencia GXXXG, que se asocia con el empaquetamiento y homodimerizacién de
hélices transmembranales (Russ & Engelman 2000). EI extremo C-terminal, que es
soluble, tiene otra secuencia que puede fomar un trenzado de hélices o y puede asociarse
con diferentes subunidades o consigo misma (Everard-Gigot et al., 2005). El extremo C-
terminal se encuentra en el espacio intermembranal, por lo que puede contribuir a la
densidad 6ptica de la estructura puente que se visualiza en las imagenes (Fig.15). Este
puente puede ser en realidad la contribucién de mas subunidades que forman un complejo.
Otra subunidad que podria estar asociada por el lado del espacio intermembranal es la
subunidad k, sin embargo, esta subunidad sélo se ha descrito en levadura y no se conoce si
ésta u otra exista en mitocondrias de bovino.

Tampoco se puede descartar la participacion de otras proteinas, como el acarreador de
adenil nucledtidos (ANT) que se puede encontrar asociado a la enzima (Aggeler et al.,
2002). De hecho la F;F, puede estar asociada en un complejo con un acarreador de Pi y
uno de ANT para formar el sintasoma (Chen et al., 2004), por lo que ambas proteinas
podrian contribuir a la formaciéon de este complejo-puente en Fy. A pesar de que en
ausencia de la subunidad e desaparecen los complejos diméricos y la forma de las crestas
mitocondriales (Arselin et al., 2002), es interesante notar que in vivo pueden existir otras
asociaciones estructurales (Gavin et al., 2005), lo que es congruente con la observacion de
que hay F;Fy mitocondrial dimérica tras la generacion de puentes disulfuro entre
subunidades b (Spannagel et al., 1998).

A partir de nuestras observaciones y la informacién que se conoce hasta el momento se
construyé un modelo del complejo dimérico (Fig. 16). En este modelo se colocaron los
mondmeros en la disposicion con que se encontraron en las imigenes analizadas. La

distribucion de subunidades se hizo con base en la informacion existente hasta el



Figura 16. Estructura y modelo del complejo dimérico de la ATPsintasa mitocondrial.
La asociacion de los mondmeros en el complejo dimérico es angular (40° con respecto al
eje longitudinal). A) Se colectaron 1130 imédgenes individuales que se orientaron, alineraon
y promediaron en varias familias para generar esta estructura promedio. Se muestra la
forma cénica del complejo y los dos novedosos puentes proteicos Fi-F; y Fop-Fy que se
observaron en esta estructura. B) Con base en otros datos, se colocé a las subunidades
dimero especificas e y g en la interfase de asociacion. La disposicion de las demds
subunidades se hizo de acuerdo a la literatura existente. En nuestro modelo podemos
observar una estructura puente (?) en la base del complejo (Fy) de identidad desconocida, y
otra por Fj, que podria tratarse de la IF; (de la cual solo se representa el fragmento de
inhibicién). (Minauro-Sanmiguel et al., 2005, ver Apéndice).



momento (Belogrudov et al., 1996). De esta manera, las subunidades dimero-especificas e
y g se encuentran en la interfase del complejo (la subunidad e puede formar dimeros
consigo misma), cerca de las subunidades a y b en la base del tallo periférico. En la base
del complejo dimérico se encuentra una estructura puente cuya identidad se desconoce y
que puede estar formada de mas proteinas. Este puente puede reforzar la interfase de Fy y
contribuir a la estabilidad del complejo dimérico.

Una de las caracteristicas mds importantes del complejo dimérico es la forma cénica en que
se asocian los mondmeros; este hecho es consistente con los modelos de biogénesis de las
crestas mitocondriales que se han propuesto anteriormente (Allen 1995, Paumard et al.,
2004, Arselin et al., 2003). La importancia de la forma del complejo es muy relevante, ya
que en experimentos de fusion a proteinas fluorescentes (Gavin et al., 2004), en los que se
favorece un arreglo tetramerico de la ATP sintasa, las crestas mitocondriales se deforman
como consecuencia de la ruptura del arreglo dimérico. En nuestro modelo los dimeros se
asocian formando un angulo de aprox. 40°, lo cual es congruente con el arreglo de crestas
mitocondriales tubulares (Allen 1995). En este caso la forma cénica es importante, pues
puede provocar brotes de la membrana interna que posteriormente y tras la adiciéon de mas
complejos y/o otras proteinas, forma este tipo de crestas. En el complejo de levadura, la
interrupcion de genes de las subunidades e, g y k ha llevado a modelos semejantes
(Paumard et al., 2004, Arselin et al., 2003). Sin embargo, en este caso se plantea la
existencia de dos interfases diferentes, una que ocurre entre las subunidades e y g, y la
restante involucra a la subunidad b, lo que permite mds posibilidades de polimerizacién.
Con todo esto se puede decir que la dimerizaciéon de la FFy, ademds de su papel
transductor, tiene un papel estructural en la morfologia de las crestas mitocondriales, pues
estas dependen de la formacién de dimeros y otras especies oligoméricas para formarse y
plegarse correctamente.

Es importante mencionar que la solubilizacién con digitonina extrae también varios
oligémeros de F|F, (Fig. 14) y varios de ellos muestran actividad de ATP-asa. Esto sugiere
que la oligomerizacion es un elemento constitutivo y biolégicamente funcional en la
organizacion estructural de la membrana interna (Krause et al., 2005). Por otra parte, se ha

demostrado que el estado oligomérico puede mantener al potencial de membrana mediante



la formaciéon de microdominios, lo que ademds asegura un manejo bioenergético de la
mitocondria mas eficiente (Bornhovd ef al., 2006).

Por ultimo, en la interfase soluble de nuestro modelo colocamos a la IF; y otras
subunidades supernumerarias. La IF; puede cruzar de un lado a otro en el complejo
dimérico y poner en contacto las porciones Fy; su extremo N-terminal estd orientado hacia
el rotor de la enzima y el C-terminal hacia la otra F;. Es interesante notar que el C-terminal
puede entrecruzar con la subunidad OSCP, lo que puede indicar que estin en contacto
(Papa et al., 2000). Esto supone un papel adicional en la optimizacién de la regulacién a
través de la IF; (o la Inhlp en el caso del complejo de levadura), considerando que esta
proteina puede unirse a dos sectores de F; para prevenir la hidrdlisis de ATP (Cabezén et
al., 2000, Dienhart et al., 2002). Aunque la relevancia fisiol6gica de la dimerizacién no es
completamente clara, se puede considerar que, en general, confiere estabilidad a la enzima
y optimiza su funcién, ya que, se sugiere que puede existir una reduccion del arrastre
impuesto por el giro del rotor en el complejo FiFy completo (Rexroth et al., 2004).

Después de la publicacion de estos datos (Minauro-Sanmiguel et al., 2005) han aparecido
otras dos estructuras diméricas obtenidas por microscopia electrénica. Ambas muestran
varias diferencias que ponen de manifiesto las diferencias estructurales de estos complejos.
Los dimeros de Pollytomella (Dudkina et al., 2005) muestran diferencias notables con
nuestro modelo, pero cabe mencionar que este complejo es atipico pues posee subunidades
supernumerarias (como la MASAP) que se asocian al tallo periférico, lo que provoca una
mayor curvatura del complejo y la visualizacién del segundo cuello. En el caso de los
complejos obtenidos de levadura (Dudkina ef al., 2006), las extracciones se hicieron con
altas concentraciones de digitonina, lo cual resta confiabilidad a las estructuras obtenidas.
En ese trabajo, a pesar de que una de las estructuras diméricas es muy similar a la de
bovino, carece de las estructuras puente que nosotros encontramos. Ademds es conveniente
sefalar que la IF; de levadura es distinta a la de bovino. La estructura que nosotros
resolvimos es la que se obtiene en condiciones mds suaves y representa la base estructural
de las crestas mitocondriales. Por ultimo, cabe sefialar que a diferencia de los dimeros
aislados por los otros grupos, el dimero de la ATP sintasa bovina en el trabajo referido en
esta tesis muestra una actividad de F;Fy-ATPasa acoplada, sensible a oligomicina y a la

remocion de la IF; endégena. Esto implica que esta preparacién, que muestra una



geometria conica de 40°, tiene un funcionamiento acorde con su papel bioldgico, en la
optimizaciéon del funcionamiento rotacional de la ATPsintasa y en la formacion de las

crestas mitocondriales.



6. Conclusiones

Los datos de entrecruzamiento encontrados y el modelo estructural derivado de estos y
otros datos, apoyan la propuesta de que la IF; puede interferir en la rotacién como parte del
mecanismo de inhibicién. Esta funcién podria apoyarse en el bloqueo de los cambios
conformacionales y/o en emular una funcién como la de la subunidad € en E. coli para
actuar como una ‘“matraca” molecular. Es importante determinar el efecto de IF; en la
rotacién y en los cambios conformacionales que puede sufrir la enzima completa, para
inhibir la hidrdlisis y favorecer la sintesis de ATP.

Las imdgenes de microscopia electronica de la enzima muestran el arreglo geométrico de
dos mondmeros en el complejo dimérico. Los datos indican que ambos mondmeros estan
vinculados por dos estructuras puente en cada una de las porciones de la enzima. La unién
en la porcién F; podria estar dada por la IF; que tiene caracteristicas dimerizantes y podria
conferir més estabilidad al complejo dimérico. La asociacién de los monémeros ocurre de
manera angular, lo que confiere una geometria conica al complejo dimérico, esta forma y la
curvatura que produce podria cumplir un papel central en la formacién de las crestas
mitocondriales, las cuales son estructuras disefiadas para empacar e incrementar la
superficie disponible para la fosforilacion oxidativa. Se requiere de estudios adicionales
para definir la identidad de las estructuras puente y para confirmar el papel de los dimeros

en la biogénesis de las crestas mitocondriales.
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The location of the endogenous inhibitor protein ;jIFn the rotor/stator architecture of

the bovine mitochondrial ATP synthase was studied by reversible cross-linking with dithio-
bis(succinimidylpropionate) in soluble Fand intact FFyl complexes of submitochondrial parti-
cles. Reducing two-dimensional electrophoresis, Western blotting, and fluorescent cysteine labeling
showed formation o&—IF;, IF;—IF;, y—IF;, ande—IF; cross-linkages in soluble;Fand in native

F1Fol complexes. Cross-linking blocked the release affiem its inhibitory site and therefore the
activation of kI and R Fyl complexes in a dithiothreitol-sensitive process. These results show that the
endogenous IFs at a distancec12 A to y ande subunits of the central rotor of the native mitochon-
drial ATP synthase. This finding strongly suggests that, without excluding the classical assumption
that IR, inhibits conformational changes of the catalygisubunits, the inhibitory mechanism of;IF

may involve the interference with rotation of the central stalk.

KEY WORDS: ATP synthase; inhibitor protein; IF; rotor; stator; cross-linking.

