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RESUMEN.

La F1Fo-ATP sintasa es una enzima ubicua que se encuentra virtualmente en
todos los organismos vivos; mediante un mecanismo rotacional, que emplea la
energia proveniente del gradiente electroquimico generado por las cadenas
respiratorias o fotosintéticas, cataliza la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato
inorganico. Existe evidencia de que la enzima es capaz de formar dimeros y

oligbmeros esenciales para la morfologia, estructura y funcion mitocondrial.

En este trabajo, detectamos y aislamos el dimero de la F1Fo-ATP sintasa
mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae mediante el uso de geles nativos
azules y gradientes de glicerol. El alto grado de purificacion, aunado a una
excelente tincion con acetato de uranilo, permitié la captura de una serie de
imagenes bidimensionales en diferentes orientaciones espaciales obtenidas bajo
microscopia electronica (ME) donde se revela, por primera vez, la vista de los
sectores cataliticos (F;i's)desde los canales de protones (Fq's); mostrando de
forma contundente la disposicion de los dos anillos de 10 subunidades 9 (Su.9) y
los conglomerados de los dominios transmembranales de las otras subunidades
gue conforman los segundos dominios de los sectores Fy's asociados a los
cuellos periféricos. Estos Ultimos se resolvieron para cada monémero en la
interfase dimerizante de la estructura analizando las imagenes envista lateral.

Las vistas inferiores de los dimeros de la enzima permiten describir
cambios en los sectores Fg's relacionados con la variacion de la apertura de las
Fi'sen la vista lateral, siendo las formas cerradas las predominantes en el
muestreo, por lo cual proponemos la dinamica del cuello periférico y del segundo
dominio del sector Fo como un sélo ensamblaje.

Finalmente, se desarroll6 el primer modelo 3D del dimero de la F;Fo-ATP
sintasa en angulo de 40°, diseflado a partir de la proyeccion de los datos
generados por ME. El modelo 3D muestra dos ejes axiales de simetria y una

nueva interaccion de los cuellos periféricos con sus correspondientes osfs.



INTRODUCCION.
1. LA MITOCONDRIA.

La mitocondria es un organelo celular, propio de eucariontes, en el que ocurre
una gran variedad de eventos que incluyen: la sintesis de ATP, el ciclo de Krebs,
la p-oxidacion de &cidos grasos, participa también en procesos como la
apoptosis, la homeostasis de calcio y la sefializacion por las especies reactivas
de oxigeno. Las dimensiones de la organela oscilan entre 1 — 2 um de largo por
0.1 — 0.5 um de ancho, encontrdndose constituida por dos membranas cuya
composicién proteica y lipidica varia enormemente: la membrana externa
mitocondrial (MEM) y la membrana interna mitocondrial (MIM). Esta ultima,
presenta invaginaciones que se denominan crestas mitocondriales. Desde los
primeros analisis de microscopia electronica (ME) se ha considerado que las
crestas son pliegues simples de la MIM como se muestra en los esquemas
clasicos de los libros de texto [Figura 1]. Sin embargo, con el desarrollo de la
tomografia electrénica se ha demostrado la complejidad y dinadmica de la MIM

misma que adopta formas tubulares y/o laminares en estado fisiolégico.
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El nuevo modelo dinamico de este organelo (pleomorfico), sugiere que la
MIM se subcompartimentaliza en la membrana interna limitrofe (MIL) y la
membrana interna de crestas (MIC), las cuales se conectan entre si a través de
las denominadas uniones de crestas. Los espacios divididos por todas las
membranas, establecen el espacio intermembranal y matricial, y el
recientemente definido, espacio intracresta cuya composicion depende de la
difusion de metabolitos al formarse la union de cresta (Mannella, 2000; Mannella
y cols, 2001; Frey y cols, 2002).

Los cambios morfoldgicos internos son reflejo del nivel energético de la
mitocondria, existiendo dos estados: (1) el ortodoxo (alta concentracion de ATP),
donde el numero de crestas es bajo y la interaccion con la MIL es minima, y (2)
el condensado (baja concentracién de ATP), en el que hay un incremento subito
del nimero de crestas al igual que de las uniones de crestas, provocando la
contraccion de la matriz mitocondrial [Figura 2].La biogénesis y/o el
mantenimiento de las crestas depende de procesos de fusion y fisién, asi como
de cambios en la composicion proteica y lipidica de la MIM (Mannella, 2006).

Condensado Ortodoxo

Figura 2. La mitocondria es un organelo dindmico. El estado energético de la mitocondria se define por
las concentraciones de ATP y ADP que conllevan a cambios morfolégicos internos. Cuando los niveles de
ATP descienden y los de ADP aumentan; la cantidad de crestas, asi como las uniones de crestas, se
incrementan de forma subita, mientras que la matriz se contrae mejorando la eficiencia de la sintesis de
ATP(Mannella, 2006).



2. LA CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES.

La cadena de transporte de electrones o cadena respiratoria se encuentra
localizada en la MIM y estd formada por cuatro complejos respiratorios
multiproteicos (I, II, Il y 1V).

Figura 3. La cadena de transporte de electrones genera un gradiente electroquimico, el cual es
utilizado por la F1Fo-ATP sintasa para catalizar la formacion de ATP a partir de ADP y P;. La reduccién
del NADH ocurre a nivel del Complejo | mientras que la del succinato, en el Complejo Il. Cuando los
electrones pasan por Complejos I, 11l y IV provocan la translocacién de protones de la matriz mitocondrial al
espacio intracresta, éstos son utilizados por la F1Fo-ATP sintasa para formar ATP, un proceso que conlleva
el regreso de los protones del espacio intracresta hacia la matriz mitocondrial (Lehninger, 2006).

Los electrones derivados de la oxidacion de la glucosa o de los acidos
grasos son transferidos del NADH al Complejo | (NADH:ubiquinona
oxidoreductasa) y de ahi a la ubiguinona; y desde el succinato hacia el FADH;
del Complejo Il (FADH,:ubiquinona oxidoreductasa) y de éste a la ubiquinona.
De la ubiquinona, los electrones pasan al Complejo Il (ubiquinona:citocromo c
oxidoreductasa), subsecuentemente al citocromo ¢ que difunde en el espacio
intracresta para llegar al Complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) y terminar en el
aceptor final, el oxigeno molecular. Cuando los electrones pasan por los
complejos I, 1l 'y IV provocan la translocacion de protones de la matriz
mitocondrial al espacio intracresta. Lo anterior genera un gradiente

electroquimico, el cual es utilizado por la F1Fo-ATP sintasa (Complejo V) para



catalizar la formacion de ATP: proceso que se denomina fosforilacion oxidativa
[Figura 3].

La teoria quimiosmotica de Peter Mitchell propuso y demostré que la
energia proveniente del gradiente electroquimico de protones impulsa a la
sintesis de ATP de manera compatible con modelos de acoplamiento
termodindmicos cercanos al 100% en mitocondrias, cloroplastos y membranas
plasmaticas bacterianas, es decir, el mecanismo quimiosmoético es ubicuo y
eficiente, y considera que la disipacion de energia a través de las membranas es
despreciable, siempre y cuando la permeabilidad membranal intrinseca a los

protones sea minima (Mitchell, 1961).

Las crestas mitocondriales son compartimentos submitocondriales
especializados en la sintesis de ATP debido a que el mayor porcentaje de los
complejos respiratorios reside en éstas estructuras, de acuerdo a resultados de

inmunoelectromicroscopia (IEM) (Gilkerson y cols, 2003; Vogel y cols, 2006).

3. LA F1Fo-ATP SINTASA

La F1Fo-ATP sintasa es una enzima ubicua que se encuentra virtualmente en
todos los organismos vivos; cataliza la sintesis de ATP a partir de ADP y P;
mediante un mecanismo rotacional, que emplea el gradiente electroquimico
generado por las cadenas respiratorias o fotosintéticas derivado de la oxidacién
de nutrientes o de la luz, siendo la responsable de la formacién de
aproximadamente el 95% del ATP generado en la célula.

3.1. COMPOSICION GENERAL.
Funcionalmente, la F;Fo-ATP sintasa esta conformada por dos sectores: una

parte hidrofilica (Fi-ATPasa) la cual contiene a los sitios cataliticos, que se

proyecta hacia el lumen de los tilacoides en cloroplastos, al citosol en bacterias y



a la matriz mitocondrial en eucariontes; y una parte hidrofébica (Fo) responsable
de la translocacion de protones, que se encuentra embebida en todas las
membranas transductoras de energia mencionadas.

Estructuralmente, se puede detallar la presencia de dos cuellos: uno
central y otro periférico (Wilkens y Capaldi, 1998; Wilkens, 2000).

La F1Fo-ATP sintasa de procariontes es la menos compleja, conteniendo
8 subunidades (Su’s) con diferente estequiometria: oz, B3, y1 Y €1 pertenecientes
al sector Fy; y 81, by, a1y co.1spresentes en el sector Fo. La enzima en eucariontes
tiene componentes homélogos y otras proteinas adicionales que estan
involucradas en su estructura y regulacion; la de bovino esta conformada por 16

subunidades mientras que la de levadura por 21 [Tabla 1].

E. coli S. cerevisiae B. taurus
o o o
B B B
Fi Y Y Y
€ 1) )
- € &€
) OSCP OSCP
g Sua Su6 Su 6
o Suc Su9 Su9
- Su8 A6L
Fo Sub Sub (4) Sub
- Sud Sud
- Suf Su f
- Suh F6
- Suilj -
" - Sug Sug
= Estructurales - Su k -
§ - Sue Sue
S ——
5 Inhibidoras - S -
- Sfl2 -

Tabla 1. Subunidades que constituyen a la F1Fo-ATP sintasa de E. coli, S. cerevisiae y B. taurus. La
F1Fo-ATP sintasa de bacteria se conforma por 8 subunidades, mientras que la de bovino y de levadura se
constituyen por 16 y 21, respectivamente. El simbolo negativo indica que la contraparte entre las especies
no existe o no se ha descrito.



La nomenclatura de los homodlogos entre procariontes y eucariontes
difiere, por ejemplo, € y & en bacterias corresponden a 6 y OSCP en eucariontes,
respectivamente, mientras que ¢ de eucariontes no tiene contraparte en
bacterias. Una variacion similar se observa entre eucariontes; la Su.8 y Su.h en
Saccharomyces cerevisiae corresponden a A6L y F6 en Bos taurus,
respectivamente. Ademas, existen subunidades que no tienen contraparte
descrita entre eucariontes inferiores y superiores; Su.k y Su.i (Devenish y cols,
2000; Velours y Arselin, 2000).

Subunidad Gen a.a. Masa molecular (KDa)
a ATP1 510 54.9
B ATP2 478 51.3
y ATP3 278 30.6
5 ATP16 138 14.6
€ ATP15 61 6.6
6 ATP6" 249 27.9
8 ATP8Y 48 5.9
9 ATPOY 76 7.8
b ATP4 209 23.3
d ATP7 173 19.7
e ATP21 (TIM11) 95 10.7
f ATP17 95 10.6
g ATP20 115 12.9
h ATP14 92 10.4

i/j ATP18 59 6.7
k ATP19 68 75
OSCP ATP5 195 20.9
Inh1 INH1 63 7.4
Stfl STF1 63 7.3
Stf2 STF2 83 9.5
Sfl2 YLR327c 84 -

Tabla 2. Subunidades que conforma a la FiFo-ATP sintasa de S. cerevisiae. La enzima de levadura
contiene 21 subunidades diferentes que son mitocondrial (superindice M) o nuclearmente codificadas
(Devenish y cols, 2000; Velours y cols, 2000).

Cuando la célula es privada de oxigeno y el gradiente electroguimico se
colapsa, la enzima tiende a cambiar termodindmicamente de su actividad de
sintesis de ATP a la de hidrdlisis, por lo que también es denominada F;Fo-

ATPasa. En eucariontes existe una proteina que evita la hidrélisis de ATP; la



proteina inhibidora (IF;) en bovino o Inhl en levadura. Asi mismo, se han
descrito factores en S. cerevisiae que inhiben a la enzima (Stfl) o ayudan a la
estabilizacién del subcomplejo de inhibicién (Stf2 y Sfl2) (Hashimoto y cols,
1990a; Hashimoto y cols, 1990b).

En este trabajo nos centraremos al estudio de la F1Fo-ATP sintasa de la
levadura S. cerevisiae. De todas las subunidades que la conforman, tres de ellas
(Su.6, Su.8 y Su.9) son codificadas por el ADN mitocondrial, mientras que las
restantes por el nuclear; al igual que sus contrapartes en mamiferos. En la Tabla
2, se presenta la masa molecular y los genes que codifican cada una de las

distintas subunidades de la enzima.

3.2. MECANISMO CATALITICO ROTACIONAL.

La FiFo-ATP sintasa, puede ser descrita como un motor nanomolecular
conformado de dos partes: (1) el rotor que se compone por Su.9,v,dy¢;y (2) el
estator formado por «, B, Su.6, Su.8, Su.f, Su.i, Su.b, Su.d, Su.h y OSCP. La
parte catalitica de la enzima se encuentra contenida en la subunidadf} y ésta se

asocia con ¢ intercaladamente en un heterohexamero a3 [Figura 4A].

Figura 4.La F1Fo-ATP sintasa es
un motor nanomolecular que se
compone de wun rotor y un
estator. En la enzima de S.
cerevisiae: (A) El cuello central (y, 8
y €) y el anillo de Su.9 forman el
rotor, mientras que el cuello
periférico (Su.b, Su.d, Suh vy
OSCP) fila a asBs con la Su.6
manteniéndose estaticos durante la
sintesis de ATP. (B) La
translocacién de protones ocurre
por la formacion 'y ruptura
secuencial e intermitente de un
puente salino entre la Arg*® de la
Su.6 y la Glu*® de la Su.9 (Stock y
cols, 2000).



Se ha planteado que la primera interaccion de los protones presentes en
el espacio intracresta (translocados por paso de los electrones a través de los
complejos respiratorios I, lll y 1V) con la F1Fo-ATP sintasa ocurre a través de un
hemicanal de entrada, que se forma en la interfase de la Su.6 con una Su.9. Un
protén entra e interacciona con el Glu® de la Su.9 (Asp®* en Su.c de E. coli) lo
gue provoca el movimiento del anillo en una posicion en direccion opuesta al giro
de las manecillas del reloj (visto desde Fihacia Fy), de tal forma que otra Su.9
desprotonada se mantiene en contacto con la Su.6 hasta que otro proton
interacciona con ella para desplazarse nuevamente. La traslacion del anillo de
Su.9 provoca a su vez el movimiento del cuello central (y, d y €); es el giro de y
dentro de a3 quien ocasiona los cambios conformacionales y de afinidad de los
reactivos y productos para catalizar la sintesis del ATP en las interfases o/f
cataliticas.

