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Resumen

La F,Fo-ATP sintasa es un nanomotor reversible, localizado en las membranas
transductoras de energia de bacterias, cloroplastos y mitocondrias, que sustenta la
vida produciendo ATP. Esto lo lleva a cabo acoplando la fuerza protén-motriz (Apy.) a
través de una membrana con la sintesis quimica de ATP a partir de ADP y P;. Mientras
que su estructura bdsica y su mecanismo se han conservado en todo el reino
bioldgico, los retos especificos que cada ATP sintasa debe enfrentar dentro de cada
célula han originado adaptaciones particulares con el fin de obtener un
funcionamiento dptimo. Un ejemplo de estas modificaciones son los diversos
mecanismos regulatorios de la actividad de hidrdlisis de ATP de la enzima; esta
actividad constituye un mecanismo de generacidon de Auy,, sin embargo también
puede conducir a una pérdida deletérea de ATP en condiciones de bajo Auy,. Esta
pérdida de ATP ocurre por ejemplo en la hipoxia o anoxia en las bacterias y
mitocondrias, o en condiciones de baja intensidad de luz en las bacterias
fotosintéticas o en los cloroplastos. A lo largo de la evolucién bioldgica , algunas
subunidades reguladoras o dominios se han integrado a la estructura del complejo
F.Fo para inhibir la hidrdlisis de ATP, como son la subunidad reguladora € de las
bacterias , la proteina inhibidora IF, de las mitocondrias , y un puente disulfuro en la
subunidad y del rotor central de la enzima de cloroplasto; estos mecanismos han sido
ampliamente caracterizados.

En contraste , el mecanismo regulatorio de la ATPasa de las a - proteobacterias, una
clase filogenéticamente relacionada con el ancestro de la mitocondria, permanecid
desconocido hasta que nuestro grupo descubrid una nueva subunidad inhibidora en
la ATP sintasa de la a - proteobacteria Paracoccus denitrificans y que fue denominada
“C” (1). Esta subunidad no esta relacionada en secuencia ni en estructura con los
inhibidores candnicos bacteriano (€) o mitocondrial (IF;), indicando la existencia de
un mecanismo inhibitorio novedoso de la F-ATPasa. Con el fin de disecar este
mecanismo particular, realizamos la caracterizacion de la subunidad { de la F-ATPasa
de P. denitrificans (PdQ), a través de enfoques cinéticos, bioquimicos,
bioinformaticos, protedmicos, y estructurales. Encontramos que la subunidad C es el
inhibidor natural de la F-ATPasa conservado en las a — proteobacterias, el cual exhibe
una fuerte inhibicién de la F;, de manera independiente de la subunidad €, a través de
la obstrucciéon de la rotacidn del tallo central mediante su dominio inhibitorio N-
terminal altamente conservado. Finalmente, también se observé que la subunidad ¢
tiene un motivo de unién a nucledtidos, que regula su capacidad inhibitoria. En
conclusidn, este trabajo identifica un nuevo mecanismo de control del nanomotor
FiFo - ATP sintasa bacteriano, que permitirdn comprender la evolucion de los
mecanismos regulatorios de la ATP sintasa .



Abstract

The F,Fo-ATP synthase is a reversible nanomotor, found in the energy-transducing
membranes of bacteria, chloroplasts and mitochondria, and fuels life coupling a
transmembrane proton-motive force (Auy.) to the chemical synthesis of ATP from
ADP and Pi. While its basic structure and mechanism have been conserved
throughout the biological kingdom, the specific challenges that every ATP synthase
should confront in each particular cell have promoted individual adaptations to
obtain an optimal operation. An example of these modifications is the diversity of
mechanisms for regulating ATP hydrolysis; this activity represents a powerful
mechanism to generate a Ay, but it can also lead to a detrimental loss of ATP under
conditions of low Apy. during hypoxia in bacteria and mitochondria or low light in
photosynthetic bacteria and chloroplasts. Therefore, through biological evolution,
some regulatory subunits or domains have been integrated to the structural core of
the F,Fo complex to inhibit ATP hydrolysis, such as the regulatory € subunit of
bacteria, the inhibitor IF, protein of mitochondria, and a disulphide bridge at the y
subunit of the central rotor of the chloroplast enzyme; these mechanisms have been
well characterized.