INTRODUCTION the capacity to hydrolyze ATP. In the intact ATP synthase,
F, and ky are structurally and functionally coupled through

The RFy-ATP synthase is a rotational motor enzyme two stalks. The central stalk forms part of the rotor of the

that provides most of the ATP required in all species. Ex-
perimentally, the enzyme can be separated in solul)e (F
and membranal @ portions. |y works as a proton chan-
nel, and the solublejfis the catalytic moiety that preserves

Key to abbreviations: CAPS, 3-(ciclohexylamino)-1-propanesulfonic
acid; CPM, 7-diethylamino-3-(4maleimidylphenyl)-4-methylcouma-
rin; DCCD, dicyclohexylcarbodiimide; DSP, dithiobis (succinimidyl-
propionate); DTT, dithiothreitol; EDTA, ethylenediamine-tetraacetic
acid; F, the soluble F-ATPase; Iy, the membranal proton channel of
the ATP synthase; f, the complex of soluble #ATPase containing
the inhibitor protein; EFol, the native ATP synthase containing the
inhibitor protein; IF, the inhibitor protein of the mitochondrial ATP

synthase; FRET, fluorescence resonance energy transfer; mAb, mono-
clonal antibody; NMR, nuclear magnetic resonance; SDS-PAGE, de-
naturing sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis;

SMP, submitochondrial particles.
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enzyme, and the peripheral stalk is part of the stator that
anchors the catalytic sites of Fo the membrane (for re-
centreviews, see Boyer, 2000; Capaldi and Aggeler, 2002;
Garaaet al, in press; Noji and Yoshida, 2001).

Because the whole ATP synthase is a reversible mo-
tor, it can work as ATPase or ATP synthase. The enzyme
is controlled in physiological conditions by the so-called
inhibitor protein (IR) to prevent ATP hydrolysis. There-
fore, the functional form of the mitochondrial ATP syn-
thasen vivois that containing its endogenous Jke., the
F1Fol complex (Vazquez-Contrerast al., 1995). Since
its first isolation in 1963 by Pullman and Monroy (1963),
several laboratories have studied the properties phH-

the intrinsic inhibitor of the ATPase activity of the en-

zyme. The binding stoichiometry of {is 1 per ATP syn-
thase (Hashimotet al,, 1981; Kleinet al., 1980). Most of

the available structural data show the cross-linking ef IF
“with o (Mimuraet al, 1993) andB ( Beltranet al., 1988;
Jackson and Harris, 1988; Kleat al,, 1980, 1981) sub-
units of i ; however, cross-linking, activity, and assembly
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studies (Ganget al, 2000; Ldpez-Mediavillet al.,, 1993; from SMP by affinity chromatography with Sepharose-
Papeet al,, 2000) suggest interactions ofylwith Fy sub- EAH (Pharmacia) as described elsewhere (Tuena de
units. The soluble Fcontaining I can be isolated as  Gbmez-Puyou and @hez-Puyou, 1977). Solublelfrvas
the so-called H complex whose latent ATPase activity activated by incubation in media containing Tris.S0O
is recovered after activation in conditions of high-ionic 50 mM; EDTA, 2 mM; KCI, 100 mM; and ATP, 10 mM
strength and pH (Kleiet al,, 1982; Pullman and Monroy,  (pH 8.0) at 40C for 90 min. ATPase activity was mea-
1963), i.e., conditions similar to those required for acti- sured spectrophotometrically as described before (&arc’
vation of the whole Iyl complex. Circular dichroism et al, 1995).
(Lebowitz and Pedersen, 1993, 1996; Van Heekal, Cross-linking of the IH=ol complex in SMP and of
1993; Van Raaigt al, 1990), NMR (Gordon-Smitkt al,, soluble Kl with DSP. Cross-linking experiments were
2001), and crystallographic (Calmerét al., 2001) analy- carried out with DSP (Pierce), a DTT-reversible and
ses of recombinant rat liver and bovine solublgslBhow homo-bifunctional reactant that forms highly spe-
a high content of-helix that decreases at acidic pH where cific cross-linkages between lysines that are at about
it exerts a stronger inhibition. Recently, it has been shown 12 A proximity. To form cross-linkages between neigh-
that these changes are associated to a shift in the aggregasoring subunits of the ATP synthase, SMP or soluhle F
tion state of soluble IFfrom a noninhibitory tetramer to  were incubated at concentrations of 1 or 4 mg or pro-
an inhibitory IR dimer (Cabean et al,, 2000a). Further-  tein/mL, respectively, with the indicated concentrations of
more, it has been also shown that the soluleeBmplex DSP. For soluble f, the cross-linking buffer was 20 mM
containing the reconstituted (Caloezét al, 2000b) or KH,PQOy, pH 7.0, whereas for the SMP it also included
endogenous (Domguez-Ramezet al, 2001) IR exists 250 mM sucrose. The reaction was carried out for 30 min
preferentially in a dimerized form that is induced by for- at room temperature and arrested with 20 msine.
mation of IR dimers (Cabean et al, 2000b). Reducing 2D SDS-PAGE after nonreducing 1D SDS-
Several studies have shown intrinsic differences be- PAGE. First, kI subunits and their cross-linked pro-
tween the reconstituted and the endogenouéHEinstein ducts were separated in anonreducing 1D (10-22%) SDS-
and Moundrianakis, 1984; Fornell$ al,, 1998; Galante =~ PAGE (Laemmli, 1970). Afterwards, the lanes containing
et al, 1981; Krull and Schuster, 1981; Schwerzmann the samples of interest were excised from the gels as frag-
et al, 1982; Valds and Dreyfus, 1987). Therefore, we ments of the indicated range of molecular weights and
studied the location of the endogenous ifrthe soluble incubatel 1 h with 20 mM DTT (Gibco) at room temper-
F1l and in the intact ATP synthase. Chemical modification ature in 0.1% SDS (Biorad). Subsequently, the cut lanes
of F1l and Rl with dithiobis(succinimidylpropionate)  were washed three times with 0.1% SDS to remove resid-
(DSP) formed novel cross-linkages of;Iwith y ande ual DTT and re-electrophoresed in a 2D (10-22%) SDS-
subunits, i.e., components of the central rotor that controls PAGE. Lane fragments were horizontally layered on the
the conformational changes of the catalytj interfaces top of 2D gels; a stacking gel was polymerized between
(Aggeleret al,, 1997; Boyer, 2000; Capaldi and Aggeler, the excised lane and the separating gradient gel. Two spac-
2002; Duncaret al., 1995; Garcet al, in press; Gibbons  ers were included at the sides of the layered excised lane
et al, 2000; Kato-Yamadat al,, 1998; Nojiet al., 1997; for appropriate standards.
Noji and Yoshida, 2001; Sabbegt al, 1996; Tsunoda Immunoprecipitation of fol solubilized from SMP.
et al, 2001). Therefore, these findings strongly suggest The FFol complex was immunoprecipitated from SMP
that IR, may not only inhibit the conformational changes with a new monoclonal antibody named 12F4AD8 de-
of the catalytig subunits as it has been inferred from pre- scribed elsewhere (Aggelest al, 2002). This anti-
vious cross-linking results (Belinet al,, 1988; Jackson  body immunoprecipitates the whole, native, functional,

and Harris, 1988; Kleiet al, 1980; Mimuraet al, 1993); and oligomycin-sensitive =gl complex (Aggeleret al,,
IF; could also interfere with rotation of the central stalk 2002). SMP at 1.5 mg of protein/mL were first sol-
to inhibit ATP hydrolysis. ubilized in lauryl maltoside buffer (20 mM Mes-Tris

(pH 6.8), 150 mM sucrose, 1 mM ADP, and 2.25 mg/mL
lauryl maltoside). The mixtures were centrifuged for
MATERIALS AND METHODS 45 min at 45,000 rpm at°€. The soluble portion was
incubated with control Protein-G beads coupled to non-
Bovine heart mitochondria and “Mg-ATP” submi- specific antibodies (NSA) of preimmune mice antiserum
tochondrial particles (SMP) were prepared as describedfor 1 h atroom temperature. Afterwards, the beads were
before (Gar@ et al, 1995). Soluble FATPase and the  pelleted and the supernatant was incubated with the mono-
F11 complex containing the endogenous Were purified clonal antibody 12F4AD8 coupled to Protein-G beads for
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2 h at room temperature. At this point, the coupled beads RESULTS
were washed five times with 20 mM Mes-Tris (pH 6.8),
150 mM sucrose, 1 mM ADP, 0.05% lauryl maltoside. Fi- The functional integrity of our preparation of sol-
nally, the immunoprecipitated; Fol complex was eluted  uble Rl was determined by activation assays. The
with glycine 100 mM, pH 2.5, and the pH was readjusted basal ATPase activity of 2—@mol/min/mg increased to
to 7.5 with phosphate buffer. 50-70xmol/min/mg after il was activated as described
Immunodetection of cross-linked subuniSDS- under Materials and Methods. By comparison, the basal
PAGE was carried out under nonreducing (without DTT) F;-ATPase activity of the soluble;Racking IR, was also
and reducing 20 mM DTT) conditions. Afterwards,  50-70umol/min/mg. We used 0.1-2.0 mg/mL of DSP
proteins were transferde2 h to PVDF membranes at  and looked for a DTT-reversible inhibition of {Felease
100 mA in a buffer containing 100 mM CAPS, 10% (ATPase activation) to find an optimal DSP concentra-

methanol (pH 11.0). For immunodetection of; JfnAb tion to cross-link Iff with neighboring subunits. In cor-
raised against recombinant rat liver;IFGaraa et al, relation with parallel Western blotting analyses using the
2000) was used. The recombinant rat liver Was over- mAb against I (not shown), we found maximal DTT