El heterohexamero asBs se une al cuello periférico formado por las
subunidades b, d, h y OSCP. A su vez, la parte membranal de la Su.b del cuello
periférico esta en contacto con la Su.6 para contrarrestar la inercia rotacional de
Y.

Cuando el primer proton unido a la Su.9 completa los 360° de movimiento
dentro del anillo, se encuentra con la Arg*® de la Su.6 (Arg?*° en la Su.a de E.
coli) la cual repele la interaccion inicial provocando la expulsion del proton por el
hemicanal de salida [Figura 4B]. De ésta manera el proceso de translocacion
del protén, del espacio intracresta hacia la matriz mitocondrial, y la sintesis de

ATP a partir de ADP y P; se completa (Sambongi y cols, 1999).

El ndmero de Su.c (10 en levaduras y mamiferos, 14 en cloroplastos y 9 -
15 en bacterias) tiene profundas implicaciones: cada evento de sintesis de ATP
requiere que y gire 120°, por lo que el cociente H*/ATP es de 3 a 4. La diferencia
de un proton es debido tanto a la variacion estequiométrica de subunidades c
encontradas entre especies como a la existencia de un posible grado de

elasticidad en y (Stock y cols, 2000).



Se ha descrito que la IF; es un inhibidor bidireccional de la FiFo-ATP
sintasa, ya que inhibe las actividades de hidrdlisis y de sintesis de ATP. Las
particulas submitocondriales (PSM’s) de bovino que contienen a la IF; muestran
un retardo que precede la fosforilacién del ADP al re-establecerse el potencial
electroquimico de protones, éste es quien promueve el reacomodo de la IF; en

la enzima para permitir la sintesis de ATP (Gomez-Puyou Yy cols, 1979).

Un papel similar lo lleva a cabo ¢ de bacteria, sin embargo, en este caso
efunciona como un inhibidor unidireccional pues en su conformacion extendida
interacciona con la subunidad y permitiendo la sintesis de ATP pero al mismo
tiempo bloquea la hidrdlisis del nucleétido. En su conformacion compacta, € ya
no interactla con la parte superior de la y rotatoria posibilitando ambas

actividades cataliticas (Feniouk y cols, 2006).

3.3. ESTRUCTURA CRISTALOGRAFICA (Fi-C1o + OSCPY 120 ¢312 Fg> 70,
b79-183)

En 1999, el grupo del Dr. John E. Walker presento la estructura del cristal de F;-
Ci10 de S. cerevisiae determinada por difraccion de rayos X con una resolucion de

3.9 A conteniendo o3B3, v, 8 Y 10 copias de la Su.9 (Stock y cols, 1999).

Las subunidades a y B estan arregladas alternativamente, para formar al
heterohexamero asfs, alrededor de las 2a-hélices entrelazadas antiparalelas de
y. La parte globular de y interactia con el anillo de Su.9 y 6 estad asociada a
dicha seccion de y. La subunidad § tiene dos dominios: un N-terminal de 10
hojas B-plegadas y un C-terminal de 2 a-hélices en forma de horquilla.

Las densidades electronicas de las Su.9 individuales muestran que
consisten de 2 a-hélices unidas por un asa hidrofilica dirigida hacia Fi, éstas
subunidades estdn empagquetadas fuertemente una contra la otra formando en el
homo-oligdmero dos anillos concéntricos de una séla a-hélice. El anillo interior

de las Su.9 (cuya area se piensa debe estar ocupada por fosfolipidos) lo



componen las regiones N-terminales, mientras que los C-terminales conforman
al anillo exterior. La longitud de la a-hélice del anillo interno y externo son 58 Ay
47 A, respectivamente. Las regiones correspondientes del asa polar de cinco
Su.9 (Su.9-1 a Su.9-5) estan cubiertas por 8, mientras que y interactia con dos
Su.9 (Su.9-9 y Su.9-10) y con una que esta en contacto con & (Su.9-1). Por lo
gue, dos tercios de la superficie superior del anillo estan en contacto con la base
del cuello central, involucrando probablemente puentes de hidrogeno [Figura 5].
El cristal de la F1Fo-ATP sintasa presenta una altura de 18.1 nm y el anillo de
Su.9 tiene un diametro externo de 5.5 nm (Stock y cols, 1999).

Figura 5. Estructura cristalografica de la Fi-cio de S. cerevisiae. (A) El mapa de densidad electronica
obtenido por difraccion de rayos X con resolucion de 3.9 A tiene una altura total de 18.1 nm, de los cuales
8.3 nm corresponden al heterohexdmero asfs, 5.0 nm al cuello central y 5.8 nm al anillo de Su.9. (B) La
vista inferior permite observar la disposicion de las dos o-hélices de las 10 copias de la Su.9 que
constituyen al anillo con un didmetro exterior de 5.5 nm. (C) El cristal de la F1-c10 de S. cerevisiae permitié
definir que 3 esta unida a y y éstas a su vez interaccionan con dos tercios de la superficie del anillo de Su.9
para formar el rotor de la enzima e insertarse en asfs (Stock y cols, 1999).

El mismo grupo, mediante la sobre-expresién de los segmentos de la
Su.d*?, F6° % la Su.b™®*¥3(homodloga a la Su.h de levadura) de B. taurus,
resolvié la estructura proveniente del cristal con un limite de resolucion de 2.8 A
del subcomplejo formado por éstas subunidades del cuello periférico en

d3—123

estequiometria 1:1:1 [Figura 6].La Su. esta conformada por 5 a-hélices en



forma de clip y F6°'° es una proteina de 2a-hélices de forma casi lineal: éstas

dos subunidades se asocian al segmento de la Su.b™*®

, una a-hélice curva que
se extiende 160 A en direccion al sector Fo (Kane y cols, 2006).

Estos resultados fueron conjugados a la estructura tridimensional,
determinada por resonancia magnética nuclear (RMN), del segmento de
OSCP*'? de bovino consistente en una serie de 6 a-hélices; las predicciones
indican que el N-terminal de OSCP interacciona, en la parte mas alta de la
enzima, con el N-terminal de amientras que su C-terminal, con el C-terminal de
la Su.b quien se extiende hasta Fy para atravesar en dos ocasiones a la MIC y
exponer su N-terminal al espacio matricial. Un dominio transmembranal (DTM)
de la Su.b estaria en contacto con la Su.6 evitando el movimiento de asf3; y la

Su.6 durante el movimiento del rotor (Walker y Kane, 2006).

Figura 6. Estructura cristalografica parcial del
cuello periférico de B. taurus. (A) OSCP*'? se
localiza en la parte mas alta del heterohexamero
asPs. El N-terminal de OSCP se une al N-terminal de
o mientras que su C-terminal, con el C-terminal de
la Su.b. El cristal del subcomplejo de d****-F6>"
- b con resolucion de 2.8 A, revela que la
Su.d*® y F6°™ se asocian a la Su.b™'®® para
elongarse en direccion al sector Fo. (B) La Su. b’%*#
(rosa) es una o-hélice curva de 160 A. La Su.d®
1%(anaranjado) esta confomada por 5 o-hélices en
forma de clip; y F6°™° (verde) es una estructura
abierta de 2a-hélices (Kane y cols, 2006).

3.4. ESTUDIO DEL SECTOR FoNO CRISTALIZADO.

El sector Fo de la enzima de levadura esta conformado por 3 subunidades
hidrofébicas importantes que se codifican mitocondrialmente (Su.6, Su.8 y Su.9)
y otras, nuclearmente (Su.b, Su.f, Su.i, Su.e, Su.g y Su.k).

La porcion del sector Founido al anillo de Su.9 de la F1Fo-ATP sintasa
(segundo dominio del sector Fo[Su.6, Su.8, DTM’s de la Su.b, Su.f, Su.i, Su.e

y Su.g]), no ha sido cristalizada.



Subunidad 6. Es homodloga a la Su.a en E. coli. La conforman 249 a.a.
[Tabla 2] que se predicen contener 5 DTM’s cuyo N-terminal se encuentra
dirigido al espacio intracresta mientras que el C-terminal, hacia el matricial. La
Su.6 interacciona con el anillo de Su.9 para formar los hemicanales de entrada y
salida; en la posicion 186 contiene a la Arg que esta involucrada en la
translocacion de protones [Figura 4B]. Para estabilizarse dentro de la enzima la
Su.b (Duvenzin-Caubet y cols, 2006), Su.i (Arnold y cols., 1999), Su.d, Su.8, Su.f

y Su.h (Velours y Arselin, 2000)deben estar correctamente ensambladas.

Subunidad 8. Su homéloga en bovino es A6L. Esta formada por 48 a.a. y
atraviesa a la MIC en una s6la ocasion (1 DTM)dirigiendo su N-terminal hacia el
espacio intracresta y el C-terminal, al matricial. Dicha subunidad no esta
involucrada en la funcidén de los hemicanales, sin embargo, se requiere para el
correcto ensamblaje de la Su.6. Asi mismo, su correcta unién a la enzima

depende de la presencia de la Su.f (Velours y Arselin, 2000).

Subunidad b. Esta formada por 209 a.a., posee 2 DTM’'s y un asa
hidrofilica corta (residuos 46-56) dirigiendo su N- y C-terminal al espacio
matricial, siendo este Ultimo quien esta en contacto con OSCP localizado en la
parte mas alta de F; [Figuras 4A y 6] (Velours y Arselin, 2000). Su ensamblaje

permite la unién de Su.6 (Duvenzin-Caubet y cols, 2006).

Subunidad f. Esta conformada por 95 a.a. y posee 1 DTM dirigiendo su
N-terminal al espacio matricial mientras que el C-terminal, al intracresta. Su
presencia es necesaria para el correcto ensamblaje de la Su.6 y Su.8 (Velours y
Arselin, 2000). Ademas, la presencia de la Su.f depende de la expresion de Su.e
(Arnold y cols, 1998).

Subunidad i. Esta subunidad ha sido nombrada como Su.i (por el grupo

del Dr. Jean Velours) y Su.j (por el grupo de la Dra. Rosemary Stuart) aunque se



trata de la misma entidad. Es una proteina de 59 a.a. con 1 DTM; exponiendo su
N-terminal en espacio matricial y su C-terminal, al intracresta. Su presencia se

requiere para el ensamblaje de Su.6 y Su.f (Arnold y cols, 1999).

Estudios de entrecruzamientos han determinado la proximidad del cuarto
dominio transmembranal de la Su.6 (Su.6-DTM4) con el Su.9-DTM2;la Su.i con
la Su.f; el Su.6-DTM1 con la Su.f; y el Su.6-DTM1 con el Su.6-DTM2, el
Su.b-DTM2 y la Su.i, mientras que a una mayor distancia se obtiene entre el
Su.b-DTM2 con la Su.f (Devenish y cols, 2000;Velours y cols, 2000; Velours y
Arselin, 2000, Weimann y cols, 2008),éstos datos describen la topografia
hipotética dentro del Fy no cristalizado de S. cerevisiae [Figura 7]. Por otro lado,
se ha reportado un entrecruzamiento entre la A6L con la Su.g en B. taurus
(Belogrudov y cols, 1996), sin embargo no existe la correspondiente
corroboraciéon en levadura (Su.8-Su.g). Las Su.e, Su.g y Su.k se discutiran mas

adelante.

Figura 7. Modelo topogréfico del sector Fop embebido en la membrana intracresta de S. cerevisiae. En
el esquema se muestran los DTM'’s de cada subunidad vistos desde el espacio intracresta, los cuales son
enumerados en la parte inferior. Las asas hidrofilicas son representadas por lineas que interconectan a los
circulos. Ny C en el centro se refiere al amino y carboxilo terminal, respectivamente. La Su.e y la Su.g s6lo
se encuentran presentes cuando la enzima de levadura adopta una forma dimérica u oligomérica. El fondo
gris representa a la MIC mientras que las flechas dentro del anillo de Su.9 indica el movimiento que
describe el oligébmero durante la translocacion de protones en la sintesis de ATP. Modelo adaptado de
Velours y Arselin, 2000.



3.5. OBSERVACION DEL MONOMERO DE LA ENZIMA BAJO
MICROSCOPIA ELECTRONICA.

La observacion y estudio bajo ME de la F1Fo-ATP sintasa no s6lo ha permitido
definir la presencia delos cuellos central y periférico (Wilkens y Capaldi, 1998;
Wilkens, 2000) sino que complementado con técnicas como la IEM, la cual
emplea anticuerpos contra segmentos de alguna regidn nativa o introducida por
mutagénesis, ha permitido localizar espacialmente algunas subunidades de la
enzima como o en E. coli (Wilkens y cols, 2000) y Su.h en S. cerevisiae
(Rubinstein y cols, 2005).

Aln mas, se ha obtenido el mapa electronico 3D de la F1Fo-ATP sintasa
completa [Figura 8A] con una resolucion de 32 A mediante la conjugacion de
imagenes 2D de crioelectromicroscopia de la enzima aislada por cromatografia
(Rubinstein y cols, 2003). Las dimensiones de la enzima bajo ME son
aproximadamente 22 nm de altura X 12 nm de ancho X 12 nm de profundidad
(Wilkens, 2000), la variacion que se presenta en la literatura depende de la
técnica de aislamiento, del método de contraste utilizado, y de manera

importante, del limite de resolucion del microscopio electrénico empleado.

Contando con el mapa electronico 3D y los datos cristalograficos
correspondientes al F;-c1o de S. cerevisiae y parcialmente del cuello periférico
(OSCPM 20 ¢3123. F>70.p"9183%)  de B. taurus; se ha podido realizar una
superposicion, describiendo un gran porcentaje de la estructura de la enzima
[Figura 8B] y se ha propuesto la posicion de los dominios transmembranales de
la Su.b, Su.6 (Su.a en B. taurus), Su.e y Su.g [Figura 8C]. La localizacién de las
dos ultimas subunidades se obtuvo al comparar el modelo 3D de la enzima
monomeérica de S. cerevisiae con el de B. taurus [Figura 8D] (Lauy cols, 2008),
teniendo en cuenta que éstas subunidades se inmunolocalizan por réplica de

Western en extracciones monomeéricas de bovino (Belogrudov y cols,



1996),mientras que en S. cerevisiae no se detecta su presencia en la fraccion

monomeérica sino soélo en sus dimeros y oligobmeros(Arnold y cols, 1998).