In contrast, the regulatory mechanism of the F,Fo of a-proteobacteria, a class
phylogenetically related with the ancestor of mitochondria, was unknown until our
group discovered a novel inhibitory subunit in the ATP synthase of the a-
proteobacterium Paracoccus denitrificans denominated ¢ (1). Interestingly, this
subunit is not related neither in sequence nor in structure to the canonical F,-ATPase
inhibitors from bacteria (¢) or mitochondria (IF,), unveiling a completely novel
regulatory mechanism F;Fo nanomotor. In order to resolve this new regulatory
mechanism, the characterization of the P. denitrificans F;-ATPase  subunit (Pd{) was
carried out by combination of kinetic, biochemical, bioinformatic, proteomic, and
structural approaches, resolving that the { subunit is a natural F-ATPase inhibitor
conserved all along the a-proteobacteria class which exhibits a strong inhibitory
function of the F, —ATPase in a manner independent of € subunit, through the
interference with rotation of the central stalk by its highly conserved N-terminal
inhibitory domain. Furthermore, it was observed that the { subunit has a nucleotide-
binding motif, which regulates its inhibitory capacity. This work provides the basis of
a new mechanism controlling the bacterial F,Fo-ATP synthase nanomotor, which will
help to understand the evolution of the ATP synthase regulatory mechanisms.



Abreviaturas

2-IT - - - -2-iminotiolano

2D-SDS-PAGE - - - - Electroforesis en dos dimensiones de geles de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio

ADP - - - - Adenosin difosfato

ATP - - - - Adenosin-5'-trifosfato

BLAST - - - - Herramienta de busqueda de alineamiento local basico

CD - - - - Dicroismo circular

DEAE - - - - Dietilo-amino etilo

DEAH - - - - Dietilo- amino hexilo

DTT - - - - Ditiotreitol

DUF - - - - Dominio de funcién desconocida

Ec - - - - Escherichia coli

EDTA - - - - Acido etilendiaminotetraacético

ICs - - - - Concentracidn de inhibicidn media maxima
IF,---- Proteinainhibidora

IPTG - - - - Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
ITC - - - - Calorimetria de titulacidn isotérmica

Js - --- Jannaschia sp.

JsQ"" - - - -Subunidad T silvestre de Jannaschia sp
JsC®T - - -~ Subunidad ¢ *°®° de Jannaschia sp
ORF - - -- Marco de lectura abierto

PBS----- Amortiguador de fosfatos

PCR - - - - Reaccidn en cadena de la polimerasa
Pd - - - - Paracoccus denitrificans

PdC"" - - - - Subunidad Csilvestre de P. denitrificans
PAZ*"" - --- Subunidad ¢ '*"°* de P. denitrificans

PEP - - - - Fosfoenolpiruvato

P; ----Fosfato inorganico

PK/LDH -- - - Piruvato cinasa / Lactato deshidrogenasa
PVDF - - - - Polifluoruro de vinilideno

Qur Sepharose ---- Q Sefarosa de alto rendimiento
RMN - - - - Resonancia magnética nuclear

TCA - - - - Acido tricloroacético

TEV - - - - Proteasa del virus del tabaco

WB - - - - Western Blot
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Introduccion
L. La F,F, ATP sintasa: Funcion, estructura y mecanismo catalitico

La ATP sintasa es el nanomotor ubicuo que sostiene energéticamente a todas las
formas de vida, proporcionandoles la mayoria del ATP necesario para realizar las
multiples reacciones dependientes de energia que comprenden su metabolismo. La
ATP sintasa es una enzima multiproteica encargada de acoplar la reaccidon de
condensacion del ADP y el P; con la energia almacenada en los gradientes
electroquimicos de protones (Apn.), presentes en membranas transductoras de
energia (2) como la membrana plasmdtica bacteriana, la membrana interna

mitocondrial y la membrana tilacoidal de los cloroplastos (3).