expressed irEscherichia coliand purified as described reversibility in ATPase activation and Western analyses at
elsewhere (Gare’et al,, 2000; Lebowitz and Pedersen, 1 mg/mL DSP. Therefore, this concentration of DSP was
1993). Immunodetection of subumnitvas carried out with used for all experiments shown with solubld.F
another mAb as described before (Qaret al, 2000). DSP cross-linking products in the solublelf€om-
A polyclonal antibody raised against bovinesubunit plex as detected by Coomassie blue staining of SDS-PAGE.
was also used and it was a generous gift of ProfessorsAfter cross-linking of soluble ff with 1 mg/mL DSP,
M. Tuena de ®mez-Puyou and A. @hez-Puyou. Re-  non-cross-linked and cross-linkedlvere subjected to
active bands were immunodetected with secondary goatreducing and nonreducing SDS-PAGE. After Coomassie
anti-mouse or goat anti-rabbit IlgGs conjugated to HRP staining, statistical densitometric analyses showed that the
and the chemiluminescent ECL-Plus kit of Amersham- intensities of Iff, ¢, ands subunits diminished upon cross-
Pharmacia. linking in a DTT-sensitive process (Fig. 1(A) and 1(B)).
Fluorescent labeling of accessible cysteinesxof Figure 1(A) shows a representative gel where these in-
y, and ¢ subunits with CPMLabeling with coumarin  tensity changes can be observed by eye. Several DTT-
maleimide (CPM, Mol. Probes) was carried out for 2 min sensitive high-molecular products appeared akoead
at room temperature by using a concentration of 5 mg/mL 8 subunits (not shown), but their nature was not ex-
of 1l complex and 10cM of CPM in 25 mM potassium  plored. However, two DTT-sensitive faint bands of 36.0
phosphate at pH 7.0. The labeling reaction was arrestedand 43.0 kDa appeared reproducibly in the DSP cross-
by column centrifugation (Penefsky, 1979). Fluorescent linked F| betweena and 8 subunits (Fig. 1(A), second
CPM-labeled subunits were detected after 1D or 2D SDS- lane from left to right labeled with). The DTT-reversible
PAGE by exciting CPM in an UV transiluminator. A stan- decrease of IF(10 kDa),e (6 kDa), andy (30 kDa) in-
dard or digital photo camera stored the images. After CPM tensities suggested that the 36- and 43-kDa products cor-
labeling, DSP cross-linking was carried out as described responded ter— andy—IF; cross-linkages, respectively.
earlier. Identification of the/—IF; cross-linked productin the
Other methods and materialBhe amount of protein ~ soluble kI complex and resolution of two mogecross-
in SMP, RFl, and RI preparations was measured with linked products by 2D SDS-PAGHE obtain a better res-
the method of Lowryet al. (1951). Densitometric analy-  olution of the cross-linked subunits of thelFeomplex,
ses of Coomassie-stained bands in SDS-PAGE gels werereducing 2D SDS-PAGE was carried out after overload-
carried out with the digital camera and imaging software ing and overrunning a nonreducing 1D SDS-PAGE with
“ALPHADIGIDOC?” of Alpha Innotech Corporation ac-  300ug of protein per lane. Each lane was excised as a frag-
cording to the manufacture’s instructions. In each gel the ment expanding the 25-70-kDa range before reducing it
molecular weights of cross-linking products were calcu- with DTT and loading it into a minigel. As control, cross-
lated from interpolation by using the appropriate stan- linked F-ATPase lacking IlF was also analyzed under
dards. The intensities of subunits were measured by peakidentical conditions. Cross-linked subunits can be identi-
integration after densitometry analyses relative to con- fied as vertically aligned spots under the diagonal formed
trols nontreated with DSP. Coupling enzymes and sub- by non-cross-linked subunits and residual cross-linking
strates for ATPase activity were obtained from Sigma. products. The identity of cross-linked subunits was deter-
Reactants for SDS-PAGE were obtained from Biorad mined by the vertical position of the spots relative to a
laboratories. non-cross-linked H standard. In soluble FRwo y spots
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Fig. 1. DSP cross-linking of theff complex forms DT T-sensitive cross-
linkages between subunitsilfe, andy as shown by Coomassie-stained
SDS-PAGE. (A) izl was cross-linked with 1 mg/mL of DSP as described
under Materials and Methods. Afterwards, 66 of control and cross-
linked samples were loaded in each lane of a 10-22% SDS-PAGE with
and without 20 mM DTT. DSP induced the formation of two products
of about 36 and 43 kDa that are not observed after DTT reductjon (
Satistical densitometric analyses of three different experiments gind F
preparations (B) showed that subunitgllF ande are diminished in

the cross-linked sample (without DTT), and their intensity is recovered
after DTT reduction. One hundred percent corresponds to the intensity
of the respective band in the non-cross-linked §tandard. Statisti-

cal significance of the differences between samples with and without
DTT was calculated with th& values of the nonparametric Meann
Withney method. These values werg8 = 0.513,y = 0.05,5 = 0.275,

IF1 = 0.05,¢ = 0.05; therefore, statistically significant differences were
observed for subunitg, IF1, ande (labeled with*).

were vertically aligned te andé, respectively; the latter
was too weak to appear in Fig. 2(A), but it was detected
by densitometry analysis (not shown). In contrast, in the
cross-linked k1 complex an additionay spot appeared
between those observed in fFig. 2(B)). This spot was
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vertically aligned to Iir. A second I spot at the left
side of the gel aligned vertically te subunit. Western
blot of 2D gels loaded with lower amounts of cross-linked
F1l, indicated that I aligned vertically under two cross-
linked IF; products of 66 and 43 kDa (Fig. 2(C)). Taken
together, the results showed that the product of 36 kDa
is ay—e cross-link, that of 43 kDa ig—IF;, and that of

66 kDa isa—IF;.

To confirm the identity of these cross-linked sub-
units, the accessible cysteinesgk, anda subunits were
fluorescently labeled with CPM. Subunifs §, and IR
lack cysteines, and therefore, they are not CPM-labeled.
F.l was first labeled with CPM and afterwards cross-
linked with 1 mg/mL of DSP. Two-dimensional SDS-
PAGE loaded with 30@.g of protein showed a fluorescent
smearing along the diagonal duedt@ndy subunits and
residual cross-linking products. Under this diagonal, the
three fluorescent spots were observed together with the
fluorescent spot aligned in the position of the— prod-
uct (Fig. 2(D)). As expected from their lack of cysteines,
no fluorescence was detected in the #Rds spots under
the other twgy spots.

To resolve smaller f cross-linking products, the
nonreducing first dimension lane containing 409 of
cross-linked k1 was excised as a fragment from about
100 kDa to the bottom front. This excised lane was sub-
jectedtoreducing 2D SDS-PAGE inalarge gel. The result-
ing 2D gel showed several aligned spots clearly defined
under the diagonal of;fF subunits (Fig. 3). Threg spots
were vertically aligned te, IF;, and 8 subunits, from
right to left in order of ascending molecular weights. The
y spot aligned t@ (Fig. 2) was not resolved, presumably
because the first dimension gel was not overrun. Four IF
spots were vertically aligned tg none,y, anda subunits.
These results confirmed the identity of the 43- and 66-kDa
cross-linked products ag—IF; anda—IF;, respectively.
They also show formation of the previously observed
y—e cross-linkage (Joshi and Burrows, 1990, and Fig. 2).
Of significant relevance was the presenceseff; and
IF,—IF; cross-linkages clearly observed in the lower right
part under the diagonal (Fig. 3). Similar analyses carried
out with a control non-cross-linked; Fshowed, as ex-
pected, no spots under the diagonal @f §ubunits (not
shown). Taken together, these results confirm unequivo-
cally the formation of cross-linkages ofilwith the rotor
subunitsy ande, together with other products, i.e~IF,
y—B, and IR—IF;.

Immuno-identification ofy—IF; and a—IF; cross-
linked products formed by DSP in solublglFcom-
plex. After cross-linking of soluble # with 1 mg/mL of
DSP, Western blotting revealed with the mAb against IF
showed formation of four If cross-linked products of
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approximately 16, 20, 43, and 66 kDa that were reduced
with DTT (Fig. 4, left). The band of about 66 kDa corre-
sponds to the—IF; cross-linked product (Fig. 3), whereas
that of 43-kDa results from thg—IF; cross-linkage. The
20-kDa IR product is the cross-linked {Flimer (Fig. 3),
whereas the product of 16 kDa corresponds tostH&;
cross-linkage (Fig. 3).

To confirm the identity of the subunits cross-linked
with IF in the 43- and 66-kDa products, Western blotting
of control and cross-linked;Fcomplexes was carried out
using polyclonal and mAbs directed agaipsinde sub-
units, respectively. The two cross-linking products of 43
and 66 kDa revealed with (Fig. 4, center) and (Fig. 4,
right) antibodies, respectively, aligned horizontally with
the corresponding iproducts (Fig. 4, left). These prod-
ucts were completely reduced with DTT, except fordhe
IF; product which was reduced partially (Fig. 4, left and
right). Other cross-linking products ef anda subunits
were observed, including a product of 36 kDa corre-
sponding to the’— cross-linkage (Figs. 2 and 3). Larger
products containing the subunit were also observed
(Fig. 4, right), but these were not further analyzed.

Cross-linking of the native #,l-ATP synthase with
DSP in SMPWe also studied if the endogenous Bfoss-
links with rotor subunits of the whole intact IgI-ATP
synthase. For this purpose, SMP were incubated with
5-500ug/mL DSP and cross-linking products contain-
ing IF; were detected by Western blotting with the mAb
against Iif after 1D nonreducing SDS-PAGE (Fig. 5(A)).
At low DSP concentrations (5—-30g/mL, Fig. 5(A)), the
a-IF1 (66 kDa) and/—IF; (43 kDa) were the predominant
cross-linking products formed in the nativeHgl complex
of SMP. At higher DSP concentrations (50-500 mg/mL),

Fig. 2. Identification of subunits cross-linked by DSP ifi By 2D SDS-
PAGE. Reducing 2D (10-22%) SDS-PAGE after a nonreducing ID was
carried out with 30Qug of F1(A) and FI(B) previously cross-linked
with 1 mg/mL DSP as described under Materials and Methods. In both
cases, the lane of interest was excised from the first dimension as a frag-
ment from about 70-25 kDa that was loaded into the second dimension
after DTT reduction. In [, two y spots appeared under the diagonal.
The larger spot was vertically alinged (cross-linkedy {@arrow). In the

F1l complex, a thirdy product appeared, which was vertically aligned to
IF1. The identification of Ifr located under the third spot was corrobo-
rated by immunoblotting with an lFmonoclonal antibody (C) where the
products with IFf can be detected (arrows). The standard left lane was
loaded with 1.Qug of purified rat liver 1, (D) After CPM modification

and DSP cross-linking (see Materials and Methods), 300f F1| was
processed for reducing 2D SDS-PAGE showing the thrspots. Only

thee subunit was labeled and aligned under the firspot (from right to

left), sinces and IR lack cysteines. The fluorescence along the diagonal
is due to overloading and labeling af y, and residual non-reduced
cross-linking products.
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Fig. 3. Reducing 2D SDS-PAGE of DSP cross-linked €omplex after a first nonreducing SDS-PAGE. Soluble

F1l complex was cross-linked with 1 mg/mL DSP. Subsequently, 40@f cross-linked I was loaded in a

single lane of a nonreducing 10-22% gel. Afterwards, the lane was excised as a fragment from about 100 kDa to
the bottom and incubated with DTT before loading it horizontally in a large 2D (10-22%) SDS-PAGE gel. The
right lane was loaded with control solublglfs standard, and the left lane with molecular weight standards.
The gel was stained with Coomassie blue.
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Fig. 4. Immuno-identification ofy—IF; anda—IF; cross-linking products in soluble;F For
immunodetection of IF, y, anda subunits, 1, 20, and 0.6g of control, cross-linked, and
cross-linked with DTT Kl were loaded as indicated in a linear 12% ID SDS-PAGE. Afterwards,
Western blotting was carried out as described under Materials and Methods using subunit specific
monoclonal (I, «) and polyclonal ¢) antibodies as indicated.
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Fig. 5. Formation of I cross-linking products by DSP correlates with
DTT-reversible inhibition of If release from native =gl complex in
SMP. (A) SMP were cross-linked with the DSP concentrations shown as
described under Materials and Methods. After arresting the cross-linking
with L-lysine, 301.g samples were loaded in each lane of a 10-22% SDS-
PAGE. The cross-liked products were identified by immunoblotting with
the mAb against IE (B) After cross-linking of fFglin SMP at 1 mg/mL,
samples were diluted 10-fold in activation medium witf) @nd without