Figura 8. Modelos 3D obtenidos por crioelectromicroscopia. (A) El modelo 3D de la F1Fo-ATP sintasa
de S. cerevisiae se obtiene por algoritmos computacionales que fusionan un conjunto de imagenes en 2D
obtenidas por crioelectromicroscopia (B) La superposicion de los datos cristalograficos de la Fi-cip de S.
cerevisiae (en gris) y la porcion del cuello periférico de B. taurus (OSCP™* en azul, Su.d**® en
amarillo,F6>"° en verde y Su.b”®*® en rosa) son concordantes con el mapa 3D de la enzima. (C) El andlisis
en la parte inferior del modelo 3D (lineas punteadas en B) muestra el lugar hipotético de la Su.a (Su.6 en
levadura) y de los DTM’s de la Su.b. El rea blanca en el interior corresponde al anillo de 10 subunidades 9.
Asi mismo, (4) comparando los modelos tridimensionales de la enzima de S. cerevisiae (estructura solida
gris) y de B. taurus (enrejado) se ha propuesto la posicion de las Su.e y Su.g (area verde en el sector Fo)
dado que éstas se detectan en el monémero de la enzima de bovino y no en el monémero de levadura
(Lauy cols, 2008).

4. SUPERCOMPLEJOS RESPIRATORIOS.

Mediante el empleo de detergentes suaves y el corrimiento electroforético en
geles de poliacrilamida nativos azules o claros (BN-PAGE y CN-PAGE,
respectivamente) y segundas dimensiones desnaturalizantes (2D-SDS-PAGE)
se ha podido aislar y caracterizar los complejos presentes en la MIC (Schagger y
Von Jagow, 1991; Schéagger y cols, 1994). Los complejos respiratorios no solo
se obtienen de manera monomeérica sino que se han descrito asociaciones entre
ellos, que en general son denominados supercomplejos respiratorios. La
estabilidad de éstos supercomplejos durante su extraccion depende de factores
como la cantidad y tipo de detergente utilizado, el espécimen solubilizado y la

técnica de aislamiento (Boekema y Braun, 2007).



41. SUPERCOMPLEJOS DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE
ELECTRONES.

De los cuatros complejos que conforman la cadena de transporte de electrones
s6lo tres de ellos (I, Ill y IV) interaccionan para formar supercomplejos con
diferente composicion y estequiometria, por ejemplo I+, H+IVi, Y
I+IlI,+1V14 (Boekema y Braun, 2007). Su estudio no sélo se ha limitado a su
identificacion en geles nativos y desnaturalizantes, sino que al igual que la F1Fo-
ATP sintasa, diferentes grupos de investigacion se han dado a la tarea de
observarlos bajo ME, proponer la disposicién espacial mediante el empalme con
los cristales correspondientes y generar modelos 3D (Heinemeyer y cols, 2007).
Se ha propuesto que la formaciébn de éstos supercomplejos aumenta la
eficiencia en la transferencia de los electrones de un complejo respiratorio a otro
(Vonck y Schéafer, 2009).

4.2. DIMEROS Y OLIGOMEROS DE LA F;Fo-ATP SINTASA.

El revelado por actividad de ATPasa en geles nativos donde se cargan muestras
de mitocondrias solubilizadas con detergentes suaves como la digitonina,
permite la identificacion de una serie de bandas correspondientes al monémero,
homodimero y homo-oligébmeros (Krause y cols, 2005),formados por nameros

pares de la estructura monomeérica (Wittig y cols, 2006), de la F1Fo-ATP sintasa.

4.2.1. SUBUNIDADES DIMERIZANTES Y OLIGOMERIZANTES.

A través de 2D-SDS-PAGE se establecio que la Su.e, la Su.g y la Su.k estan en
el dimero y en los oligobmeros de la F1Fo-ATP sintasa de S. cerevisiaey no en su
forma monomérica [Figura 7]. Asi mismo, mutantes con ablacién de la Su.e o la
Su.g carecen de dimeros y oligdbmeros en solubilizados con Triton X-100 (Arnold
y cols, 1998).



Subunidad e. Es una proteina conformada por 95 a.a (Unica Cys®).

Contiene 1 DTM (residuos 4-21) en el cual se localiza un motivo GXXXG, cuya
mutacion provoca la desestabilizacion de los dimeros de la enzima. Su C-
terminal se encuentra dirigido al espacio intracresta conteniendo una secuencia
gue promueve la formacion de estructuras entrecruzadas (residuos 27-57) que
son las responsables directas de la dimerizacién de la subunidad y otorga a la
Su.g una disposicion espacial que evita su degradacion por las proteasas
presentes en la MIC(Everard-Gigot y cols, 2005; Bornhévd y cols, 2006).

Subunidad g. Proteina formada por 115 a.a. ((nica Cys’) con 1 DTM
que envia su C-terminal al espacio intracresta y, por ende, al N-terminal al
matricial. Su presencia permite la coexpresion de la Su.k mientras que su
estabilizacion depende de la presencia del motivo GXXXG y del N-terminal de la
Su.e (Arnold y cols, 1998; Bornhévd y cols, 2006). Por entrecruzamientos se
demostré que la Su.g esta en contacto con Su.b-DTM1[Figura 7] (Soubannier y

cols, 2002) y con la A6L en la enzima de B. taurus(Belogrudov y cols, 1996).

Subunidad k. Proteina periférica que se localiza del lado del espacio
intracresta, esta constituida por 68 a.a. A pesar de haberse detectado sélo en el
dimero de la enzima y que su expresion depende de la presencia de la Su.g; no
es esencial para la dimerizacion ni para la actividad de la F1Fo-ATP sintasa
(Arnold y cols, 1998).

Considerando que: (1) la F1Fo-ATP sintasa so6lo contiene una copia de la
Su.e y de la Su.g (Arnold y cols, 1998; Bisetto y cols, 2008); (2) estudios de
entrecruzamiento han revelado la presencia de aductos como Su.e-Su.e ySu.e-
Su.g (Belogrudov y cols, 1996; Weimann y cols, 2008); y (3) que solubilizados
mitocondriales de mutantes demuestran que las Su.e y Su.g por si mismas
pueden formar dimeros de la enzima pero su presencia conjunta aumenta la

estabilidad de dicha estructura en comparacidbn con su presencia unitaria



(Arselin y cols, 2004), se deduce que dos enzimas monoméricas estarian

formando el dimero por contacto de Su.e-Su.e, Su.g-Su.g y/o Su.e-Su.g.

Por otra parte, la introduccidon por mutagénesis de una Cys en el asa
hidrofilica de la Su.b, localizada en el espacio intracresta [Figura 7], permitio la
descripcion de la asociacion Su.b-Su.b dentro de una cepa silvestre (Spannagel
y cols, 1998) y en las mutantes Ae y Ag (Paumard y cols, 2002).

En estudios de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(FRET), donde los fluoréforos fueron introducidos en la Su.b, se demostro in vivo
la cercania de los dimeros de la F;F,-ATP sintasa dentro de una cepa silvestre
yen la mutante Ae; por lo que la interaccion Su.b-Su.b es capaz de formar una
asociacion diferente de la enzima monomérica, la cual es mas labil a la
solubilizacion con digitonina (Gavin y cols, 2005). Ablaciones consecutivas de
los aminoacidos que conforman el asa hidrofilica de la Su.b han revelado que
especificamente ésta seccion es la que estabiliza la uniébn de dimeros para
formar los oligdbmeros de la enzima en cepas silvestres (Weimann y cols, 2008).

Adicionalmente, otros estudios han demostrado las interacciones
diméricas Su.i-Su.i y Su.h-Su.h en cepas Ae y Ag por formacion de un puente
disulfuro al introducir Cys en las subunidades correspondientes (Fronzes y cols,
2006).

Concluyendo, la oligomerizacion de la F;Fo-ATP sintasa conlleva dos
tipos de asociaciones: la intradimérica que se realiza dentro del sector Fo (Su.e
y Su.g) y la interdimérica que ocurre en el sector Fy (asa hidrofilica de la Su.b y
Su.i) y por interaccién de los cuellos periféricos (Su.h) (Giraud y cols, 2002;
Wittig y Schégger, 2008). Recientemente, se ha descrito la interaccion Su.6-Su.6
para formar la entidad estable (cio-a)2 en solubilizados de mitocondrias de
bovino (Wittig y cols, 2008).



4.2.1.1. FENOTIPO DE MUTANTES CON ABLACION DE SUBUNIDADES
DIMERIZANTES U OLIGOMERIZANTES.

Las mutantes Ae y Ag presentan un lento crecimiento en medios no
fermentables, la sintesis e hidrélisis de ATP no se ven afectadas aunque no se
ha reportado un estudio sistematico de éstas actividades, en sus mitocondrias se
observan discos concéntricos en forma de ‘aros de cebolla’ (Arselin y cols,
2004), la formacién de los supercomplejos entre los complejos Il y IV se ve
afectada (Saddar y cols, 2008) y el potencial de membrana disminuye, motivo
por el cual del 10% al 40% de la poblacién pierde parcial (p)) o totalmente (p°) el
ADN mitocondrial (Bornhdvd y cols, 2006;Duvenzin-Caubet y cols, 2006).

La ablacion del asa hidrofilica (Weimann y cols, 2008), del primer DTM
(Soubannier y cols, 2002) o toda la Su.b (Paumard y cols, 2002) produce,
similarmente, cepas cuyas crestas mitocondriales se presentan en forma de
‘aros de cebolla’ y del 30%al40% son p/p°. Drasticamente, se ha observado la
ausencia total de crestas cuando se realizan mutaciones que afectan el
ensamblaje del heterohexdmero asP; de la enzima como en Aa y A, siendo
incapaces de sintetizar ATP por fosforilacion oxidativa (Lefebvre-Legendre y
cols, 2005).

Considerando lo anterior, se propone que la morfologia tubular (Gavin y
cols, 2004) y el potencial de membrana (Bornhévd y cols, 2006) dependen del
correcto ensamblaje de los dimeros y oligdmeros de la F1Fo-ATP sintasa.

4.2.2. OTRAS PROTEINAS CON PROBABLE IMPLICACION EN LA
DIMERIZACION.

La proteina inhibidora de bovino (IF;) esta conformada por 84 a.a. El C-terminal
(residuos 46 - 84) tiene una secuencia capaz de dimerizar y tetramerizar a pH
menor y mayor de 6.5, respectivamente (Cabezén y cols, 2002), mientras el N-

terminal (residuos 14 - 47) inhibe la enzima al unirse en la interfase a/p. Se ha



propuesto la presencia de una bisagra (residuos 46 - 56), entre los dominios
dimerizantes e inhibitorios que otorgan cierta flexibilidad a la proteina
(Dominguez-Ramirez y cols, 2006). La IF; se mantiene unida a la FiFo-ATP
sintasa monomeérica por medio de la interaccion de su C-terminal con OSCP
(Zanaotti y cols, 2004).

Se ha demostrado que la IF; dimeriza a la F; (Cabezon y cols, 2000;
Dominguez-Ramirez y cols, 2001) y a la F1Fo-ATP sintasa (Garcia y cols, 2006)
al formar un puente cruzado IF;-IF; inhibiendo a ambos F;'s. De manera
contrastante, la Inhl y la Stfl de levadura tienen una menor tendencia a
dimerizar aunque también forman dimeros labiles en solucion (Cabezén y cols,
2002). Ademas, la ablacion Unica o combinada de Inhl, Stfl, Stf2 y Sfl2, no
altera la formacion del dimero de levadura (Dienhart y cols, 2002).

Por otra parte, existen indicios por réplica de Western y/o bajo ME de que
el acarreador de adenin nucledtidos (AAN) se asocia ala forma monomérica
(Chen y cols, 2004), dimérica y oligomérica de la enzima (Wittig y Schéagger,
2008). Sin embargo, no existen datos exactos sobre la relacion del AAN con

dichas estructuras o si ésta favorece o no a la dimerizacion u oligomerizacion.

4.2.3. OBSERVACION DEL DIMERO DE LA ENZIMA BAJO MICROSCOPIA
ELECTRONICA.

Con el advenimiento de la ME, la microscopia de fuerza atébmica (MFA) y el
desarrollo de técnicas como la reconstruccion tomografica (RT), coadyuvado con
la informacién bioquimica, el conocimiento del mundo microscopico esta siendo

revolucionado.

4.2.3.1. DIMEROS IN SITU.

Los primeros estudios se remontan a mas de 45 afios, cuando la observacion

bajo ME de las PSM’s de corazén de bovino en tincidn negativa permitieron la



descripcion de unas estructuras predominantes en forma de paletas u hongos
[Figura 9], las cuales en estudios subsecuentes de remocion y reconstitucion,
donde se pierde y recupera la actividad de sintesis e hidrélisis de ATP,
mostraron contener la parte catalitica de la enzima que fue denominada
Fi1(Fernandez-Moran, 1962; Kagawa y Racker, 1966).

Figura 9. Micrografia electrénica de las
particulas submitocondriales de corazén
de bovino en tincién negativa. En la
imagen se observa la presencia de
; , estructuras en forma de paleta u hongo

) A A A ¥ (flecha negra) que estudios subsecuentes
%‘ ' de remocién y reconstitucién mostraron ser

Mi\ € el sector F; de la FiFo-ATP sintasa

I

(Kagawa y Racker, 1966).

Las impresiones en bajo relieve de las crestas mitocondriales de
Paramecium multimicronucleatum, obtenidas por congelamiento rapido y
capturadas bajo ME [Figura 10A], permitieron describir una serie de estructuras
esféricas dirigidas al espacio matricial (Allen y cols, 1989). Dada la morfologia de
la F1Fo-ATP sintasa desde una vista superior (F1) se sugirié que su asociacion
dimérica provocaria la curvatura de la MIM y su unién polimérica generaria
crestas tubulares con un didmetro de 50 nm [Figura 10C] (Allen, 1995). La
observacion de los oligdbmeros de la enzima, ha sido corroborada por varios
reportes usando mitocondrias y/o PSM'’s de: S. cerevisiae (Dudkina y cols, 2006;
Thomas y cols, 2008), Polytomella (Dudkina y cols, 2005), higado de rata y
corazon de bovino (Strauss y cols, 2008).