(W) DTT and incubated at 4C for 90 min. Afterwards, the ATPase
activity was measured spectrophotometrically. The 100% of activated
ATPase activities with and without DTT were in the range of 10-12
pmol/min/mg, and the basal activities before activation were 0.8-1.2
mmol/min/mg. The plot also shows the yield@flF; andy—IF; cross-
linkages relative to the maximal intensity integrated by densitometry
analysis at their respective positions of 66 and 43 kDa from the Western
blot (A). These intensities were saturated at aboyt§0nL (B).

a smear of Ir bands indicated nonspecific cross-linking.
In this gel, the smaller IfFproducts (Ik—IF; and IR—)
were stacked with the main {fband, but they were re-
solved after immunoprecipitation of the Ryl complex
(Fig. 6(B)). It is relevant to point out that at low DSP
concentrations (5-3fQg/mL) the yield ofa—IF; andy—
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cross-linkages (Kandpal and Boyer, 1987), this indicates
that formation ofy—IF; anda—IF; cross-linkages occurs
in a functional fraction of enzymes where Ifélease, i.e.,
ATPase activation, is restored by reduction with DTT. The
overall inhibition of ATPase activity can be also associ-
ated with other cross-linkages not involving IGee, for
example, Joshi and Burrows, 1990, and Fig. 6(C)). This
is more evident at higher DSP concentrations where the
reversibility by DTT declines (Fig. 5(B)) and formation
of nonspecific cross-linkages increases (Fig. 5(A)). Satu-
ration of the Western-blot signal (Fig. 5(B)) might under-
estimate the calculated yield afIF; andy—IF; at con-
centrations of DSB- 50 M, which actually increases in
the immunoprecipitated enzyme (Fig. 6(B)). This would
shiftthe curves of cross-linking yield to the right, therefore
improving the correlation with activation assays.
Detection of DSP cross-linked products containing
IF1 in the immunoprecipitatedf~ol complex According
to the previous data, cross-linking was carried out in SMP
with 25 and 10Q.g/mL of DSP. Afterwards, the fully func-
tional F Fol-ATP synthase (Aggelest al, 2002) was solu-
bilized and immunoprecipitated as explained under Mate-
rials and Methods. Coomassie staining of the SDS-PAGE
showed a clean preparation of control and cross-linked
F1Fol complexes (Fig. 6(A)). Reducing and nonreducing
SDS-PAGE of the DSP cross-linked samples showed a
DTT-sensitive Coomassie-stained band of about 36 kDa
(Fig. 6(A)) that corresponded to the-e cross-linkage
found in R (Figs. 2 and 3). High-molecular weight and
DTT-sensitive cross-linked bands were also present (see
Fig. 6(A), abovexr and 8 subunits). As with soluble
the nature of these products was not ascertained.
Western blotting with the monoclonal against; IF
(Fig. 6(B)) confirmed the presence of thelF; (43 kDa)
cross-linked product that was observed in soluhlednd
in whole SMP (Fig. 5). It was important to show that the
43-kDa y—IF; band disappeared almost completely af-
ter DTT reduction (Fig. 6(B)). In contrast, although the
e—IF1 (16 kDa), IR—IF; (20 kDa), andx—IF, (66 kDa)
products were also observed inimmunoprecipitatdeF
(Fig. 6(B)), their reversibility by DTT was lower than in
soluble kI and they were also present in the non-cross-
linked enzyme. This may result from insoluble &ggre-
gates that are also obseved in the purified recombinant IF
(Fig. 6(D)). The extent of cross-linking increased with
100 ng/mL of DSP. In this case, smearing was not ob-
served, as was the case for SMP (Fig. 5). Presumably the

IF; cross-linkages increased progressively whereas thenonspecific Iir products formed in SMP were eliminated

DTT reversibility of the inhibition of ATPase activation by

DSP was higher than 80% (Fig. 5(B)). Because the DTT-
reversible inhibition of the ATPase activity by DSP has
been previously associated with intra- or intermolecular

after solubilization and immunoprecipition. Further 2D
SDS-PAGE carried out before (Fig. 6(A)) and after West-
ern blotting against If (Fig. 6(B)) confirmed the pres-
ence of thew—IF; (66 kDa), y—IF; (43 kDa), andy—¢
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Fig. 6. Detection ofy—IF;, e—IF1, anda—IF; cross-linking products in the nativg ol complex by 1D and 2D SDS-PAGE, and Western blotting.
SMP were incubated with 289 and 100xg/mL of DSP as described before, angd=fl was solubilized and immunoprecipitated as described under
Materials and Methods. (A) Coomassie staining of.i@fflane of control (“C") and Il cross-linked with 25 and 10@g/mL DSP (named “25” and
“100"). Lanes 1-3 without DTT, and lanes 4-6 previously reduced with 10 mM DTT. (B) Immunoblotting.gfd immunoprecipitated enzyme per
lane with the I mAb. Where indicated, 20 mM DTT was added to the samples 20 min before loading the gels. (C) Reducing 2D SDS-PAGIg of 300
of immunoprecipitated fFgl previously cross-linked with 2ag/mL DSP in SMP. The gel was stained with silver. Twspots were vertically aligned

with ¢ andy (dashed circles). Other cross-linked subunits also appeared corresponding to the second stalk proteins. Those products were not further
analyzed. The left standard is purifiegl Eomplex. Thes subunit was not stained very well in the standard with silver, but it was strongly stained
with Coomassie (not shown). (D) The entire lane of nonreducing first dimension containjng @0cross-linked IFl was excised and subjected

to reducing 2D SDS-PAGE to detect the Ifroducts of low-molecular weight. Western blotting with the mAb againststtowed that I aligned
vertically under residuat—IFy, y—IF1, IF-IF;, ande—IF; cross-linking products. An apparent|product appeared in the diagonal betweel; and

(IF1)2 that was an artifact formed by gel fracture before the transfer. Note the residusjdfegate of approximately 66 kDa that appears in the left
standard lane loaded with pure recombinant [Fhis band comigrates with the-IF; product of 66 kDa.

(36 kDa) products in the immunoprecipitategHsl com- ing second stalk subunits were also observed in the region
plex. In the 2D gel stained with silver (Fig. 6(A)), the- of 15-30 kDa after silver staining (Fig. 6(C)). Since some
IF1 product was not evident because it was not included in of them have been observed before (Joshi and Burrows,
the lane fragment of the 1D gel, or because it was present1990), these were not further analyzed. Taken together,
as a low-yield product. However, other products contain- these experiments confirm that the-IF;, e-IF;, and
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a—IF; cross-linked products are not exclusive of the sol-
uble RI complex, and they are also formed in the native
F1Fol complex of the inner mitochondrial membrane.

DISCUSSION

This work shows the closest distance found so far
(<12 A) between I and subunitsy and ¢ of the mi-
tochondrial ATP synthase rotor. Because thdF; and
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it could be shorter if DSP rotates and bends its bonds to
cross-link lysines that are closer than Ao each other.
Therefore, thez—IF; andy — cross-linkages thatwe found
(Figs. 1-3 and 6) provide the most conclusive structural
evidence described so far showing that 1§ located at

a distance short enough to interfere with rotation of the
central stalk. Becausg ande subunits interact closely
to each other in the central stalk (Gibbaegtsal, 2000),

the detection of/—IF; ands—IF; cross-linkages comple-
ment each other to confirm the close proximity of t6

e—IF; cross-linkages were obtained with the endogenous the central rotor at a distaneel2 A. Although the lysine

IF, in the soluble I and in the native -l complex, the
biological relevance of these results is reinforced. Most

residues involved in these cross-linkages were not deter-
mined, a possible docking site of the inhibitory N-terminal

of the previous studies have been made with isolated orregion of IR in the R-ATPase can be inferred from the

reconstitued IFin the soluble il complex.

The most important implication of these results is
thataccording to previous proposals (Catrezt'al., 2001;
Garaaet al, in press; Lai-Zhangt al, 1999) IR could
interfere with the angular movement of the central stalk.
For a long time, and on the basis of cross-linking stud-
ies (Beltdnet al,, 1988; Jackson and Harris, 1988; Klein
etal, 1980; Mimureet al,, 1993), it has been assumed that
IF, exerts its inhibitory action by blocking conformational
changes of thg subunits. Therefore, our results show-
ing that IR cross-links with statora) and rotor §, ¢)

current structural data available. As mentioned, accord-
ing to cross-linking (Jackson and Harris, 1988) and FRET
(Baraccaet al, 2002) experiments the functionally in-
hibitory N-terminal portion of Iir (Harris, 1997; Lebowitz
and Pedersen, 1996; Pagiaal., 1996; Van Heeket al,,
1993; Van-Raaigtal, 1990)is closerto thgg-DELSEED
region than to the othe$ subunits. According to FRET
analyses, K24 of this inhibitory domain of {fs closer
than the other lysines to the subunit (Baraccat al.,
2002). Furthermore, K24 is the only lysine of;lEhat
becomes less accessible to chemical modification upon

subunits strongly suggest that the primary mechanism of binding to i (Jackson and Harris, 1986). Thus, K24 is

IF1 may also involve the interference with rotation. These
results also suggest that;lfhay interact with thex/g
interfaces, thus Ifcould interfere with the closure of cat-
alytic /8 interfaces, i.e., resembling the inhibition by
aurovertin (Van Raait al,, 1996). Conversely, the cross-
linking of IF; with « and 8 subunits suggests that these
interactions could stabilize its association with the stator
toresistthe drag exerted by the rotor to inhibit ATP hydrol-
ysis. Furthermore, formation of theHHF; cross-linking
with endogenous Iffin soluble i and whole kgl com-
plex (Figs. 3 and 6) confirms thatdFay existin a dimer-

the best candidate to be in cross-linking distancg,te,
and probably thgge-DELSEED region. However, the ly-
sine residues of IfFactually cross-linked withy ande
will be determined by the angular position of the rotor
relative to IR. This relative angular position may also de-
termine the low cross-linking yield observed (Figs. 1-3
and 6) since only those and e subunits properly ori-
ented would cross-link with I In this line, we used Ras-
mol 2.6 to accommodate thejlfragment 19—47 derived
from the crystal structure of IFH49K (Cabepn et al.,
2001) into theBe/ae interface of the crystal structure of

ized form in the native enzyme, as suggested by studiesF; interface of the crystal structure of ©#CCD (Gibbons

with isolated and reconstituted recombinant(Eabeph
et al,, 2000a,b).

et al,, 2000) (not shown). We used the orientation of IF
suggested by Baracea al. (2002), and we added the re-

Previous studies of phosphorescence decay (Solainistriction of about 12 cross- linking distance betweenlF
etal, 1997) and of fluorescence resonance energy transferand y or ¢ subunits. The IF 19-47 fragment fitted very

(FRET) (Baraccat al., 2002) indicated that iis prox-
imal to ¢ andy subunits. FRET studies showed that the
N-terminal inhibitory region of If-is closer than its C ter-
minus to the so-calle@e-DELSEED region (Abrahams
etal, 1994; Baraccatal, 2002). However, the closest dis-
tance foundin solubellFbetweery/ and reconstituted i
fragments was 50— 6@(Baraccaet al, 2002), a distance
4-5 times larger than the upper limit of Zdndicated by
our cross-linking data. The 1Rcross- linking distance of

wellin a cleft formed betweefe-DELSEED and the cen-
tral stalk, with K24 in cross-linking distance o ande
subunits. In this or another similar position; Wwould in-
terfere with rotation of the central stalk and it also will
interact with thewg/Be interface. The position of Hin
this or anothett /g8 interface is in concordance with pre-
vious reports (Cabexi et al, 2001; Stoutet al,, 1993)
suggesting that the inhibitory domain of;IEould substi-
tute an homologoug-DELSEED domain by interacting

DSP is calculated from its extended structure, therefore with y at this “catch” position (Abrahamet al., 1994),
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therefore interfering with rotation and possibly with the
a/ B inter-subunit communication. This or a similar posi-
tion of IF; will also allow changes ir-helical content of
the N-terminal and C-terminal regions of;lEhat are im-
portant for the inhibitory action of {Lebowitz and Ped-
ersen, 1993, 1996), including formation of a C-terminal
antiparallel coiled-coil with another |HCabeph et al,,
2000a,b) to form H dimers (Cabean et al, 2000a,b;
Dominguez-Ranrezet al,, 2001). The mechanism of in-
hibition of IF; could be therefore similar to that efsub-
unit of theE. coli F,1Fo complex. The latter subunit works
as a ratchet that inhibits rotation only in the ATPase di-
rection by extending its two C-terminathelices toward
the DELSEED region of @ subunit (Haraet al,, 2001;
Tsunodatal, 2001). Because bovine{Eross-links with
the B-DELSEED region (Jackson and Harris, 1988) and
with y and e subunits (Figs. 1 and 2) the overall data
suggest that IFcould also control rotation of the central
stalk by a mechanism similar to that ofin the E. coli
ATP synthase. Furthermore, the proton motive force is
an important factor since it prevents the productive asso-
ciation of IF with the ATP synthase, therefore favoring
the ATP synthase activity of the enzymedi@éz-Puyou
et al, 1979; Harriset al, 1979; Schwersmann and
Pedersen, 1981; Van De Stagdtal., 1973).

In summary, this work shows the closest proxim-
ity reported between the endogenous Hnd the rotor
of the soluble I complex. To date, his work provides
the more conclusive structural evidence supporting the
proposal (Cabexi et al., 2001; Gar@ et al, in press;
Lai-Zhanget al, 1999) that the inhibitory mechanism of
IF1 may involve the blockade of the angular movement
of the rotor in addition to its possible interference with
the conformational changes of apig catalytic interface.
In the whole kRl complex, IR may be associated to
other subunits of the stator and probably gté&resist the
rotational drag, therefore adding more stability to the pro-
ductive binding of If (Garaaet al., 2000, in press; Papa
et al, 2000). It will be important to determine the effect
of IF; on the rotational movement of the central stalk, and
the possible conformational changes that ékperience
in the whole ATP synthase to inhibit ATP hydrolysis and
favor ATP synthesi@ situ.
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The F1Fo—ATP synthase exists as a dimer in mitochondria, where it
is essential for the biogenesis of the inner membrane cristae. How
two ATP synthase complexes dimerize to promote cristae forma-
tion is unknown. Here we resolved the structure of the dimeric F1Fo
ATP synthase complex isolated from bovine heart mitochondria by
transmission electron microscopy. The structure of the ATP syn-
thase dimer has an overall conic appearance that is consistent with
the proposed role of the dimeric enzyme in mitochondrial cristae
biogenesis. The ATP synthase dimer interface is formed by contacts
on both the Fo and F; domains. A cross-bridging protein density
was resolved which connects the two Fo domains on the inter-
membrane space side of the membrane. On the matrix side of the
complex, the two F1 moieties are connected by a protein bridge,
which is attributable to the IF; inhibitor protein.

F1Fo dimer | electron microscopy | protein bridge

he F1Fy ATP synthase is a ubiquitous rotary motor enzyme

that couples a transmembrane flow of protons through its Fy
channel to ATP synthesis taking place on its F; moiety (1). The
mechanism of energy coupling between the F; ATPase and the
Fy proton channel involves a rotating central stalk as well as a
peripheral stalk that is part of the stator. In the ATP synthase
of Escherichia coli (EcF,Fy), five different subunits of F;
(a3Bsyde) and three of Fy (abacip-12) form the core of the F1F,
motor structure. The mitochondrial enzyme, also called complex
V, is more complicated in that it contains the accessory proteins
IF;, e, A6GL, F6, d, e, f, and g in bovine heart. The enzyme of yeast
mitochondria contains additional supernumerary subunits
named i and k. With the exception of ¢ and IF;, which bind to
F,, most of the additional subunits are associated with the F
proton channel or the peripheral stalk. IF; is a small-molecular-
weight protein that controls the ATPase and ATP synthase
activities of the enzyme (2). The structure of soluble F1—ATPase
from bovine heart (MF,) reconstituted with IF; corresponds to
a F;-F; dimer bridged by two IF; molecules (3, 4). Low-
resolution crystallographic studies of the whole F1F, complex
from yeast showed a ring of 10 rotary c-subunits, but the other
Fy subunits were not resolved (5). Remarkably, electron micros-
copy (EM) studies of EcF;F, (6) and the bovine heart complex
V (MF;Fy) (7) provided the unique view of the second stalk (8)
and the position of some of its subunits. EM was also used to
resolve the whole architecture of bovine MF;Fy in its typical
monomeric form with the F; and Fy parts connected by central
and peripheral stalks (9). In addition, an ATP synthasome
complex that contains monomeric F;F, associated to adenine
nucleotide translocator and Pi carriers has also been examined
by EM (10). This complex is assumed to improve the efficiency
of ATP synthesis by substrate—product channeling.

Recently it was shown by blue native gel electrophoresis
(BN/PAGE) that the mitochondrial ATP synthase of yeast can
exist as a dimer (11, 12) and that dimer formation depends on
the accessory subunits e and g. Deletion of these subunits
abolishes ATP synthase dimerization, and, remarkably, mito-

12356-12358 | PNAS | August30,2005 | vol.102 | no.35

chondria of these yeast cells exhibit altered morphology, sug-
gesting that biogenesis of mitochondrial cristae depends on
formation of the F,F, dimer (12, 13). Models in which F;F
dimers oligomerize to form arc-like assemblies and multimeric
ATP synthase chains that can induce membrane invaginations
and eventually cristae have been proposed (12, 14, 15). The
models are based on the existence of a dimeric F{F, structure
that remains, until now, unresolved. In this work, we purified
dimeric F;Fo—ATP synthase from bovine heart mitochondria and
analyzed its structure by EM and single-particle image analysis.
The images show that the dimer interface is formed predomi-
nantly by the two Fy domains in such a way that the long axes of
the two ATP synthase monomers are arranged at an angle of
~40°. The results indicate that the angle between the ATP
synthase monomers determines the curvature observed in the
cristae of the inner mitochondrial membrane upon further F,F
polymerization.

Materials and Methods

Extraction of Dimeric FiFo—ATP Synthase. Mitochondria were iso-
lated from bovine heart as described before (16). Isolated
mitochondria were diluted to 10-15 mg/ml in solubilization
buffer (750 mM 6-aminohexanoic acid/50 mM Bis-Tris, pH 7.0)
and extracted with 2.5 mg/mg digitonin. Under these conditions,
solubilization of dimeric F;F, is favored (11). Afterward, the
samples were centrifuged at 186,000 X g for 45 min at 4°C, and
the soluble fraction was recovered. BN/PAGE was carried out
as described in ref. 11, and subsequent 2D SDS/PAGE was
carried out as described in ref. 16.

In-Gel ATPase Activity Staining. Mitochondrial extracts were sub-
jected to BN/PAGE. Lanes of interest were excised and incu-
bated overnight at room temperature with ATPase activity-
developing buffer (10 mM ATP/30 mM CaCl,/50 mM Hepes,
pH 8.0). Precipitated calcium phosphate was visualized as white
bands on a dark background by densitometric scanning.

Enrichment of Dimeric FiFo by Glycerol Gradient Centrifugation.
Mitochondrial digitonin extracts were loaded on a discontinuous
glycerol gradient (20-40% glycerol/20 mM Mes, pH 7.0/2 mM
EDTA/2 mM ADP/5 mM digitonin) and centrifuged at
54,000 X g for 16 h at 4°C. Afterward, 0.5-ml fractions were
collected from the gradient from top to bottom. Fractions
containing monomeric and dimeric F;F—ATP synthase were
identified by BN/PAGE followed by SDS/PAGE.

This paper was submitted directly (Track ) to the PNAS office.
Abbreviation: BN/PAGE, blue native gel electrophoresis.
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Fig. 1. Gel analysis of dimeric ATP synthase. (a) Digitonin extracts of mito-
chondrial protein complexes were subjected to BN/PAGE and stained with
Coomassie blue (Left) or developed for ATPase activity (Right, containing
20-50 pg of extracted protein). (b) An excised lane from the BN/PAGE was
loaded as shown on top of a SDS/polyacrylamide gel together with an
enriched F1Fg standard (left lane). Major F; subunits (a and B) and dimeric F1Fg
(Vg4im) are indicated. (c) Monomeric (V) and dimeric (Vgim) F1Fo were identified
by BN/PAGE in a mitochondrial digitonin extract (Left). The digitonin extract
was subsequently loaded on a glycerol density gradient, and fractions ob-
tained after centrifugation were analyzed by SDS/PAGE (Right). Dimeric F1Fq
(fraction 7) was resolved from the monomer (fractions 4 and 5). The lane
marked WS shows molecular mass standards. For details, see text.

EM. Samples of dimeric ATP synthase were diluted to 25 pg/ml
and applied to carbon-coated copper grids. Grids were washed
once with water and stained with 1% uranyl acetate. Grids were
examined in a FEI Tecnail2 transmission electron microscope
operating at 100 kV. Images were recorded on a 2,048 X 2,048
slow-scan charge-coupled device camera in low-dose mode with
an underfocus of 500 nm and an electron optical magnification
of 30,000, oplacing the first zero of the contrast transfer function
at ~0.05 A~L. Images were analyzed with the IMAGIC-5 package
of programs (17) on a dual processor Octane workstation
(Silicon Graphics, Mountain View, CA). A data set of 1,130
molecular images (140 X 140 pixels) was extracted interactively
from a total of 111 charge-coupled device frames. Images were
band-pass-filtered to eliminate unwanted spatial frequencies
(<0.008 A~! and >0.13 A~!) and normalized. Image analyses,
including alignment by classification, multivariate statistical

analysis, and multireference alignment were done as described in
refs. 6 and 8.