Adicionalmente, mediante el empleo de la MFA se ha analizado la
formacion de los oligdbmeros de la F1Fo-ATP sintasa de S. cerevisiae desde la
MIC (Fo's) [Figura 10B]. Esta tecnologia detall6 la posicion espacial de los
canales de protones y de 3 densidades circulares que corresponden a los DTM’s
de las otras subunidades que conforman los segundos dominios de los sectores

Fo's. Asi mismo, se describid la existencia de dos tipos de dimeros cuyos puntos



mas distantes de los anillos de Su.9 miden 15 nm [Figura 10D] y 10 nm [Figura
10F]. Se ha propuesto que el dimero con una mayor distancia corresponde al
estado de sintesis de ATP y es capaz de unirse a otros dimeros para
oligomerizar [Figuras 10B y 10E], mientras que el dimero més cerrado se forma
durante la inhibicién de la hidrolisis de ATP y no oligomeriza [Figuras 10B y
10F] (Buzhynskyy vy cols, 2007).

Figura 10. Observaciones microscopicas de los oligdmeros de la F1Fo-ATP sintasa. El andlisis de las
imagenes capturadas bajo ME usando las impresiones en bajo relieve obtenidas por congelamiento rapido,
permitieron la descripcion de cadenas formadas por Fi's (circulos blancos) a lo largo de las curvaturas de
las crestas mitocondriales de Paramecium micronucleatum (A); el modelo propone que la oligomerizacion
dela F1Fo-ATP sintasa promueve la protrusion de la MIM provocando la formacién de crestas tubulares con
un diametro de 50 nm (Allen y cols, 1989) (C). Estudios bajo MFA en S. cerevisiae (B), muestran un patrén
similar para los Fo's (anillos de Su.9 y3 densidades que corresponden a los DTM'’s de las otras subunidades
qgue conforman a los segundos dominios de dichos sectores). Se resolvieron dos tipos de dimeros cuyos
puntos mas distantes de los anillos de Su.9 estan a 15 nm (D y delineado blanco en B) y a 10 nm (F y
delineado amarillo en B); la disposicion de las subunidades del sector Fo depende de la actividad de
sintesis (E) o hidrolisis (G) de ATP (Buzhynskyy y cols, 2007).

En la actualidad, se cuenta con la primera RT de una cresta tubular
mitocondrial de higado de rata con un didmetro de 34 nm [Figura 11A], el
dimero de la F1Fo-ATP sintasa presente [Figuras 11B y 11C] tiene un angulo de
70°, con una distancia entre F;-F; de 28 nm y entre los centros Fo-Fo de 13 nm.

Por otro lado, en corazon de bovino [Figuras 11D y 11E] el angulo oscila entre

55°y 95°, Funcionalmente se ha estimado que la curvatura de la MIC provoca el



incremento localizado del pH en 0.5 unidades, aumentando la eficiencia de la

enzima para sintetizar ATP (Strauss y cols, 2008).

Figura 11. Reconstruccidon tomografica de crestas mitocondriales. A través de la serie de imagenes
capturadas bajo crioelectromicroscopia, se realiz6 la RT de una cresta tubular con un diametro de 34 nm
localizada en una mitocondria de higado de rata (A), sus dimeros (B y C) presentaron una apertura de 70° y
una distancia de 28 nm y 13 nm entre Fi1-F; y los centros Fo-Fo, respectivamente. Por otra parte, los
dimeros de bovino (D y E) tuvieron una variaciéon de apertura que oscila entre 55° y 95°. Las figuras B 'y D
representan los volumenes promedio de una serie de dimeros in situ, mientras que las figuras C y E son los
mapas de contornos bidimensionales de los voliumenes anteriores. En amarillo la F1, en gris la MIM y en
blanco estructuras proteicas no definidas (Strauss y cols, 2008).

4.2.3.2. DIMEROS AISLADOS.

El enriquecimiento de los solubilizados mitocondriales con digitonina por
gradientes de glicerol o sacarosa ha permitido obtener muestras lo
suficientemente puras para su observacion directa bajo ME. Dimeros de la F1Fo-
ATP sintasa aislados de B. taurus (Minauro-Sanmiguel y cols, 2005), Polytomella
(Dudkina y cols, 2005) y S. cerevisiae (Dudkina y cols, 2006; Thomas y cols,
2008) han sido reportados.

En B. taurus se resolvié por primera vez la estructura para el dimero de la
enzima, definiéndose un angulo de 40° entre los cuellos centrales de los
monomeros [Figura 12A]; posteriormente, en S. cerevisiae, se observaron dos
familias con angulos de 35° [Figura 12B] y 90° [Figura 12C]; y en Polytomella
sp, una soéla formacion dimérica de 70° [Figura 12D]. Estudios recientes han



definido la existencia de al menos 6 tipos diméricos en S. cerevisiae (Thomas y
cols, 2008). Se ha planteado que las diferentes aperturas depende de la forma
en la que el detergente disocie a los oligomeros, definiéendo sea los dimeros
verdaderos (estructuras abiertas) ya los pseudo-dimeros (estructuras cerradas).
Los cuellos periféricos de éstos ultimos no son observables debido a que,
probablemente, se localizan detras de los cuellos centrales mientras que en el
dimero verdadero son visibles en una vista lateral [Figuras 12B y 12C] (Dudkina
y cols, 2006).

Figura 12. Dimeros aislados observados bajo microscopia electrénica. Los dimeros de diferentes
especies han sido aislados a través de gradientes de glicerol o sacarosa: (A) Bos taurus, presentd un
dimero Unico con una amplitud de 40°, se propone que el puente generado en las Fo's (flecha negra) es
debido a la dimerizacién de la Su.e mientras que el formado en las Fi's, a la dimerizacion de IF;
(Minauro-Sanmiguel y cols, 2005); (B y C) S. cerevisiae, se detall6 la existencia de dos dimeros cuyos
angulos son de 35° y 90°, respectivamente, la flecha blanca en C indica el probable cuello periférico en la
interfase de la estructura dimérica (Dudkina y cols, 2006); y (D) Polytomella, se describié un dimero de
70°(Dudkina y cols, 2005), las estructuras superiores corresponden a varias proteinas denominadas ASA’s
(Vazquez-Acevedo y cols, 2006).

En la imagen promedio de B. taurus se presentan dos puentes: uno que
une a los F;’s y un segundo a los Fq's, se ha propuesto que éstos corresponden
a la dimerizacion de la IF; y la Su.e, respectivamente(Minauro-Sanmiguel y cols,
2005). Dado que la proteina inhibidora promueve y estabiliza a la estructura
dimérica de laF;Fo-ATP sintasa en corazon de bovino y en higado de rata
(Garcia y cols, 2006),la IF; forma una estructura cruzada en la interfase del

dimero que explica tanto su papel inhibitorio como el dimerizante [Figura 13].

Por otro lado, la forma dimérica de la enzima de Polytomella sp. no es
representativa de la mayoria de los organismos mitocondriados, dado que en
éste dimero en particular no estan presentes las proteinas que forman el cuello



periférico (OSCP, Su.d, Su.h ySu.d). En su lugar existen otras proteinas
asociadas a la F1Fo-ATP sintasa denominadas ASA’s (Vazquez-Acevedo Yy cols,
2006).

Figura 13. Modelo hipotético para el
dimero de la FiFo-ATP sintasa de
bovino. Dos enzimas monomeéricas
estarian en contacto a nivel de los Fq's por
la Su.e, Su.g y otras que participarian en
la formacion de un puente inferior. Las
IF1's de cada monomero interaccionarian
con el N-terminal unido a la interfase o/p
del mondmero contrario para crear un
puente superior que se resolvid bajo ME
[Figura 12A], muy probablemente, otras
subunidades pertenecientes al cuello
periférico (no mostrado) participen en el
establecimiento de dicho puente (Garcia y
cols, 2006).

Hasta este punto, en el caso de los dimeros de la F1Fo-ATP sintasa de
S. cerevisiae: (1) se han presentado imagenes bidimensionales en vista lateral
con baja resolucion las cuales no describen correctamente a los dos cuellos
periféricos en la interfase dimerizante; (2) se ha observado que la union de los
monomeros ocurre primordialmente en los Fg's; (3) la alta densidad en los
sectores Fg's indica que las imagenes que se utilizaron para su promedio
carecieron de uno o ambos sectores Fi’'s y (4) existe una discrepancia entre el

ndamero de dimeros descritos en éste espécimen.

El presente trabajo pretende obtener una mejor preparaciéon del dimero de
la F1Fo-ATP sintasa de S. cerevisiae y con ello describir la estructura dimérica
bajo ME con calidad y resolucion superiores a las publicadas. De ser posible, se
utilizaran las estructuras promedio en varias orientaciones para generar un
modelo estructural en 3D teniendo como referencia a las estructuras cristalinas

de la enzima mitocondrial que se han resuelto hasta la fecha.



OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Purificar el dimero de la FiFo-ATP sintasa mitocondrial de Saccharomyces
cerevisiae, para resolver su estructura bajo microscopia electronica de transmision

y realizar su modelado estructural.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Purificar las mitocondrias de la levadura Saccharomyces cerevisiae cepa
silvestre W303-1A.

2. Detectar la presencia del dimero y monémero de la F1Fo-ATP sintasa en
solubilizados mitocondriales con digitonina mediante BN-PAGE. Asi como,
la presencia de algunas subunidades (o, B, Inh1, Su.e y Su.g) por 2D-SDS-
PAGE y/o réplica de Western.

3. Observar las mitocondrias en células completas mediante microscopia
electronica de transmision.

4. Enriquecer el dimero de la FFo-ATP sintasa solubilizado con digitonina
mediante el uso de gradientes de glicerol.

5. Observar bajo microscopia electronica de transmision la presencia de los
dimeros aislados.

6. Capturar un niamero de campos que permitan la seleccién de al menos
5000 imagenes de la mas alta calidad de dimeros aislados.

7. Obtener las familias correspondientes a las particulas seleccionadas y
describir la frecuencia de los dimeros presentes.

8. Generar el modelo 3D del dimero de la F;Fo-ATP sintasa con las familias de

mas alta frecuencia.



HIPOTESIS.

1. La obtencion de una preparacion de mayor pureza y estabilidad de los
dimeros de la F1Fo-ATP sintasa de mitocondrias de S. cerevisiae debe
permitir la captura bajo microscopia electronica de un mayor numero de
particulas en estado nativo, cuyo analisis mejore la calidad y resolucién de

las imagenes reportadas en la literatura.

2. La generacion de familias de mayor calidad en varias orientaciones debe
facilitar elmodelaje tridimensional del dimero de la enzima basado en una
referencia estructural diseflada a partir de los datos cristalograficos
disponibles de las diferentes subunidades que conforman a la FiFo-ATP

sintasa.



RESULTADOS.

1. La cantidad del dimero de la F;Fo-ATP sintasa extraido depende

de la concentracion de digitonina empleada.

Las mitocondrias de la cepa silvestre W303-1A se solubilizaron en presencia de
diferentes concentraciones de detergente (0.5 - 6 mg de digitonina / mg de
proteina) y los sobrenadantes de la ultracentrifugacion se sometieron a BN-
PAGE. La tincién del gel con azul de Coomassie [Figura 14A] y revelado por
actividad de ATPasa [Figura 14B] permitieron definir la presencia de los
monomeros y dimeros de la F;F,-ATP sintasa, ademas de una serie de bandas
superiores, observadas so6lo por su actividad hidrolitica, que de forma general

referimos como oligdbmeros de la enzima.
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Figura 14. Curva de solubilizacion con digitonina para W303-1A. Las mitocondrias de la cepa
silvestre W303-1A, se solubilizaron en presencia de diferentes concentraciones de digitonina: 90 ug de
cada muestra se sometieron a BN-PAGE del 4% al 11%. Los geles se revelaron por tincion de azul de
Coomassie (A) o por actividad de ATPasa (B). Los nimeros superiores indican los mg de digitonina por
mg de proteina empleados durante la solubilizacion; y los inferiores, corresponden a la relacién
dimero/monémero de los datos densitométricos obtenidos para cada banda en el gel de actividad. V:
monémero (~600 KDa), V2: dimero (~1200 KDa) y V,: oligémeros de la F1Fo-ATP sintasa. lll,+IV (~650
KDa) y lll;+1V; (~850 KDa): supercomplejos formados por dos ubiquinona:citocromo ¢ oxidoreductasas y
uno o dos citocromos c oxidasas, respectivamente. El gel de actividad se presenta en colores invertidos.



Densitométricamente, una disociacion del 50% del dimero de la F1Fo-ATP
sintasaocurrio al elevarse 2.5 veces la concentracion del detergente, ya que, la
relacion dimero/mondémero se modificé de 1.8 a 0.9 al pasar de 2 a 5 mg de
digitonina / mg de proteina [Figura 14B].Concluyendo, existe una relacion
inversa entre la cantidad de dimero extraido de mitocondrias de levadura y la

concentracion de digitonina empleada.

2. Las mitocondrias de W303-1A presentan crestas tubulares.

Como control interno ratificamos la existencia de dimeros y mondémeros
activos de la F1Fo-ATP sintasa en el solubilizado de las mitocondrias de W303-
1A [Figura 15A] asi como la presencia de la Su.e, la Su.g y la Inh1 [Figura 15B]
por réplica de Western. Los estudios de célula completa bajo ME revelaron que
en la cepa silvestre solo presenta crestas del tipo tubular a lo largo de sus

mitocondrias [Figura 15C].
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Figura 15. Morfologia mitocondrial de W303-1A. Las mitocondrias de la cepa silvestre W303-1A
fueron solubilizadas en presencia de 2 mg de digitonina por mg de proteina: 80 ug de la muestra se
sometieron a BN-PAGE del 4% al 11% y el gel se revel6 por actividad de ATPasa (A). La presencia de la
Su.e, la Su.g y la Inhl se corroboré por réplica de Western mediante el uso de anticuerpos policlonales
contra dichas subunidades (B). En ‘Materiales y Métodos’ se describe la técnica utilizada para la
observacion de las crestas en mitocondrias de la levadura bajo ME (C). Fi: fraccién soluble, V:
monémero, y Vz: dimero de la F1Fo-ATP sintasa. El gel de actividad se presenta en colores invertidos.



3. Los dimeros de la FiFo-ATP sintasa se purificaron mediante un

gradiente de glicerol.