Results and Discussion

Dimeric ATP synthase was extracted from bovine heart mito-
chondria with digitonin and enriched by glycerol density gradient
centrifugation. Fig. la Left shows BN/PAGE of respiratory
chain complexes and dimers and monomers of the ATP synthase.
The presence of ATP synthase at the top and in the middle of
the native gel was confirmed by ATPase activity staining (Fig. 1a
Right) and 2D SDS/PAGE (Fig. 1b). To obtain dimeric ATP
synthase suitable for EM, the solubilized protein complexes were
separated by centrifugation on glycerol gradients. The gradients
were fractionated and analyzed by SDS/PAGE (Fig. 1c) where
two ATP synthase peaks were observed (fractions 5 and 7).
Analysis of the corresponding fractions by negative-stain EM
revealed that the fraction near the bottom of the gradient
(fraction 7) contained predominantly ATP synthase dimers (Fig.
2a). Representative images of the dimers are shown in Fig. 2b.

To determine the structure of the dimeric ATP synthase
complex, a data set of 1,130 single images was collected and
analyzed by computer-assisted single-particle image alignment
and classification. Fig. 2c shows the average of the total data set
calculated after the final alignment step. Fig. 2 d—h shows the
most characteristic averages of the data set after classification.
Note that in Fig. 2 c—h essentially all of the FiF, dimers are
oriented on the carbon film to produce the side view projection
in which the ATP synthase is seen perpendicular to the long axis
of the complex. Closer inspection of the averages revealed that
there are no image/mirror image pairs, suggesting that the two
ATP synthase monomers associate to form a dimer with a
twofold symmetry axis that passes through the dimer interface,
parallel to the long axis of the complex.

The association of the two ATP synthase monomers occurs at
the level of both Fy and F; subunits (Fig. 2 c-h). Associated F
portions show very close packing in the membrane interface of
the dimer, whereas the two F; parts are more distant. This
arrangement produces an angle of ~40° between the long axes
of the two F;1Fy monomers (see the black lines in the Fy domains,
Fig. 2c¢). The two F; parts of the dimer are connected by a
bridge-like structure of low density (see arrowheads in Fig. 2
e—g). Among several subunits of Fy, it is likely that this F;—F,
bridge corresponds to the inhibitor protein (IF;). Although IF;
is not essential for F1F, dimerization, as shown by gene disrup-
tion experiments in yeast (18) and by physical removal of IF; in

: /}\\

Fig.2. EM and image analysis of ATP synthase dimer. Dimeric F1Fo enriched as described in the text and in Fig. 1 was used for EM analysis. (a) Area of a typical

electron micrograph used for collecting single images. (Scale bar: 50 nm.) The ATP synthase dimers are indicated by boxes. (b) Representative images of the F1Fg
dimer. (c) Total average of a data set of 1,130 ATP synthase dimers after the final alignment step. (d-h) Averages of the aligned data set after sorting by
multivariate statistical analysis. Between 100 and 150 individual images were averaged to produce the images shown. (i) Current working model of the dimeric
F1Fo ATP synthase complex. We propose that the association of the two Fo domains involves subunits e and g, which have been shown to be essential for dimer
formation. The subunit arrangement is drawn according to cross-linking (16, 23) and EM data (7-10). F; association might result from IF bridging in a similar
way as seen in the crystal structure of the dimer of soluble F1—ATPase (3). The proposed twofold symmetry axis is indicated by the dotted line. For details, see
text.
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bovine heart submitochondrial particles (19), the inhibitor pro-
tein does induce dimerization of the soluble F; portion (3, 4, 20)
by forming an IF; bridge connecting the two F; monomers (3, 4).
Furthermore, when IF; is overexpressed or reconstituted, the
ratio of dimeric to monomeric FiFo—-ATP synthase is signifi-
cantly increased in digitonin extracts of rat liver mitochondria
(JJ.G., unpublished data). Therefore, it is likely that the ATP
synthase dimer can be formed in the absence of IF; because the
essential and closest contacts for F1F( dimerization take place at
the Fy level (refs. 11-13 and Fig. 2); however, the binding of IF,
could stabilize this ATP synthase dimer by forming the observed
F,-F; bridge.

A salient feature of the images in Fig. 2 is that a novel bridging
protein density was observed in the intermembrane space side of
the complex; this is right underneath the interacting Fy parts (see
arrows in Fig. 2 ¢—f). This protein density, which is not seen in
the monomeric mitochondrial ATP synthase (7, 9), forms a
hanging bridge-like structure connecting the two Fy domains of
the dimer. The identity of the bridging protein(s) is not clear at
this point, but in all likelihood it is formed by some of the
dimer-specific accessory proteins of mitochondrial ATP syn-
thase. The hanging bridge-like structure probably contains part
of subunit e, which is known to be essential for dimer formation
(18, 21). Subunit e contains a transmembrane GxxxG dimeriza-
tion motif and a coiled-coil forming region in the C-terminal
domain, which is predicted to protrude into the intermembrane
space (21-23). Another subunit that was predicted to be bound
on the intermembrane space of the yeast enzyme is subunit k
(11). However, it remains to be established if a homologous
protein exists in the ATP synthase complex from bovine heart
mitochondria. It is also noted that MFF, also forms an ATP
synthasome complex containing complex V and adenine nucle-
otide translocator and Pi carriers (10); therefore, it is possible
that other proteins contribute in the formation of the Fy-F,
bridge.

It should be pointed out that the second stalk of the F{F,
complex has been previously resolved by EM of the bacterial (6)
and mitochondrial (11, 12) enzymes. Our data do not show the
peripheral stalk; it is possible that this is occluded in the dimer
interface. Fig. 2i shows our current working model of the
FFo—ATP synthase dimer. We have depicted the dimer-forming
subunits (e and g) in the Fo—F interface close to subunits 6 and
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8 on the base of the second stalk according to cross-linking
studies (23). The F, bridging protein seems to reinforce the
F¢-F interface, thereby stabilizing the dimeric arrangement of
the ATP synthase.

The most striking feature of the ATP synthase dimer is the
conic geometry with which the two ATP synthase monomers are
arranged. This conic shape of the dimer is consistent with the
current models of cristae biogenesis, in that the inner mitochon-
drial membrane adopts a curvature comparable to the 40° angle
formed by the tilting of the F1Fy monomers. As put forth by Allen
(14), polymerization of conic F;F, dimers could induce budding
of the inner mitochondrial membrane, which would ultimately
result in the observed tubular structure of the membrane cristae.
Other authors have made similar proposals on the basis of
genetic disruption of the dimer forming ATP synthase subunits
e, g, and k (12, 13, 15, 21). The FiFy polymer should also add
stability to the monomeric F1F, and resistance to the rotational
drag of the central rotor to carry out ATP synthesis more
efficiently.

In conclusion, the EM images of the mitochondrial F;F—ATP
synthase dimer here presented reveal the geometric arrangement
of the two monomers of the complex. The data show that the two
ATP synthase monomers are joined by protein bridges on both
the intermembrane space and matrix sides of the complex. The
tilting of the two monomers indicates that the formation of F,F,
polymers could be a central issue in the formation of mitochon-
drial cristae, which are membrane structures designed to in-
crease the overall surface available for oxidative phosphoryla-
tion. Further studies will be required to define the identity of the
bridging subunits of the ATP synthase dimer and to confirm the
role of this dimer in cristae biogenesis.
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According to functional studies, the higher, IEontent reported in mitochondria of cancerous cells

is supposed to induce a higher association with tffy Eomplex than in normal cells and therefore

a better inhibition of its ATPase activity. The first structural evidence supporting this prediction is
here presented. Densitometric analyses of Western blotting experiments indicated a 2-fold increase
in IF; content of AS-30D submitochondrial particles compared to normal rat liver controls. The ratio
of IF;/F; @ subunit increased similarly as judged by Westernblot analyses. ThsvHfexpression
correlated with a slower rate of JRelease (H=-ATPase activation) from the;Fy complex in
AS-30D than in normal rat liver submitochondrial particles. ThelfR, y-IF;, anda-IF; cross-
linkages previously formed with dithiobis(succinimidylpropionate) in bovifleFand IF, complexes
(Minauro-Sanmiguel, F., Bravo, C., and GarcJ. J. (2002)J. Bioenerg. BiomembB4, 433—-443)

were reproduced in the Fol-ATP synthase of hepatoma AS-30D cells. However, a much lower yield
of IF; cross-linkages was found in normal rat liver particles which made them almost undetectable
in SMP as well as in the immunoprecipitated complex. Modelingn vivo IF; overexpression of
cancerous cells bin vitro reconstitution of excess recombinant With rat liver submitochondrial
particles devoid of IFreproduced the samelEross-linkages observed in AS-30D particles.

KEY WORDS: Inhibitor protein; IR ; F1Fo-ATP synthase; cancer; cross-linking; AS-30D.

INTRODUCTION of ADP and Pi by adenine nucleotide (ANT) and Pi
carriers, respectively. Furthermore, a recent report indi-
The mitochondrial 9 complex synthesizes most cates the presence of an ATP synthasome supercomplex
of the ATP required by the cell by using ¥ig ADP and containing kFy, ANT, and Pi carriers (Keet al,, 2003)
Pi as substrates. Because it is a reversible rotary motorwhich ensures a more efficient ATP synthesis turnover.
enzyme, it can synthesize or hydrolyze ATP according As a further mechanism to prevent ATP hydrolysis, the
to the working conditions. Thermodynamically, the mitochondrial enzyme contains an inhibitor protein§IF
enzyme is biased to ATP synthesis by the proton motive which arrests the forward and backward functioning of
force (Auny) generated by the respiratory chain. The

F1Fo-ATP synthase is also driven by the constant supply Abbreviations used: CAPS, 3-(Cyclohexylamino)-1-propanesulfonic
acid; DSP, dithiobis(succinimidylpropionate); DTT, dithiothreitol;

EDTA, ethylenediamine-tetraacetic acid;, Fhe soluble I-ATPase;

1Departamento de Bioguiica, Instituto Nacional de Cardiolay’ F1l, the complex of soluble f£ATPase containing the inhibitor protein;
“Ignacio Chevez,” México, México. F1Fol, the native ATP synthase containing the inhibitor protein; IF
2To whom correspondence should be addressed at Departamento de the inhibitor protein of the mitochondrial ATP synthase; mAb, mon-
Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiolag’Juan Badiano # 1, Col. oclonal antibody; SDS-PAGE, denaturing sodium dodecyl sulphate
Seccon XVI, Mexico D.F. 14080, MkXico; e-mail: jjgarciarejo@ polyacrylamide gel electrophoresis; SMP, submitochondrial particles;
yahoo.com. WB, Westernblot.
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the enzyme when thAuy, drops (@mez-Puyolet al,, described before (Morenca8thez, 1985; Moreadith and
1979; Harriset al, 1979; Pullman and Monroy, 1963; Fiskum, 1984). “Mg-ATP” submitochondrial particles
Schwerzmann and Pedersen, 1986). Re-establishmen{SMP) containing the endogenous, were prepared as
of Aupy releases the inhibitory action of JHHarris described elsewhere (Gaet al, 1995). The endogenous
et al, 1979; @mez-Puyolet al, 1979) and favors ATP  |IF; was released from the Fy-ATPase of SMP by incu-
synthesis. Therefor@) vivo IF; produces a net inhibition  bation in “Activation Media” containing Sucrose 125 mM,
of ATP hydrolysis. Physiologically, Fprotects the heart,  Tris-SQ, 60 mM, EDTA 2 mM, KCI 100 mM, and ATP
and presumably other tissues, from ischemia-reperfusion10 mM, pH 8.0. SMP were incubated at@and aliquots
injury by preventing cellular ATP depletion (AlaaRii were withdrawn at indicated times for spectrophotomet-
et al, 2003; Rouslin, 1991). Finhibits more efficiently ric measurement of ATPase activity (Gexet al,, 1995).
the RFy-ATPase in submitochondrial particles isolated Activity measurements of liver and hepatoma SMP were
from ischemic hearts in comparison with nonischemic carried out immediately after SMP preparation avoiding
controls (Ala-Rimi et al,, 2003; Rouslin, 1991). As a  cycles of freezing and thawing. This procedure improved
further tissue specific regulation, the expression qf IF the stability of IR inhibition and the maximal ATPase ac-
relative to ATP synthase is higher in the heart than in other tivity obtained after activation. SMP devoid oflvere
organs (Rouslin and Broge, 1996). This is in accordance obtained by sonication and incubation in Activation Media
with the high energy demand and fast regulation required as described elsewhere (Kleghal, 1982).
by the heart. In contrast, it has been shown that in a more
glycolytic tissue like rat liver, the IFis subexpressed rel-
ative to the ATP synthase (Schwerzmatal., 1982), and Cross-Linking of IF ; With Subunits
therefore the ATPase activity of the rat liveig is higher. of the F;Fol Complex in SMP