Las mitocondrias de la cepa silvestre se sometieron a solubilizacién con 2 mg de
digitonina / mg de proteina. El sobrenadante de la ultracentrifugacion fue
introducido en un gradiente del glicerol del 15% al 40% y el enriquecimiento de
las formas diméricas fue determinado mediante BN-PAGE y revelado por
actividad de ATPasa.

Las condiciones de corrida no solo permitieron enriquecer el dimero de la
F1Fo-ATP sintasa sino contar con alicuotas en donde éste se encontraba en muy

alto contenido y, ademas, en forma activa: fracciones (Fx’s) 6, 7 y 8 [Figura 16].
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Figura 16. Enriquecimiento del dimero de la F1Fo-ATP sintasa de W303-1A mediante un gradiente
de glicerol. 4 mg del solubilizado de mitocondrias con una concentracion de 2 mg de digitonina / mg de
proteina, se corrieron en un gradiente de glicerol del 15% al 40% como se indica en ‘Materiales y
Métodos’. 40 uL de cada fraccion recolectada de la parte inferior a la superior fueron sometidos a
BN-PAGE del 4% al 11% y el gel se revel6 por actividad de ATPasa. V: monémero y Vz: dimero de la
F1Fo-ATP sintasa. Fx: fraccién recolectada. El gel de actividad se presenta en colores invertidos.

4. Existen mas de dos tipos de dimeros de la F1Fo-ATP sintasa en
W303-1A.

Los campos capturados a 40,000X de W303-1A tefidos con acetato de uranilo,
no solo corroboraron la presencia de los dimeros identificados en el gel nativo
sino que presentaron a la estructura dimérica en una gran variedad de

orientaciones espaciales.



De manera manual mediante el BOXER del programa EMAN (Ludtke y
cols, 1999), se seleccionaron 9,960 dimeros de la F;Fo-ATP sintasa. La Figura
17 presenta una seccion aleatoria de un campo con el enmarcado de las
particulassin importar la orientacion adquirida sobre la cubierta de carbono.

Realizando la clasificacion por multireferencia (CMR) de las particulas,
mediante el programa IMAGIC-5 (Van Heel y cols, 1996), se obtuvieron 100
familias diferentes. Todas fueron subclasificadas dependiendo de la orientacion
presentada (vista inferior, lateral o superior) y de la longitud de los puntos mas
distales de las Fi's. De ésta forma, se generaron 13 subconjuntos de familias
gue oscilaron entre 22.1 nm y 40.3 nm. El histograma para W303-1A [Figura 18]
mostro la existencia de mas de dos dimeros, siendo el de mayor frecuencia el

subconjunto con una distancia de 25.5- 26.6 nm.

5. Los cuellos periféricos, anillos de Su.9 y DTM’s de las otras
subunidades que conforman los segundos dominios de los
sectores Fy's se definen bidimensionalmente en el dimero de la
F1Fo-ATP sintasa.

Considerando sélo los datos de las estructuras diméricas completas (2F¢’'s y
2F,’s), la subclasificacién permitio definir la presencia de 11 formas diméricas en
vista lateral con diferentes aperturas que oscilaron entre 22.1 nm y 37.2 nm
[Figura 19]; 7 formas en vista inferior con variacion entre 22.4 nm y 34 nm
[Figura 20]; y, finalmente, dos vistas superiores con una distancia de 22.1 nmy
25.2 nm [Figura 21B].

La presencia de los cuellos periféricos de cada mondémero se pudo
resolver en las imagenes bidimensionales del dimero de la F1Fo-ATP sintasa en
vista lateral [Figural9]. Adicionalmente, las familias en vista inferior mostraron la
disposicion de ambos anillos de Su.9 y dos densidades que correspondieron a
los DTM's de las otras subunidades que conforman el segundo dominio de cada

sector Fo [Figura20].



Figura 17. Campos de microscopia electronica para W303-1A. La tincién con acetato de uranilo permitio la observacion de las formas diméricas solubilizadas
con digitonina y enriquecidas mediante el gradiente de glicerol. La seleccién manual aumento la resolucion de las familias diméricas (véase adelante) debido a la
omisién de particulas con deficiencias en la tincion o empalmadas con otras particulas. La flecha indica la presencia de un tetrdmero de la F1Fo-ATP sintasa.

Magnificacion 40,000X.
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Figura 18. Histograma para los dimeros de W303-1A. Las familias de los dimeros de la F1Fo-ATP sintasa correspondientes a la cepa silvestre W303-1A fueron
subclasificadas manualmente de acuerdo ala longitud mas distal entre sus sectores F1's. Las barras en negro, gris y blanco representan la orientacion en vista
inferior (4,126 particulas), superior (203 particulas) y lateral (4,669 particulas) con respecto a la cubierta de carbono, respectivamente. En el inserto, se muestra el
namero de particulas utilizadas, rechazadas y omitidas en el muestreo. Véase texto para mayores detalles.



33 30 28

Clase 49

Distancia 22.1 nm (32.5°) 23.8 nm (36.1°) 24.1 nm (37.29) 26.4 nm (41.8°)
Particulas 149 (34.9 %) 93 (18.1 %) 83 (5.2 %) 126 (6.9 %)
Clase 20 91 23

Distancia 27.5 nm (44.6°) 28.4 nm (48.99) 30.3 nm (52.5°) 32.0 nm (61.7°)
Particulas 130 (11.3 %) 92 (6.5 %) 116 (32.1 %) 107 (26.6 %)
Clase 67

Distancia 33.5 nm (64.5°) 36.0 nm (72.6°) 37.2 nm (155.6°)

Particulas 109 (58.2 %) 126 (28.5 %) 107 (30.3 %)

Figura 19. Familias de dimeros completos de la F1Fo-ATP sintasa de W303-1A en vista lateral. Las mejores imagenes de los dimeros completos (2F;'s y
2Fq's) en vista lateral fueron extraidas de cada subclase. El nimero de familia correspondiente a la CMR, la distancia entre Fi’s, la cantidad de particulas que
conforman a cada familia y el porcentaje respecto al nimero total de dimeros de cada subclase [Figura 18]; se presentan debajo de cada recuadro.



1% {1} aw

Clase 86 21 96 84
Distancia 22.4 nm 22.7 nm 25.2 nm 25.5 nm
Particulas 88 (20.6 %) 98 (19.1 %) 62 (3.8 %) 99 (5.4 %)
Clase 37 57 25

Distancia 27.8 nm 28.4 nm 34.0 nm

Particulas 68 (5.9 %) 64 (4.5 %) 98 (34.1 %)

Figura 20. Familias de dimeros completos de la F;Fo-ATP sintasa de W303-1A en vista inferior. Las mejores imagenes de los dimeros completos (2F;'s y
2F¢'s) en vista inferior fueron extraidas de cada subclase. El nimero de familia correspondiente a la CMR, la distancia entre F;’s, la cantidad de particulas que
conforman a cada familia y el porcentaje respecto al nimero total de dimeros de cada subclase [Figura 18]; se presentan debajo de cada recuadro.
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Clase: 28 Clase: 4
Distancia: 26.4 nm (41.8°) a Distancia: 22.1 nm
Particulas: 126 (6.9 %) Particulas: 131 (30.7 %)
-

Clase: 26 Clase: 72
Distancia: 26.4 nm ﬁ Distancia: 25.2 nm
Particulas: 80 (4.3 %) - Particulas: 72 (4.5 %)

Clase: 74
Distancia: 26.1 nm
Particulas: 78 (4.2)

Clase: 5
Distancia: 26.1 nm
Particulas: 117 (6.4 %)

Clase: 61
Distancia: 25.5 nm
Particulas: 87 (4.7 %)

Figura 21. Localizacién de los cuellos periféricos en imagenes bidimensionales del dimero de la
F1Fo-ATP sintasa de W303-1A en diferentes orientaciones espaciales. Algunas familias generadas
para la cepa silvestre presentaron densidades adicionales cerca del heterohexamero asBs; que
correspondieron a los cuellos periféricos de la F1Fo-ATP sintasa. (A) Las diferentes orientaciones que
adquirio la forma dimérica sobre la cubierta de carbono permitieron definir a dichas estructuras en primer
y en segundo plano (flechas blancas y negras, respectivamente). (B) Estas también fueron advertidas en
las dos Unicas vistas superiores obtenidas. El nimero de familia correspondiente a la CMR, la distancia
entre F;’s, la cantidad de particulas que conforman a cada familia y el porcentaje respecto al nimero
total de dimeros de cada subclase [Figura 18]; se presentan a la derecha de cada recuadro.



6. Posicion tridimensional de los cuellos periféricos en el dimero de
la F1Fo-ATP sintasa.

A través del analisis exhaustivo de las familias diméricas de mayor frecuencia en
diferentes orientaciones espaciales se determinaron unas densidades cercanas
a los heterohexamerosasfBs[Figura 21A] las cuales fueron corroboradas y
definidas en las dos Unicas vistas superiores obtenidas después de la CMR de
las particulas de W303-1A[Figura 21B]. Por lo tanto, propusimos que dichas
estructuras pertenecian a los cuellos periféricos de cada mondmero,

definiéndose el primer y el segundo plano en las vistas laterales.

Teniendo éstas observaciones como antecedentes y haciendo uso de los
datos de cristalografia obtenidos por difraccion de rayos X o por RMN de las
subunidades o segmentos de la FiFo-ATP sintasa; se disefid un dimero
compuesto por dos mondémeros con un angulo de 40° [Figura 22]. Nuestra
referencia estructural imité la disposicion en vista lateral [Figura 19], inferior

[Figura 20]y superior [Figura 21B] observadas bajo ME.

Para descartar un alto error de alineamiento se consideraron dos
referencias estructurales: una incluyendo la adicion de la estructura cristalina de
d*'% - F6>° - b3 [Figura 22D] y otra donde los segmentos del cuello

periférico estén ausentes [Figura 22F], en ambas estructuras monomeéricas.

Las 9,960 particulas de W303-1Ase “forzaron” a formar dos modelos 3D
independientes [Figura 23]. Los resultados visualizados en CHIMERA
(Pettersen y cols, 2004) fueron casi similares, excepto que al suprimir el cuello
periférico en la referencia estructural se observé una mayor resolucion de éste

definiendo un segundo contacto con asf3 [Figura 23B].



El modelo 3D del dimero de la FiFo-ATP sintasa de Saccharomyces
cerevisiae, obtenido en este trabajo, determind que los cuellos periféricos de
ambos monomeros se encuentran localizados en la periferia lateral de la
asociacion de los dos sectores Fo, es decir, aledafios al centro de la estructura

dimérica y que dicha modelo presenta dos ejes axiales de simetria.

Figura 22. Referencias estructurales hipotéticas del dimero de la F1Fo-ATP sintasa de S. cerevisiae.
Haciendo uso de los datos cristalogréaficos, obtenidos por difraccion de rayos X o por RMN, de Fi-C1o (1%012
de S. cerevisiae; OSCP™?° (2bo5) y d**% - F6°7°- b"9'83 (2¢ly) de B. taurus; y 2 Su.b™>* (1b9u) y Su.a*>?°
(1c17:M) de E. coli, se disefid6 un dimero compuesto por dos mondémeros con un angulo de 40°. La vista
lateral (A), inferior (B) y superior (C) de nuestra referencia estructural correspondié a las imagenes
observadas bajo ME [Figuras19, 20 y 21B, respectivamente]. Para los estudios consecutivos se
consideraron dos disefios: con la presencia (D) o ausencia (E) de los segmentos d**% - F6>7° - p'%1&,
Claves de esferas: rojo — o, azul rey — f, cian — y, turquesa — 3,gris — Su.9, rosa — Su.a®?%,
verde fuerte — Su.b™* (DTM), parpura — Su.b’®'® anaranjado -d*'?®, verde claro — F6°™° y
amarillo — OSCP*™%°.



Figura 23. Modelos tridimensionales para el dimero de la F1Fo-ATP sintasa de S. cerevisiae. Mediante el alineamiento de las 9,960 particulas del dimero de
la F1Fo-ATP sintasa de W303-1A; se generaron nuevas familias teniendo como patrones las imagenes proyectadas de las referencias estructurales [Figuras 22D
y 22E]. Las imagenes de las nuevas familias de dimeros se “forzaron” a formar los dos correspondientes modelos 3D, siendo refinados después de ocho pases
consecutivos por la misma serie de algoritmos (véase ‘Materiales y Métodos’). Los modelos en color azul rey (A) corresponden al uso de la referencia estructural
con presencia de d**%- F6*° -b"**% ‘mientras que el modelo en cian(B) en ausencia de dichos segmentos. Véase texto para mayores detalles.



DISCUSION.

1. La cantidad del dimero de la F;Fo-ATP sintasa extraido depende de la
concentracion de digitonina empleada.

La FiFo-ATP sintasa, es capaz de formar homodimeros y homo-
oligbmeros activos (Krause y cols, 2005; Wittig y cols, 2006) que han sido
estudiados in situ (Allen y cols, 1989; Buzhynskyy y cols, 2007; Strauss y cols,
2008), in vivo (Gavin y cols, 2005) y en forma aislada (Dudkina y cols, 2005;
Minauro-Sanmiguel y cols, 2005; Dudkina y cols, 2006).

Existen dos interfases: una intradimérica que compromete a
subunidades del sector Fo de ambos mondmeros (Su.e, Su.g y Su.6) para formar
los dimeros de la enzima, y una interdimérica cuya union ocurre en el sector Fy
(Su.i y elasa hidrofilicade la Su.b) y en el cuello periférico (Su.h) de dimeros
contiguos para generar los correspondientes oligébmeros (Giraud y cols, 2002;
Fronzes y cols, 2006; Wittig y Schagger, 2008). Entre los detergentes mas
utilizados para la extraccion de éstas asociaciones se encuentra la Digitonina y
el Triton X-100.

Para determinar la concentracion de digitonina que se emplearia durante
el desarrollo de este proyecto, fue importante realizar una curva de solubilizacion
donde se vari6 la cantidad de digitonina en relacion con los mg de proteina de
las mitocondrias (0.5 — 6 mg de digitonina / mg de proteina).

El proceso de solubilizacion, que se describe en ‘Materiales y Métodos’,
implicé la ultracentrifugacion de las muestras con la finalidad de retirar los
grandes fragmentos de la MIC y aquellas mitocondrias no solubilizadas;
subsecuentemente, la concentracidon de proteina de los sobrenadantes fue
determinada por el ensayo de Lowry previamente precipitando con &cido
tricloroacético (TCA) para eliminar la interferencia ocasionada por los grupos
aminos primarios del acido aminocaproico (EACA) presente en el medio de

solubilizacion. 90 ug de cada muestra fueron sometidos a BN-PAGE vy el gel fue



tefiido con azul de Coomasie [Figura 14A] o incubado en un medio que contenia
ATP-Mg** para seguir su actividad hidrolitica por la precipitacién del Pb?*
presente (revelado por actividad de ATPasa) [Figura 14B].Este ultimo método
permite detectar oligomeros de la F1Fo-ATP sintasa en bajas cantidades, dado a

gue el precipitado puede acumularse.

La composicion de los supercomplejos aislados por BN-PAGE se pudo
resolver mediante 2D-SDS-PAGE (no mostrado). A través de la presencia de
o(54.9 KDa) y B (51.3 KDa), se corroboré que las bandas que presentaron
actividad correspondieron a los oligbmeros (V,>> 1,200 KDa),los dimeros
(V2 ~1,200 KDa) y los monomeros(V ~600 KDa)de la F1Fo-ATP sintasa [Figura
14B].La baja cantidad de detergente utilizado, la cantidad de proteina cargada al
gel en primera dimensiony el limite de resolucién de la tincion por azul de
Coomassie, no permitieron definir los componentes de las dos bandas presentes
entre el dimero y el mondémero de la F;Fo-ATP sintasa en los geles
nativostefiidos con azul de Coomasie [Figura 14A]. Sin embargo, en la literatura
esta descrito que la banda mas cercana al dimero y al monémero corresponden
a los supercomplejos lll,+IV (=650 KDa) y lll,+1V, (=850 KDa), respectivamente
(Dudkina y cols, 2006;Heinemeyer y cols, 2007).

A pesar de haber cuantificado correctamente la cantidad de proteina en
los sobrenadantes, el gel nativo tefiido por azul de Coomasie [Figura 14A]
mostré variaciones importantes entre las bandas aisladas exhibiendo que la
cantidad y composicion de las asociaciones entre las proteinas presentes en la
mitocondria dependid de la concentracion de digitonina empleada. En nuestro
caso en particular, la banda correspondiente al dimero de la F1Fo-ATP sintasa
aislada con 0.75 mg de digitonina / mg de proteina fue mas densa que la
obtenida al usar 1 mg de digitonina / mg de proteina; se ha reportado que la
densidad es mayoritaria debido a que especificamente al solubilizar con dicha
concentracion de digitonina el dimero de la F1Fo-ATP sintasa comigra con otro

supercomplejo (I11+1V) (Saddar y cols, 2008).



Por lo tanto, las mediciones densitométricas se realizaron en el gel
revelado por actividad de ATPasa [Figura 14B].Asi pues, al usar muy bajas
concentraciones de digitonina la MIC se solubiliz6 en baja proporcion y las
uniones interdiméricas permanecieron, por lo que parte de los oligbmeros y
dimeros fueron detectados en diferentes cantidades (0.5 — 1 mg de digitonina /
mg de proteina). Sin embargo, al cruzar el umbral de 2 mg de digitonina / mg de
proteina se llegd al punto critico donde el dimero se disocié a su forma
monomeérica. La ruptura del 50% del dimero de la F1Fo-ATP sintasa se observo
al incrementarse2.5 veces la concentracion de digitonina (relacion
dimero/monémero 1.8 y 0.9 solubilizando las mitocondrias a 2 y 5 mg de

digitonina / mg de proteina, respectivamente).

Dado que uno de los objetivos del presente trabajo fue observar al dimero
de la F1Fo-ATP sintasa bajo ME, aseguramos la maxima extraccion de la forma
dimérica y la minima presencia de oligdbmeros y mondmeros al fijarla
concentracion a2 mg de digitonina / mg de proteina para todos las

solubilizaciones posteriores.

2. Las mitocondrias de W303-1A presentan crestas tubulares.

El correcto ensamblaje de las estructuras diméricas y oligoméricas de la
F1Fo-ATP sintasa conlleva a la formacién de crestas del tipo tubular (Allen y cols,
1989; Allen y cols, 1995; Strauss y cols, 2008) permitiendo a su vez que
diferentes asociaciones entre los complejos I, lll y IV aumenten su propia
eficiencia en el transporte de los electrones y mantengan un potencial de
membrana optimo, favoreciendo la sintesis de ATP (Arnold y cols, 1998; Gavin y
cols, 2005; Bornhdvd y cols, 2006; Wittig y cols, 2006; Vonck y Schéafer, 2009).

En primer lugar, se realizaron las solubilizaciones correspondientes para
detectar los dimeros y monomeros de la enzima en W303-1A [Figura 15A] como

se ha reportado en la literatura (Paumard y cols, 2002; Soubannier y cols, 2002;



Arselin y cols, 2004;Gavin y cols, 2004; Dudkina y cols, 2006; Weimann y cols,
2008). A pesar de haber utilizado la cantidad adecuada de digitonina (2 mg de
digitonina / mg de proteina), la actividad de ATPasa de los dimeros de la cepa
silvestre fue menor que la presentada en la curva de solubilizacion [Figura 14B]
debido a que las mitocondrias empleadas fueron descongeladas en varias
ocasiones, lo que provoco6 que la actividad especifica en el dimero disminuyera.
Por ende, en analisis subsecuentes se asegurd6 que las mitocondrias
almacenadas fuesen descongeladas en una sdéla ocasion y descartadas, al

menos para estudios donde interes6 observar la actividad hidrolitica.

En segundo lugar, se corrobord la presencia de la Su.e, la Su.g y la
Inhlmediante el uso de anticuerpos policlonales en réplicas de Western [Figura
15B]. El anticuerpo hecho contra el segmento inhibitorio de la IF; de Bos taurus
presento reaccion cruzada con la Inhl de levadura (no mostrado), por lo que fue

utilizado para demostrar su expresion.

Finalmente, habiéndose establecido por geles nativos y por réplica de
Westernel correcto fenotipo de la cepa, las mitocondrias dentro de las células
fueron observadas bajo ME. Las células fueron tomadas de placas YPD con 24h
de crecimiento y el tratamiento de las muestras emple6 la Zimoliasa 20T para
degradar parcialmente la pared celular y mejorar el paso de los reactivos de
fijacion y medios contraste, describiéndose una mejor morfologia de la estructura
de la MIC y de la MIL (Bauer y cols, 2001).En las observaciones se describieron

crestas tubulares a través de toda la mitocondria de W303-1A [Figura 15C].

3. Los dimeros de la F1Fo-ATP sintasa se purificaron mediante un gradiente de

glicerol.

Para la observacion bajo ME de particulas aisladas, se requieren
muestras con alto grado de pureza conteniendo exclusivamente la estructura

deseada. El corrimiento de los gradientes de glicerol o sacarosa conteniendo los



solubilizados de las mitocondrias con digitonina ha sido la técnica preferida para
la observacion del dimero de la F1Fo-ATP sintasa (Minauro-Sanmiguel y cols,
2005; Dudkina y cols, 2005; Dudkina y cols, 2006; Thomas y cols, 2008).

En estudios anteriores, el bajo enriquecimiento de la forma dimérica era
descrito por la presencia de las subunidades de la enzima en 2D-SDS-PAGE o
por escasa actividad de ATPasa en geles nativos (Minauro-Sanmiguel y cols,
2005; Garcia y cols, 2006).

En este trabajo, mediante la modificacion de los parametros de
corrimiento del gradiente de glicerol y del BN-PAGE, presentamos la notoria
actividad de ATPasa en geles nativos de fracciones donde la forma dimérica es
practicamente la Unica[Figura 16, Fx 6]. Las observaciones bajo ME [Figura 17]
mostraron la presencia exclusiva de dimeros aun en fracciones donde el
monomero aparece [Figura 16, Fx’s 7 y 8].Debido a que la concentracion de
digitonina es casi constante dentro del gradiente (2.5 mM), la disociacion del
dimero probablemente se debe a la propia inestabilidad de la estructura al ser
sometida al BN-PAGE (Schéagger y cols, 1994) por lo que se contaron con tres

fracciones para los siguientes ensayos.

4. Existen mas de dos tipos de dimeros de la F1Fo-ATP sintasa en W303-1A.

Las preparaciones enriquecidas libres de detergente, permiten en
crioelectromicroscopia capturar imagenes en donde la estructura adquiere
diferentes orientaciones espaciales bajo una cubierta de moléculas de agua
cristalizada en propano liquido (Wilkens, 2000;Rubinstein y cols, 2003).

A pesar de las constantes pruebas disminuyendo la cantidad de digitonina
hasta su concentracion micelar critica (CMC = 250 uM) en la Fx 6, la presencia
minima de detergente evito la cristalizacidén correcta del agua y conglomero a las
estructuras proteicas; descartando los resultados positivos en esa técnica (no

mostrado).



Alternativamente, la fraccion siguiente a la primera deteccion del dimero
en el gradiente de glicerol [Figura 16, Fx 7] se contrastd con acetato de uranilo
para su observacion bajo ME. Se ha reportado que la F1Fo-ATP sintasa presenta
una disposicién preferencial en ésta técnica (Rubinstein y cols, 2003), sin
embargo, mediante variaciones en la ionizacion de la gradilla de cobre,
preparacion de la cubierta de carbono y en la tinciébn de la muestra; nuestros
campos presentaron a la estructura dimérica en diferentes orientaciones
espaciales que a primera instancia se definieron como la vista lateral, inferior y
superior del dimero de la F1Fo-ATP sintasa. De forma esporadica, se localizaron
tetrameros de la F1Fo-ATP sintasa [Figura 17, flecha negra], los cuales han sido
confirmados en fracciones superiores de gradientes de glicerol para B. taurus y
para S. cerevisiae (datos no incluidos).

9,960 dimeros de la F1Fo-ATP sintasa fueron seleccionados manualmente
de los campos de ME mediante el BOXER del programa EMAN (Ludtke y cols,
1999) y se sometieron a una serie de algoritmos de CMR en el programa
IMAGIC-5(Van Heel y cols, 1996) obteniéndose 100 familias diferentes. El
programa de alineamiento fue configurado para rechazar al 5% (= 498) de las
particulas introducidas correspondiendo a aquellas cuyo porcentaje de similitud

fuese muy bajo entre todas las familias generadas.

Los parametros de subclasificacion establecidos anteriormente
(Minauro-Sanmiguel y cols, 2005; Dudkina y cols, 2005; Dudkina y cols, 2006;
Buzhynskyy y cols, 2007; Thomas y cols, 2008) no pueden ser determinados en
todas nuestras imagenes debido a que las vistas inferiores evitarian la
determinacion del angulo de los cuellos centrales, mientras que la vista lateral
impediria la cuantificacion de la distancia entre los puntos mas distales de los
anillos de Su.9.

Por ende, determinamos la longitud entre las partes mas distales de los
sectores F;’s (la conversion de pixel a nm se realizo considerando el factor 28.4,

fijado durante el uso del microscopio electronico) aumentando de ésta forma los



opciones de subclasificacion. Aquellas familias diméricas en las que se pudo
calcular el angulo entre los cuellos centrales, el valor se detona a un lado de la
longitud en nm de subclasificacion (no todas las clases).

Cuando los dimeros presentaron la pérdida de un F;, la distancia se
calculo considerando el eje central de simetria y duplicando este valor. Las 464
imagenes omitidas manualmente (4.65%) correspondieron a monoémeros de la
enzima, un dimero de Fy's y dos dimeros cuya la orientacion espacial impidié

definir la longitud entre las F;’s [Figura 24].

A B C D E
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Clase 97 12 76 3 29
Particulas 53 91 114 103 103

Figura 24. Imagenes omitidas en la subclasificacion de las familias diméricas. De acuerdo a las
dimensiones en nm de las imagenes omitidas durante la subclasificacién de los dimeros se definio al
mondémero de la enzima en vista lateral (A y B), posiblemente un dimero de Fy's en vista inferior (C) y dos
diméros con pérdida de un Ficuya orientacion impidié determinar las distancias correspondientes (D y E). El
porcentaje de mondémeros presentes en la poblacion total (9,960) correspondio al 1.44%.

El histograma de las formas diméricas (8,998) [Figura 18] definié 13 tipos
de dimeros que oscilaron entre 22.1 nm a 40.3 nm, en discordancia con los

datos reportados previamente (Dudkina y cols, 2006; Thomas y cols, 2008).

Los datos que se deducen de los histogramas son: (1) los dimeros en S.
cerevisiae presentan dos picos pseudo-gaussianos que en general describen la
presencia de dos aperturas [25.5 — 26.6 nm (Clase 28, 41.8° -cerrada-) y
35.5 - 36.6 nm (Clase 36, 72.6° -abierta-)]; (2) El dimero prioritario, al menos en
nuestras condiciones de crecimiento y aislamiento, tiene una distancia entre Fi’s
de 25.5 - 26.6 nm; (3) los dimeros de gran apertura son inestables, siendo
quienes pierden uno o ambos sectores Fi‘'s [Figura 24];y (4) la preferencia
orientacional del dimero es uniendo los cuatros sectores a la cubierta de

carbono (vista lateral).



5. Los cuellos periféricos, anillos de Su.9 y DTM’s de las otras subunidades
gue conforman los segundos dominios de los sectores Fo's se definen

bidimensionalmente en el dimero de la F1Fo-ATP sintasa.

Los dimeros de la levadura publicados previamente [Figuras12B y 12C]
corresponden a las famllias obtenidas después del alineamiento de las particulas
capturadas por un sistema semiautomatico de selecciéon (Dudkina y cols, 2006);
en ellos se distingue una alta densidad en los sectores Fy's, lo que apunta a que

un gran porcentaje de las estructuras diméricas perdieron uno o ambos F;’s.

A través de nuestra curva de solubilizacién [Figura 14] demostramos que
la disociacion de los dimeros de la FiFo-ATP sintasa mitocondrial de
S. cerevisiae depende de la cantidad del detergente presente. Por lo que la
concentracion de digitonina en la extraccion de los dimeros de la F;Fo-ATP
sintasa de la mitocondria (2 mg / mg de proteina), en el corrimiento en el
gradiente de glicerol (2.5 mM) y en la preparacion de la muestra para su
observacion bajo ME (250 uM) fue minuciosamente optimizada en comparacion
a los reportes anteriores (Dudkina y cols, 2005; Minauro-Sanmiguel y cols, 2006;
Dudkina y cols, 2006; Thomas y cols, 2008), evitando al maximo la disociacion
masiva de la forma dimérica (=1.44%).