Onthe other hand, several reports have shown that IF
is overexpressed in mice (Capuagtal., 1997; Chernyak Cross-linking experiments were carried out with DSP
et al, 1991; Luciakova and Kuzela, 1984) and human (Pierce) in Sucrose-phosphate buffer as described before
(Chernyaket al, 1994) cancerous cells. On the basis of (Minauro-Sanmiguelet al, 2002). Bovine SMP were
F1Fo-ATPase determinations, it has been proposed thatincubated at a concentration 1 mg/mL; liver and hep-
the excess of IfFshould prevent ATP hydrolysis more atoma SMP were cross-linked at a final concentration of
efficiently in cancerous cell lines than in normal cells 1.8 mg/mL, with the indicated concentrations of DSP. The
(Chernyaket al,, 1991). Since many cancer cell lines ex- reaction was carried out for 30 min at room temperature
hibit a high glycolytic capacity, it has been concluded that and arrested with 20 mN-lysine.
IF inhibits hydrolysis of the glycolytic ATP in these cells
(Chernyaket al,, 1991). However, there is no structural
evidence supporting a better productive interaction f IF  Immunodetection of Cross-Linked Subunits
with the ATP synthase in cancerous cells. In this work we
developed a new method to determine the productive as- SDS-PAGE was carried out under nonreducing (with-
sociation of the endogenous;|#ith the ATP synthase in ~ out DTT) and reducing420 mM DTT) conditions. Af-
submitochondrial particles (SMP). The AS-30D cell line terwards, proteins were transfedrg h totransfer mem-
from hepatocellular carcinoma origin (Chaeital., 1967; branes at 100 mA in a buffer containing 100 mM CAPS,
Smithetal, 1970) was used in parallelto normalratliverto 10% methanol, pH 11.0. Monoclonal antibodies (mAb)
isolate mitochondria and SMP. We took advantage of pre- raised against recombinant rat liver 16r bovinea sub-
vious cross-linking studies of {Rwith rotor (y ande) and unit (Garaaet al, 1995) were used. Reactive bands were
stator @) subunits of the ATP synthase that we described immunodetected with secondary goat antimouse 1gG con-
before with bovine heart SMP (Minauro-Sanmigetl,, jugated to HRP and the chemiluminescent ECL-Plus kit
2002). We found that the higher expression of i rat of Amersham-Pharmacia.
AS-30D hepatoma compared to rat liver produces a better
productive association of {fwith the R Fy complex. This
was demonstrated by greateg{fotor/stator cross-linking  Purification of Recombinant Rat Liver
yields as well as by ATPase activity assays. IF; and Reconstitution Into Liver SMP

MATERIALS AND METHODS Sequence of the rat liver ATPase inhibitor pro-
tein was excised form the pMallF1 fusion vector

Rat liver mitochondria and digitonin-extracted mi- (kindly provided originally by Prof. Pedersen from Johns
tochondria from AS-30D hepatoma were obtained as Hopkins University School of Medicine, Baltimore, USA)
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using the synthetic oligonucleotides N1 (GGAATTC- the appropriate standards. The intensities of subunits were
CATATGGGGTCGGACTCG) to insert a Ndel site measured by peakintegration after densitometry analyses.
at the 5 region of the sequence and the CI (CC- Couplingenzymes and substrates for ATPase activity were
CAAGCTTTCAATGCTCACTATT) to insert a Hindlll obtained from Sigma. Reactants for SDS PAGE were ob-
restriction site at the ‘3region of the sequence. The tained from Bio-rad laboratories.
PCR generated fragment was restricted with the Ndel and
HindllI restriction enzymes and subcloned into a pIN-I111-
A3 derivated IPTG inducible plasmid (Inouye and Inouye, RESULTS
1985). The plasmid generated this way was transformed
into theEscherichia colBL21 strain for expression. Several reports have shown a higher expression of
IF, in cancerous cells in comparison with normal cells. In
order to compare the amount of;|IExpressed in normal
Protein Overexpression and cancerous cells, we designed a Western-blot titration
approach in which loading of 1-50 ng of pure recombi-
The protein was overexpressed according to (Zheng nant IR resulted in a linear increase in band intensity as
et al, 1993). The cultures were started by the addition calculated from densitometry analyses. Higher amounts
of 2 mL of an overnight grown culture to a 500 mL LB  of IF; saturated the chemiluminescent signal of the detec-
medium. Afte 3 h of incubation (or Abs 600 nre= 0.5) tion system (not shown). Therefore, we interpolated the
at 37C, the protein expression was induced by the ad- intensities of the IF band obtained in normal and hep-
dition of 0.4 mM IPTG, the incubation was continued atoma SMP that were in the linear range of the titration
overnight. The cells were harvested by centrifugation at curve. After several preparations and experiments carried
5000 rpm and washed twice with 100 mL saline solu- out with different amounts of loaded protein, we found
tion. After overnight IPTG induction, cells were broken that the amount of IFin hepatoma was about twice of
by sonication followed by DNAse treatment. Cell debris that found in normal SMP from rat liver (Fig. 1). The
were collected by 15,000 rpm centrifugation &€4and amount of Il estimated in liver and hepatoma SMP were
the supernatant was precipitated with 50% ammonium sul- 0.55+ 0.11 and 0.26: 0.04 nmol/mg, respectively. This
fate. After a second centrifugation, the supernatant was value is higher than that previously reported by Schwerz-
precipitated with 80% ammonium sulfate. The pellet was mannet al. (1982) for whole mitochondria. This might
resuspended in 20 mM KR O, buffer pH 8.0 and IFwas reflect the increase in JFcontent in SMP relative to mi-
concentrated in Amicon membranes (10 kDa cutoff). Af- tochondria since according to these authoksisfmostly
terwards, pH was readjusted to 6.5 and the concentratedassociated to the inner mitochondrial membrane.
sample was loaded into a 3 mL CM-Sepharose column In order to assay the functional association of IF
preequilibrated in the same buffer;lwas eluted with a  with the ATP synthase in SMP from AS-30D hepatoma
gradient of 20-600 mM of KpLPO, and simultaneouslya  and liver, RFo-ATPase activation assays were carried
pH gradient of 6.5-8.7. The {sample was concentrated out. SMP were incubated in conditions that induce a
and desalted as described above and store@@tC until progressive release of {Ro the media, i.e., pH 8.0,
used. The purity of the sample was higher than 90% as KCI 100 mM, and 40C. Att = 0 before activation, the
judged by SDS-PAGE, Coomassie staining, and densit- F;Fy-ATPase of AS-30D SMP showed about half of the

ometry analyses (not shown). Pure recombinantwis basal kFy-ATPase activity of the normal rat liver enzyme
reconstituted with liver SMP devoid of {Fas described  (Fig. 2(A), t = 0). Time courses revealed that the~
by Lebowitz and Pedersen (1993). ATPase from AS-30D SMP was activated with a slower

rate than the control enzyme of SMP (Fig. 2(A)). However,
both SMP reached similar maximalFp-ATPase activi-

Other Methods and Materials ties, although the enzyme from AS-30D hepatoma had a
lower maximal ATPase rate. These results strongly sug-
The amount of protein in SMP;Fol, and R | prepa- gest that in comparison with normal liver mitochondria,
rations was measured with the method of Lovetyal. the higher expression of {fn AS-30D hepatoma results

(1951). Densitometric analyses of Coomassie stainedin a better yield of productive association of; Wwith the
bands in SDS PAGE gels were carried out with the digital F1F, complex. Furthermore, the total amount offFg-
camera and imaging software “ALPHADIGIDOC” of Al-  ATPase seems similar in AS-30D and normal liver mi-
pha Innotech Corporation according to the manufacturers tochondria. According to maximal ATPase rates, if there
instructions. In each gel the molecular weights of cross- is a difference in the f/g-ATPase content in both sys-
linking products were calculated from interpolation using tems, that should consist of a slightly lower amount of
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Fig. 1. Amount of IF in liver and hepatoma SMP with Westernblot and densitometry analyses.
(A) The shown amounts of recombinant rat liver |fiver (LSMP), and hepatoma (HSMP)
submitochondrial particles were loaded on SDS-PAGE. Denaturing electrophoresis and WB
were carried out as indicated in Materials and Methods with a mAb antiflke two clear

spots in the center of the immunoblot membrane correspond to 7 and 14 kDa molecular weight
standards which are negatively developed with the chemiluminescent kit, therefore estimated
the size of the IF band is 10 kDa, the expected size of IFB) Densitometry analyses of
each band was carried out as described in Materials and Methods. In the range of 1-50 ng
of pure IR, the band intensity increased linearly. With highey #mounts the band intensity
diminished due to signal saturation (not shown). The content;adhlBMP was estimated with
interpolation of the observed band intensities obtained with known amounts of SMP protein in
this linear range of IFtitration.