Asi mismo, la seleccion manual mediante el BOXER del programa EMAN
(Ludtke y cols, 1999) conllevd a describir la estructura dimérica con calidad y
resolucion superiores; debido a que omitimos particulas con deficiencia en la
tinciobn con acetato de uranilo y estructuras empalmadas que pudieran variar los

centros de gravedad y de masa en las particulas seleccionadas [Figura 17].

Dentro de la subclasificacion de nuestras familias de dimeros [Figura 18]
nos dimos a la tarea de encontrar la mejor imagen en vista lateral e inferior para
cada subconjunto, se definié la presencia de 11 formas diméricas con diferentes
aperturas que oscilaron entre 22.1 nm y 37.2 nm en vista lateral [Figura 19];

7 formas en vista inferior con variacion entre 22.4 nm y 34 nm [Figura 20];



y, finalmente, dos vistas superiores con una distancia de 22.1 nm y 25.2 nm
[Figura 21B].

De forma clara y por primera ocasion, se observa la disposicion de los
dos cuellos periféricos dentro de las estructuras diméricas, a medida que
aumenta la apertura del dimero en vista lateral es mas evidente su posicidon
[Figura 19]. Concordantemente, fue posible detallar la presencia de ambos
cuellos en las diferentes orientaciones espaciales que adquirieron las particulas
sobre la superficie de carbono [Figura 21].

En la Figura 20, se observa la disposicion de los dos anillos de Su.9 y la
presencia de dos conjuntos o conglomerados que corresponden a los DTM’s de
las otras subunidades que conforman los segundos dominios de los sectores
Fo's (Su.6, Su.8, DTM’s de la Su.b, Su.f, Su.i, Su.e y Su.g) desde una vista

inferior.

A N & NG T C TN D agging

Figura 25. Andlisis de la vistas inferiores y laterales de los dimeros de la F;Fo-ATP sintasa de S.
cerevisiae. Familias representativas del dimero completo de la enzima (2 Fi's y 2 F¢'s) en vista inferior para
el primer subconjunto observado (Arriba: clase 86, [refiérase a la Figura 20]) y la clase de mayor frecuencia
(Abajo: clase 88, 26.4 nm, 63 particulas (3.4 %)) de acuerdo al histograma de la Figura 18, fueron extraidas
(A).Es posible distinguir la presencia de dos circulos (en rojo) y dos formas trapezoidales (en amarillo) que
corresponden a los anillos de 10 subunidades 9 y los DTM'’s de las otras subunidades que conforman los
segundos dominios de los sectores Fq's, respectivamente. Asi mismo, se resalta un cambio en el angulo de
la disposicion espacial de todo el sector Fq (paralepipedos punteados) (B); que se relaciona con la variacién
de la apertura de las F1's en la vista lateral (Arriba clase 33 y abajo clase 28 [refiérase a la Figura 19]) y la
correspondiente aparicion de los cuellos periféricos (C). Considerando los puntos mas distales de los anillos
de Su.9 se determind que la distancia entre éstos fue de 11.6 nm para la clase 86 y 14.7 nm para la clase
88. Los circulos insertados representan, hipotéticamente, a los DTM’s de las subunidades cristalizadas de
la enzima; en rojo, los anillos de Su.9 de S. cerevisiae y en amarillo, la Su.a y la Su.b de E. coli. Las areas
sin superposicion probablemente contienen a las otras subunidades no cristalizadas (Su.e, Su.g, Su.i y
Su.8) (D).



Relacionando los datos anteriores, es posible describir cambios en la
disposicion espacial de los sectores Fg's que se relacionan con la variacion de la
apertura de las F;'s y la consecuente aparicion de los cuellos periféricos
[Figuras 25A, B y C]. Considerando los cristales del anillo de 10 subunidades 9
de S. cerevisiae; y la Su.a y dos veces el DTM de la Su.b de E. coli
(representando a la Su.6 y los dos DTM’s de la uUnica Su.b en levadura,
respectivamente), el area que no se describe en la densidad observada
correspondiente al segundo dominio del sector Fp debe contener a las
subunidades sin cristalizar conformadas por un s6lo DTM: Su.e, Su.g, Su.i y
Su.8 [Obsérvese las densidades sin superposicion de los sectores Fy's de la
Figura 25D].

Del estudio minuscioso de nuestras imagenes bidimensionales obtenidas

bajo ME [Figuras 19, 20, 21 y 25] concluimos lo siguiente:

a) La interaccion principal del dimero de la enzima se establece en los
sectores Fq's.

b) Se descarta la propuesta de que los cuellos periféricos en el dimero
cerrado se localizan detras del cuello central (Dudkina y cols, 2006).

c) La distancia de los anillos de Su.9 del dimero de mayor frecuencia
(14.7 nm) coincide con la obtenida bajo MFA (15 nm) (Buzhynskyy y
cols, 2007).

d) Se revoca la nomenclatura de ‘dimeros verdaderos’ y ‘pseudo-
dimeros’ dependiendo del angulo que presente (Dudkina y cols,
2006).Todas las estructuras diméricas presentan el mismo arreglo en
los sectores Fy's aunque con una ligera variacién en su disposicién
espacial.

e) Probablemente existe una correspondencia entre la disposicion
espacial de los segundos dominios de los sectores Fy's con la
aparicién del cuello periférico en la vista lateral.

f) A pesar que se ha determinado la presencia del AAN asociado al

dimero y a los oligobmeros de la enzima (Chen y cols, 2004; Wittig y



Schagger, 2008), las vistas inferiores s6lo muestran la presencia de
una pequefia densidad trapezoidal y un circulo que corresponden al
segundo dominio y al anillo de Su.9 del sector Fo de cada monémero,
por lo que se descarta su presencia, al menos en este estudio.

Considerando todo lo anterior y las observaciones del dimero de bovino
[Figura 12A], surgen las siguientes interrogantes: ¢Realmente el puente
observado entre las F;’'s corresponde al puente de dos IF; 0 sélo se trata de una
orientacion en el que los cuellos periféricos dan esa apariencia? y ¢Por qué no
es evidente la estructura bajo los F¢'s en levadura, si corresponde al dimero del

C-terminal de la Su.e?.

Nuestros resultados sugieren que el puente observado en el dimero de B.
taurus corresponde a una orientacion de la estructura dimérica donde los cuellos
periféricos dan esa apariencia [véase una orientacion similar del dimero de
levadura en la Figura 26]. La poca definicibn que se obtuvo en la imagen de
bovino fue producto de deficiencias en el aislamiento del dimero y en la tincion
negativa; y de manera importante, por la baja resolucion del microscopio
electrénico utilizado (comunicado directo del Dr. Wilkens y analisis personal de
los campos almacenados). No descartamos el posible papel de la IF; y/o Inh1 en
estabilizacion de la estructura dimérica, sin embargo, un puente producido por el
cruce de dos proteinas inhibidoras dentro de la interfase de dimerizacion, es
dificil de resolver mediante el contraste con acetato de uranilo. Ensayos usando
la cepa AINH1/ASTF1 para corroborar que el cruce entre los F;’s corresponde a
los cuellos periféricos y pruebas de reconstitucion de la IF; de bovino en el
dimero de dicha mutante han sido iniciadas (datos no incluidos).

Por otro lado, el puente bajo los Fg's del dimero de bovino sélo ha sido
descrito en éste espécimen y no aparece en nuestras estructuras diméricas
[Figuras19, 21 y 26] o en las reportadas en la literatura [Figuras 12A y 12B]

(Dudkina y cols, 2006). El modelo de dimerizacion es ubicuo: el C-terminal de la



Su.e se encuentra dirigido al espacio intracresta conteniendo una secuencia que
promueve la formacion de estructuras entrecruzadas (residuos 27 - 57) que son
las responsables directas de la dimerizacion de los monémeros de la F1Fo-ATP
sintasa (Everard-Gigot y cols, 2005). Por lo que cabe la posibilidad de que el
puente observado en B. taurus sea producto de otra proteina o de errores del
alineamiento por la presencia de fragmentos de la MIC. Hemos iniciado pruebas
de IEM para localizar espacialmente a la Su.e y Su.g dentro de la estructura
dimérica (datos no incluidos).

Figura 26. Dimero representativo de la F;F-ATP sintasa de
Saccharomyces cerevisiae en vista lateral donde se observa un puente
cruzado entre las Fi's. Después de la CMR se detect6 una familia (Clase
9, distancia 25.2 nm (37.1°), 129 particulas (8.1 %)) donde se distingue un
puente cruzado entre las Fi's, dado que se ha descrito que la Inhl de
levadura no forma estructuras diméricas estables por la corta longitud de
sus C-terminales (Cabezdn y cols, 2002) y por el andlisis 3D -véase en el
; siguiente apartado- se determiné que dicho puente corresponde a una
v orientacion de los cuellos periféricos [Compérese con la Figura 12A].

Haciendo un comparativo con lo realizado en la més reciente publicacion
del grupo de Dr. J. Velours (Thomas y cols, 2008), nuestro trabajo presenta una
calidad superior en cuanto a: (a) grado de pureza, (b) contraste de la muestra
con acetato de uranilo, (c) numero de familias de dimeros de la enzima y
(d) grado de resolucion estructural.

Aln mas, observando escrupulosamente la Figura 6A de su publicacion
(Thomas y cols, 2008) se puede delimitar al menos 10 dimeros en vista inferior
gue fueron pasados por alto; corroborandose la reproducibilidad de la
orientacion que describimos en este trabajo. Interesantemente, su histograma de
frecuenciasde dimeros muestra un sélo pico pseudo-gaussiano (aperturas entre
55° y 142°) en contraste con nuestros dos picos (aperturas entre 32.5° y ~180°
-no mostrado-). Quizas las formas diméricas tienen relaciéon con las condiciones
del medio de cultivo empleado (YPLac), ya que se ha reportado que la cantidad
de dimeros aislados tiene dependencia con el medio de cultivo (Schwamann y

cols, 2007) siendo éste, quien posiblemente, ocasione la formacién de crestas



tubulares (Mannella, 2006) por la polimerizacion de dimeros con aperturas

mayores (Buzhynskyy y cols, 2007).

6. Posicién tridimensional de los cuellos periféricos en el dimero de la
F1Fo-ATP sintasa.

Otro objetivo del presente trabajo fue caracterizar estructuralmente el
dimero de la F1Fo-ATP sintasa de S. cerevisiae, por lo que el paso final fue el
modelado tridimensional de dicha estructura.

Del analisis exhaustivo de las familias diméricas de mayor frecuencia
(25.5 - 26.6 nm) en diferentes orientaciones espaciales advertimos unas
densidades adicionales asociadas a los heterohexdmeros asfs [Figura 21A],
éstas variaciones electronicas fueron definidas en las dos unicas vistas
superiores obtenidas bajo ME [Figura 21B] las cuales son observables con baja
resolucion en las vistas laterales [Figura 19, clases 4 y 72]; por lo que sugerimos
gue dichas densidades pertenecian a los cuellos periféricos de los monémeros
que conforman a la estructura dimérica, detallandose el primer y el segundo

plano de las vistas laterales.

Teniendo los antecedentes mencionados y empleando los datos
cristalograficos obtenidos por difraccién de rayos X o por RMN, realizamos el
empalme correspondiente de los segmentos de Fi-cio (referencia en el Protein
Databank 1qol) de S. cerevisiae; OSCP*?° (2bo5) y d**?3 - F6>"°- 9183 (2cly)
de B. taurus; y 2 Su.b* (1b9u) y Su.a®*?*(1c17:M) de E. coli; para luego unir
dos estructuras monomeéricas y disefiar una referencia estructural de un dimero
con apertura de 40° [Figuras 22A, 22B y 22C].Dicha referencia imit6 la
disposicion observada en las imagenes bidimensionales obtenidas bajo ME
[Figuras 19, 20y 21].

Un error ocasional de los programas de alineamiento es fusionar
imagenes no semejantes debido al exceso de ruido de fondo, un contraste

heterogéneo de la particula o porque en las selecciones ademas de la estructura



estudio, hay otras entidades que varian el centro de masa y de gravedad de la
imagen. Por lo que dos referencias estructurales fueron generadas: una
incluyendo la adiciébn de la estructura cristalina de los segmentos del cuello
d31%. Fg570 _p79-183

periférico [Figura 22D] y otra donde este ausente [Figura

22E], en ambas estructuras monomeéricas.

Las 9,960 particulas de W303-1A se sometieron a dos alineamientos
independientes, teniendo como patrones las imagenes bidimensionales
proyectadas al hacer incidir un rayo imaginario sobre las dos referencias
estructurales. Contando con las imagenes clasificadas en familias se “forzaron” a
formar un modelo 3D haciendo uso de algoritmos de la Esfera de Euler
(conversion de patrones bidimensionales a tridimensionales). Finalmente, se
digitalizaron dos modelos 3D que fueron refinados después de ocho pases
consecutivos por el mismo procedimiento [Figura 23]: es valido suponer que un
gran porcentaje de las imagenes fueron excluidas por el programa pero al
menos las 4 formas diméricas con mayor frecuencia en el histograma [Figura

18] se consideraron.

Los modelos visualizados en CHIMERA (Pettersen y cols, 2004) fueron
muy similares en los sectores Fy's, sin embargo, el modelo en el que se omitié
d*123 - F6°7° - b"**83epresenta una versiéon mejorada dado que sin colocar el
cuello periférico éste aparece en la misma posicion que al usar la referencia con
los correspondientes segmentos cristalizados. Ademas, se observé que la unién
del cuello periférico con la parte superior del segundo dominio del sector Fq es
estrecha [cian de la Figura 23] en comparacion con el otro modelo 3D generado
[azul rey de la Figura 23], pero concuerda a lo reportado por Kane y cols (2006)
[Figura 6]. La variacion mas importante fue que en el modelo 3D en el que se
omitié d-F6-b se observé dos asociaciones entre los cuellos periféricos y las F1's;
ésta formacion concuerda mas fielmente con la estructura de las imagenes
bidimensionales ya que en éste modelo se evito “forzar” la resolucion de dicha

estructura.