F.Fo-ATPase in AS-30D SMP. To confirm this, we car- To obtain structural evidence for the association of
ried out a simultaneous immunodetection of &éad thex IF, with the ATP synthase, we carried out DSP cross-
subunit of k. Densitometry analyses (Fig. 2(B)) showed linking of IF; with rotor (y, ¢) and stator ¢) subunits
that the relative amounts of subunit was slightly lower  of the RFy complex as we described before with the
in AS-30D SMP than in control rat liver particles AS- bovine heart enzyme (Minauro-Sanmigwlal, 2002,
30D/ liver = 0.9). However, the ratio of Hx intensities and Fig. 3). SMP from liver and AS-30D hepatoma were
increased in AS-30D hepatoma (l& = 1.2) relative to incubated with DSP as described in Materials and Methods
normal rat liver SMP (I = 0.8). These observations  and cross-linking was arrested with ysine. Afterwards,
are in concordance with previous reports where tte+ aliquots containing 3Q«g of protein were loaded into
ATPase was found reduced in rat hepatoma cells (KuzelaSDS-PAGE with or without reduction by DTT. Figure 3(B)
et al, 1977). Furthermore, thg subunit was also found  shows that in the SMP from normal liver, essentially no
diminished in mitochondria derived from human cancer cross-linked products were obtained. However, inthe SMP
cells (Capuaneet al, 1996, 1997). Taken together, the from hepatoma, three cross-linking products were clearly
functional and WB analyses show thaj I6 indeed over-  defined of about 43, 46, and 67 kDa, according to com-
expressed in AS-30D cells in relation to ATP synthase ex- puter calculations carried out as described in Materials
pression leading to a better inhibiton of theF-ATPase and Methods. The products of lower molecular weight
in cancer cells. above Ik correspond te-IF; and IR-IF; cross-linkages



P1: JQX
Journal of Bioenergetics and Biomembranes (JOBB) pp1230-jobb-487927 June 14, 2004 10:30 Style file version June 22, 2002

Increased IF; Association and Cross-Linking With ATP Synthase in Rat Hepatoma 261
A A
p— 8-
~ ] . [DSP](mg/mL)
£ 7 [DSP)(mg/mL) +20 Mm DIT
£ o Liver SMP 0 0102 05 1 2 0 010205 1 2
s
§ * ~
> 4 128—
§ ‘ | Hepatoma SMP
8 alF, — 817 .. . -..O‘
@
[} -
£ z y-IF, —»403 - - i
< 14
31.6
o T T T T T T T ]
o 10 20 30 40 50 IF;-IF, > i o A -
Time (min.) &IF, — u “ .
7.8 -
B LSMP  HSMP B
=] ] Liver SMP Hepatoma SMP
O — - DSP 0 1 2 1+ ¢ 1 2 1+
(mg/mL) DTT DTT

—> |- . 206
IF, _ Fa 128
. 81 aIF
Lo I SR « -IF
o3 !
R |

Fig. 2. Time course of Fp-ATPase activation of liver and hepatoma - 316

SMP under conditions of release. (A) Freshly prepared liver and

hepatoma SMP were incubated at 0 in activation media as explained / - - [ 179;;3
in Materials and Methods. At the times shownyb aliquots carrying ’
5 ug of protein were withdrawn for spectrophotometric measurement of 123 45 6 7 8 9

ATPase activity. Basal activity at= 0 was not modified by incubation of _ o ) o )
SMP in dilution media (see Materials and Methods) by 50 min. (B) Five Fi9- 3. IF1 DSP cross-linking with ATP synthase subunits in bovine
micrograms of liver (LSMP) and hepatoma (HSMP) submitochondrial €art, ratliver, and rat hepatoma SMP. (A) Bovine heart SMP (1 mg/mL)

particles were loaded into SDS-PAGE and afterwards, Western blot was Were incubated by 30 min with the indicated amounts of DSP and cross-
carried out as indicated in Materials and Methods with a mixture of liNking was arrested with 10 mN-lysine. Afterwards, aliquots were

anti-w and anti-I§ mAbs. Densitometry analyses showed the following ~ Withdrawn to load 20ug of SMP protein in each lane of SDS-Page
band intensities in LSMP (fF= 1724,a — 2440) and hepatoma (F= and anti-Ii; Westernblot was carried out as described before. The pre-
2604,0 = 2223) therefore, the W ratios were 0.8 and 1.2 for liver ~ Viously identifieda-IFy andy-IF; products were observed besides a
and hepatoma SMP, respectively. third 46 kDa product observed between them with 1 and 2 mg/mL of

DSP. The presence of DTT reduced most ofithé-; and 46 kDa prod-

. . . . ucts as well as two smaller products that correspondite; and IR -
previously described (Minauro-Sanmiguedl al., 2002), IF; cross-linkages (see Minauro-Sanmigetél, 2002). (B) The same

whereas the products of about 43 and 67 kDa corre- cross-linking, SDS-PAGE and WB procedures were followed with Liver
spond toy-IF; anda-IF; cross-linkages that we found and hepatoma SMP with the exception that the initial SMP protein con-

in the bovine heart enzyme. The identity of these products e"ration was 1.8 mg/mL and 40y of SMP protein were loaded per
y Y P lane. The same-IF1, y-IF1, and 46 kDa products observed in bovine

wa_s confirmed WIthx and v immunoblots, respectlvely heart SMP (A) were also obtained in liver and hepatoma SMP. DTT (20
(Minauro-Sanmigueet al, 2002). The product of about  mm) reduced most of these products.

46 kDa was not identified. The noncross-linked control

of AS-30D SMP showed consistently about twice the in- products could be formed with very low yields in SMP
tensity of the Iif monomer than in the normal liver SMP  from normal liver, further gels were overloaded and the
(Fig. 3(B), lanes 1 and 6). Formation of these cross-linked same products showed as faint bands (not shown).
products was reversed by DTT reduction, except for the In order to discard the possibility that the; IEross-
a-1F; product which, as in the bovine heart enzyme, was linkages observed in AS-30D hepatoma SMP could result
only partially reduced (Fig. 3(A)). Assuming that these from nonspecific interactions, we carried outiarvitro
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. IF(ug) 0 0051020 0 005 L0 20 lower amount of ATP synthase in the former system. DSP

74 oL cross-linking decreased even further the yield oFJF

; o _B complex. However, after loading aboujdg of immuno-

2D 6'_ - precipitated enzyme, the-IF; anda-IF; cross-linkages
z 2 s oIFy - - were detected almost exclusively in the enzyme immuno-
§ - -IF; » ¥ precipitated from hepatoma SMP (Fig. 5). These results
§ g "_ = confirm that I is associated with higher yield in the
- “ X “ F1Fol complex of hepatoma than in that of normal rat

liver mitochondria.
123 456 7 891011

DISCUSSION

IF1 (ug) This work shows the first structural evidence demon-

, _ _ _ strating that overexpression of the inhibitor proteinfIF
Fig. 4. Reconstitution of recombinant {fnto F, Fo-ATPase of rat liver in . Il rod higher amount of iation
SMP. The shown amounts of {Rvere reconstituted into liver SMP as ,Ca ce (_:e S pro .uces a higher amount o a}ssoc atio
indicated in Materials and Methods and ADaliquots containing 4.9 W'th the mitochondrial BFo-ATP synthase than is found
of protein were withdrawn for measurement of ATPase activity. Inset, in normal cells. We developed a new approach of DSP
the remaining of SMP samples were centrifuged once at 45,000 rpm in cross-linking useful to assay the degree of association
o_rder to remove excess nonreconstituteddRd the SMP pellets were of IF; with the native ATP synthase in SMP. Further-
dissolved directly in SDS-PAGE sample buffer to load 6§ of SMP. more. Westernblot titration experiments allowed estim
Where indicated, 20 mM DTT was added 10 min before gel loading. . ore, weste o ; a, on experiments a 0. € ) €s . a-
Anti-IF; Westernblot was carried out as described before. tion of a _2'f0|d rela“V_e increase of {fexpression in mi=

tochondria and SMP isolated from AS-30D cells relative
to normal rat liver cells. Coimmunodetection @fand

reconstitution experiment as a model for thevivo over- IF; subunits demonstrated that this overexpression is not
expression of IFin cancer cells. Thus, recombinant rat a parallel increase of the wholgfp subunits, but that
liver IF; was reconstituted with SMP devoid ofilBefore IF, is over-expressed in relation to the ATP synthase. Fur-

DSP cross-linking. Reconstitution produced about 90% thermore, our functional (Fig. 2(A)), WB (Fig. 2(B)), and
inhibition of ATPase activity (Fig. 4) with an affinity sim-  immunoprecipitation studies indicate a tendency of AS-
ilar to that previously reported by Lebowitz and Pedersen 30D cancer cells to subexpress thd-f-ATPase. These
(1993) with recombinant rat liver - Western blotting results are in concordance with previous reports where
of these reconstituted samples showed exactly the samea lower amount of f-ATPase was observed in other
DTT-sensitive cross-linking products as in the endoge- cancer cells (Capuanet al, 1996, 1997; Kuzelat al,
nous IR overexpressed in cancer cells (Fig. 4, inset). As 1977). Previous careful estimations have shown that rat
an additional control, we measured thesd©f recom- liver IF; is expressed with a stoichiometry of 0.4;1F
binant IR for the rat liver and hepatoma I, complex molecules per ATP synthase (Schwerzmanal. 1982).
of SMP devoid of Iff by titration and reconstitution ex-  Therefore, our determinations of 2.0-fold increase af IF
periments in order to confirm that the enzyme from hep- expression indicate that this ratio in AS-30D cancerous
atoma retained a similar affinity for JFWe found the cells could be increased to 0.8, or higher, recalling the
same 1Gg of about 0.5ug of IF; (Fig. 4) in liver and apparent lower content of;Fy in comparison with nor-
hepatoma SMP (not shown). Taken together, these experi-mal cells. Thus, as predicted from previous functional
ments demonstrate structurally that the overexpression ofstudies (Chernyalet al., 1994), IR associates to 4
IF1 in AS-30D cells leads to a higher amount of endoge- with better efficiency in cancerous cells than in normal
nous IR associated with the rotor and stator of the ATP cells.
synthase. In functional studies, the release of Iffemonstrated

As a further effort to confirm that the observed by ATPase activation was slower in AS-30D SMP than
IF;-cross-linking products were formed within the intact in the controls, indicating that the Iyl complex formed
F1Fol complex, the latter was immunoprecipitated as we in AS-30D mitochondria contains a higher amount of en-
described before for the bovine heart enzyme (Aggeler dogenous I (Fig. 2). Since the IF cross-linkages ob-
et al, 2002; Minauro-Sanmiguedt al, 2002). We ob- tained in both systems were the same, it seems that only
tained about half the yield of immunoprecipitategFi the yield of I/ cross-linking products was increased in
from hepatoma than from liver SMP, consistent with the AS-30D SMP. According to our saturation curves, this
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Fig. 5. Cross-linking and immunoprecipitation of thgfpl complex from liver and hepatoma
SMP. (A) Rat liver FFgl complex was immunoprecipitated from liver SMP and the purity
and subunit composition was analyzed by SDS-PAGE. The identity of subunits was confirmed
previously for the bovine heart enzyme (Aggedgral, 2002) and subunit composition was
assumed the same for the rat liver enzyme. (B) Before and after DSP cross-linking, liver
and hepatomaif-pl complexes were immunoprecipitated from the corresponding SMP. After
determination of protein, g of immunoprecipitated /o complexes were loaded per lane.
The gel was over-run to improve resolution of ifroducts. The main Bband ran off from the

gel. They-IF1 anda-IF; products were detected in thefgl complex from hepatoma, but not
inthe enzyme immunoprecipitated from liver SMP. A faint band-0F1 product was preserved

in the R Fpl complex from liver SMP. No I product of 46 kDa was detected, however, the
a-IF; andy-IF; products were reduced by previous incubation with 10 mM DTT. The center
empty lane contains molecular weight standards indicated as lines.

higher association of fFwith F1Fq in cancer cells is not ~ACKNOWLEDGMENTS
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