La flexibilidad de la Su.b en el cuello periférico de la FiFo-ATP sintasa
mitocondrial esta restringida por las interacciones “superiores” (OSCP, Su.d y
Su.h) e “inferiores” (posiblemente involucrando los C-terminales de la Su.g, Su.f,
Su.i y/o Su.8 -orientacién no descrita-) que sujetan a la estructura formando un
s6lo ensamblaje (Kane y cols, 2006). Sin embargo, (a) los datos generados en el
modelo 3D del dimero de la enzima [Figura 23], (b) la variacién en el angulo de
la F6 cristalizada en forma aislada y formando parte del cuello periférico (Kane y
cols, 2006), y (c) la deteccion de fracciones diméricas donde las dos F;'s (osPs,
Y, 0 y €) se desprenden con sus correspondientes OSCP y Su.h (Wittig y cols,
2008); deberan reconsiderar la probable flexibilidad no del cuello lateral sino de

la Su.h y/o Su.d para establecer posibles asociaciones con osf3s.

Figura 27. El dimero de la F1Fo-ATP
sintasa de S. cerevisiae presenta
dos ejes axiales de simetria. Los
monomeros de la enzima se localizan
uno  especularmente  del otro,
posicionando a sus cuellos periféricos
aledafios a la interfase de Ia
asociacion de los sectores Fo's
(interdimérica). La vista inferior,
superior, y lateral a 0° y a 90°,
permiten describir dos ejes axilaes de
simetria.

En los dos modelos 3D del dimero de la FiFo-ATP sintasa de S.
cerevisiae, los mondmeros de la enzima se localizan especularmente uno
respecto al otro describiéndose la presencia de dos ejes axiales de simetria
[Figura 27]. Los cuellos periféricos de ambos monomeros se encuentran
aledafnos a la interfase de asociacion de los dos sectores Fq (formada por las
Su.e, Su.g y Su.6) en la estructura dimérica, mientras que las anillos de Su.9 se

encuentran en las partes distales de dicha asociacion membranal [Figura 28].



Figura 28. Disposicion de subunidades en el sector Foy de los cuellos periféricos del dimero de la
F1Fo-ATP sintasa de S. cerevisiae. Las imagenes de familias representativas obtenidas bajo ME [Figura
21] (centro), de la referencia estructural generada con o sin la presencia de los segmentos d**% - Fe™ "
- b"¥*®3 (izquierda) y del correspondiente modelo 3D generado para el dimero de la F1Fo-ATP sintasa de
W303-1A (derecha), son mostradas en vista superior (A) o girados perpendicularmente (B) explicando la
posicion de los anillos de Su.9 y los segundos dominios de los sectores Fq's; y del cuello periférico en
primer o segundo plano (flechas rojas y negras, respectivamente). Las claves de las esferas de las
referencias estructurales se describen en la Figura 22.



Con base en:(1) la observacion bidimensional de los cuellos periféricos,
los anillos de Su.9 y de los segundos dominios de los sectores Fy's [Figuras 19
y 20],y (2) nuestros modelos diméricos tridimensionales [Figura 23]; y
considerando (3) las observaciones en MFA de los anillos de Su.9 insertos en la
MIC de S. cerevisiae (Buzhynskyy y cols, 2007), (4) la RT del dimero de higado
de rata y bovino (Strauss y cols, 2008), y (5) las variaciones de las distancias

entre las F1's de los oligdmeros en PSM'’s de levadura (Thomas y cols, 2008):

Proponemos la dinamica intrinseca del segundo dominio del sector Fo y
del cuello periférico como un sélo ensamblaje continuo dentro de los dimeros de
la F1Fo-ATP sintasa, lo que conlleva, a la existencia de una séla formacién

dimérica que fluctia entre conformaciones abiertas y cerradas.

La dinamica aleatoria del dimero de la enzima la hemos refutado
mediante corrimientos de los solubilizados mitocondriales con digitonina
empleando la metodologia del GraFix disefiado por Kastner y cols (2008) y
modificando nuestros propios métodos de enriquecimiento (datos no incluidos).

La generacion de datos por crioelectromicroscopia permitiran el modelaje
3D del dimero de la enzima con una mayor apertura (datos insuficientes), y
mediante IEM usando como epitopes a las Su.e y Su.g (datos no incluidos)o por
introducciéon de segmentos como la biotina a dichas subunidades, se podra

determinar su localizacion exacta.



CONCLUSIONES.

El dimero de la F;Fo-ATP sintasa se forma por la unidon de dos
mondmeros en disposicion especular uno respecto al otro, contando con
dos ejes axiales de simetria.

Las vistas inferiores de las imagenes bidimensionales de las estructuras
diméricas de la F1Fo-ATP sintasa muestran la disposicion del anillo de 10
subunidades 9 y del conglomerado de los dominios transmembranales de
las otras subunidades que conforma el segundo dominio del sector Fy de
cada monomero.

De acuerdo con nuestro modelo tridimensional, los cuellos periféricos en
el dimero de la F1Fo-ATP sintasa de S. cerevisiae con angulo de 40° se
localizan aledafios al centro de la asociacion de los dos sectores Fq's.
Proponemos la dinamica intrinseca del cuello periférico y del segundo
dominio del sector Fo como un ensamblaje continuo, lo que conlleva a la
existencia de wuna soéla formacion dimérica que flucta entre
conformaciones abiertas y cerradas modificando sus distancias entre F;’'s

y la disposicion de las subunidades en los sectores Fq's.



MATERIALES Y METODOS.

Materiales. La digitonina, marca Fluka, no se recristalizoé para su utilizacion. Los
reactivos para BN-PAGE y 2D-SDS-PAGE fueron adquiridos de BioRad. El azul
de Coomassie es marca Serva. Todos los demas reactivos utilizados tienen

grado analitico y se obtuvieron de Sigma.

Extraccion de mitocondrias. La cepa silvestre W303-1A (Mata; leu2, trpl,
ura3, his3, ade2) fue un generoso obsequio de la Dra. Rosemary Stuart
(Department of Biological Science, Marquette University, Milwaukee, WI, USA).
Las células se crecieron en un fermentador de 10 L usando YPD suplementado
con adenina y uracilo: 80 mg / L y 20 mg/L, respectivamente. Las células se
cosecharon durante el inicio de la fase exponencial de la segunda parte del
crecimiento diquxico a 2,668 X g/ 5 min/ 4°C, se lavaron con agua en dos
ocasiones y se resuspendieron en buffer de extraccion (Manitol 0.6 M, MES
5mM/pH 6.8 TEA, BSA 1 g/L). La ruptura se realizé en un homogeneizador tipo
Bead Beater con perlas de vidrio de 0.5 mm durante un total de 2 min
manteniendo una temperatura menor a 14°C. La separacion de las mitocondrias
por centrifugacion diferencial se realiz6 como se describe en Pefa y cols(1977):
el homogenizado inicial se sometié a 500 X g/ 5 min/ 4°C y el sobrenadante
resultante a 7,100 X g / 10 min / 4°C, el precipitado consecutivo se resuspendi6
en el buffer de extraccion y se centrifugé a 2,400 X g / 5 min / 4°C y el nuevo
sobrenadante a 11,300 X g /10 min / 4°C, las mitocondrias se resuspendieron en

el mismo buffer y se congelaron a -80°C hasta su uso.

Solubilizacion del dimero de la F;Fo-ATP sintasa. Las mitocondrias fueron
diluidas a 15 mg / mL en buffer de solubilizacion (EACA 750 mM, Bis-Tris50 mM,
pH 7) y se extrajeron usando la cantidad de digitonina indicada (Stock en
DMSO). Las muestras fueron centrifugadas a 88,000 X g/ 45 min / 4°C y se

recuperaron los sobrenadantes. La concentracion de proteina se determiné por



el ensayo de Lowry-TCA (Peterson, 1977) para eliminar la interferencia causada

por los componentes del medio de extraccion.

Revelado de actividad ATPasa en geles nativos. El BN-PAGE se realiz6 de
acuerdo a Schagger y Von Jagow (1991). Se cargaron 80ug 6 90 ug por carril
del solubilizado con digitonina (montados en minigeles) y fueron corridos a 7 mA
durante 4h a 4°C. EIl gel fue incubado toda la noche en medio de actividad
(Glicina 50 mM, ATP 10 mM, MgCl, 10 mM, (CH3COO),Pb 0.15%, pH 8.5). Un
tratamiento similar se realiz6é utilizando las fracciones obtenidas del gradiente
donde 40 uL de la muestra se mezclaron con 10 uL del buffer SC (buffer de

solubilizacion adicionado con 0.2 mg de azul de Coomassie / mL).

Segunda dimensién desnaturalizante. La banda de interés, presente en el gel
nativo, se cortd y se incub6 en medio desnaturalizante (DTT 5 mM, SDS 0.1%)
durante una hora a temperatura ambiente. Se enjuagd en dos ocasiones con
SDS 0.1% durante 15 min cada una, la banda se polimerizd en el gel
concentrador Laemmli al 4% mientras que el separador se preparé al 15% de

acrilamida. El gel resultante se fijé con tincién de azul de Coomassie.

Réplica de Western. Para observar la Su.e y Su.g se utilizaron 20 ug de
mitocondrias mientras que para Inhl, 60 pug. Las muestras se sometieron a SDS-
PAGE 15% Von Jagow Yy se transfirieron a membrana de PDVF de 0.25 um en
buffer de transferencia (CAPS 10 mM, Metanol 10%, pH 11) a 100 mA durante
2h a 4°C. Las membranas fueron bloqueadas con leche 5%. Los anticuerpos
anti-e y anti-g (generosos obsequios de la Dra. Rosemary Stuart) y anti-blF;
fueron usados a una dilucion 1:1,500 vy fueron observados por
quimioluminiscencia y capturados en placas fotograficas o usando el escaner

digital Typhoon.

Observacion de las mitocondrias de S. cerevisiae. La preparacion de las

muestras se realizé como se describe en Bauer y cols(2001). Las cepas crecidas



en placas de YPD fueron lavadas con PBS frio (pH 7.2) y resuspendidas en el
medio de fijacion (Glutaraldehido 2%, Cacodilato 100 mM/ pH 7.2, CaCl, 1 mM)
durante 30 min a 4°C. Se lavaron con buffer cacodilato (0.1 mM) antes y
después de someter al medio enzimatico (Tris 50 mM / pH 7.5, MgCl, 5 mM,
Sorbitol 1.4 M, 2-mercaptoetanol 0.5 %, Zimoliasa 20T 0.15 mg / mL). Las
muestras fueron incubadas toda la noche con OsO, 0.5%. El montaje en
agarosa 2.5% se tifid con acetato de wuranilo al 1%, se deshidratd
progresivamente con etanol(50% - 100%) y se infiltrd6 en Epon. Los
ultramicrocortes se observaron usando un microscopio electrénico JEOL. Estos
estudios fueron realizados en el laboratorio del Dr. Alfonso Carabez Trejo en el

Instituto de Neurobiologia UNAM Campus Juriquilla, Querétaro, México.

Enriquecimiento en Gradientes de Glicerol. 4 mg del solubilizado de
mitocondrias con digitonina se cargaron en un gradiente discontinuo de glicerol
(Glicerol 15% - 40%, MES 2 mM pH 7, EDTA 2 mM, ADP 2 mM, digitonina 2.5
mM) y se centrifugaron a 120,000 X g / 16h / 4°C. Fraccionandose de la parte
inferior a la superior en alicuotas aproximadas de 500 pL, las muestras se

sometieron a BN-PAGE y se revelaron por actividad de ATPasa.

Tincién negativa para dimeros aislados. Las muestras fueron diluidas 10X
(MES 2 mM, EDTA 2 mM, ADP 2 mM, pH 7) y fueron aplicadas en las gradillas
de cobre con cubierta de carbono ionizada: se lavaron en una ocasién con agua,
fueron tefiidas con acetato de uranilo al 1% por 1 min y secadas al aire. Las
gradillas fueron observadas en microscopio electronico de transmision JEM-
2100 (JEOL) operado a 200 KV. Las imagenes fueron grabadas en modo de
baja dosis con la camara CCD de 4096X4096 pixeles (TVIPS F415MP) en
montaje de 6X6 a una magnificacion oOptica electronica de 40,000X. La medida

de pixeles fue calibrada para ser 2.84A.

Analisis de imagenes. Las particulas fueron seleccionadas manualmente de los
campos CCD usando el BOXER (192X192 pixeles) del programa EMAN (Ludtke



y cols, 1999). Las imagenes fueron filtradas a 0.05 A™ en ctfit: todo el analisis
subsecuente se realiz6 en el programa IMAGIC-5 (Van Heel y cols, 1996)
corriendo en la estacién de trabajo Octane. Las imagenes fueron normalizadas y
filtradas para remover bajas o altas frecuencias espaciales y una mascara
circular fue aplicada. Los datos fueron analizados por el procedimiento de
alineamiento por clasificacion obteniendo una serie inicial de referencias que
fueron usadas en el primer paso del alineamiento por multireferencia, el cual se

repitié hasta que ninguna mejoria se observo en las sumas de clases.

Reconstruccion tridimensional. El tratamiento se realiz6 como se describe en
Zhang y cols (2008). Para iniciar la reconstruccién tridimensional, proyecciones
de la referencia estructural propuesta[por empalme de dos monémeros en 40°
obtenidos con o sin la presencia de d-F6-b obtenidas de F;-cio (1gol) de S.
cerevisiae; OSCP*?° (2bo5) y d*1%- F6>"°-b"*183(2cly) de B. taurus; y 2 Su.b*>*
(1b9u) y Su.a*?®*(1c17:M) de E. coli] fueron usadas como referencias para
alinear el conjunto de 9,960 imagenes del dimero de la F1Fo-ATP sintasa de la
cepa silvestre de S. cerevisiae. El modelo resultante fue filtrado para remover el
ruido (densidad que no corresponde al volumen principal del modelo). Las
proyecciones fueron normalizadas para ser usadas en un nuevo alineamiento
por multireferencia. Las imagenes alineadas fueron promediadas y usadas como
proyecciones de entrada para un nuevo modelo 3D. Este proceso fue repetitivo
incrementando el nimero de proyecciones y las imagenes promediadas para
cada referencia hasta que no se observé mejoria. EI modelo final fue filtrado a
0.05 A*, correspondiendo al primer cero en la funcién de transferencia de
contraste. La serie de algoritmos anteriores, fue realizada en su totalidad por el
Dr. Stephan Wilkens (SUNY Upstate Medical University, Syracuse, NY, U.S.A.)

La éareas de los modelos 3D finales fueron visualizadas usando el
programa CHIMERA(Pettersen y cols, 2004).
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