Debido a su gran importancia bioldgica, tanto su arquitectura bdsica como su
mecanismo catalitico han sido conservados a lo largo de la evolucidn, por lo que sin
importar su origen las F-ATP sintasas se componen de dos motores rotatorios, uno
hidrosoluble denominado F; y otro transmembranal denominado F,, los cuales se

interconectan por un cuello central y un cuello periférico (4).

En las bacterias, la porcidn F, de la ATP sintasa estd constituida por cinco proteinas
globulares llamadas a, 3, y, 0 y €, con una estequiometria de 3,3,1,1,1; y el dominio F,
por tres subunidades nombradas a, b y ¢, con una estequiometria 1,2, 9 - 15 (5). Esta
composicion representa la forma mas sencilla de las ATP sintasas y es compartida por
todos los organismos, sin embargo, dependiendo de su origen, cada enzima
presenta sus propias particularidades, por ejemplo variaciones en la estequiometria

de las subunidades c (6-9) o la presencia de subunidades accesorias (Tabla 1).

La informacidn bioquimica y cristalografica ha logrado establecer la posicion y las
interacciones entre las subunidades, determinando que las 3 subunidades ay 3P de
F, constituyen el corazdn catalitico de la enzima y se arreglan de forma alternada en

un hexdmero esférico de aproximadamente 100A de didmetro(4), donde cada

11



interfaz o/ posee un sitio de unidn a nucledtido. Los 3 sitios formados
principalmente por los residuos de las subunidades a son sitios no cataliticos
mientras que los 3 otros sitios formados principalmente por los residuos de las

subunidades  son los sitios cataliticos de la enzima(4).

Del interior de esta esfera protruye una estructura alargada que corresponde a la
subunidad y y en cuya base descansa la subunidad €, este complejo forma un eje
central (10) que conecta directamente la porcién F, soluble con una estructura en
forma de carrusel, localizada en la membrana, la cual se construye a partir de la

oligomerizacién de las subunidades c de F,.

En conjunto, el cuello central y el anillo de subunidades ¢ forman el dominio conocido
como rotor, el cual se encarga de transmitir la energia del transporte de protones ala
sintesis del ATP. Adyacente al anillo de subunidades ¢ se encuentra otra subunidad
transmembranal denominada subunidad a, cuya interfaz de contacto con las

subunidades ¢ dan lugar a un canal de transporte de protones (11).

Finalmente, contigua a la subunidad g, se encuentra una estructura extendida que
conecta lateralmente la porcidn soluble con la porciéon transmembranal, ésta se
compone de las subunidades b, b’ y & y tiene como funcién mantener el subcomplejo
a;3P5 y a la subunidad a estaticos con respecto al elemento rotatorio de la enzima y

recibe el nombre de cuello lateral o estator (12) (Fig. 1).

La ATP sintasa realiza su funcion mediante un mecanismo rotatorio, en el cual la
energia almacenada en un gradiente electroquimico de H* es transducida a energia
quimica en forma de ATP. Este gradiente electroquimico es generado por complejos
multiproteicos que forman la cadena de transporte de electrones, los cuales se
encuentran al interior de las membranas transductoras de energia y se encargan de

acoplar la transferencia de electrones al transporte de protones a través de la

12



membrana. Asi, la acumulacién de H" de un lado (el periplasma bacteriano, el espacio
intermembranal mitocondrial y el estroma de los cloroplastos) con respecto al otro
lado de la membrana (el citoplasma bacteriano, la matriz mitocondrial y el lumen
tilacoidal), genera una diferencia de concentracién (ApH) (13) y de carga (A¥), que
recibe el nombre de gradiente electroquimico de protones (Aun.) y es utilizado para

impulsar el giro del rotor de la ATP sintasa en el sentido sintético.

El mecanismo rotatorio de la ATP sintasa se basa en su capacidad para transportar
protones, a través de un canal constituido por la subunidad a y el anillo de
subunidades c de su fraccidn F,. Estudios de mutagénesis han mostrado la existencia
de dos residuos esenciales para el transporte de H*(14), el primero, presente en cada
una de las subunidades c (11, 15), es un residuo cargado negativamente (Asp o Glu)
que se localiza en la parte externa del anillo, expuesto a los lipidos que lo rodean y
que funciona como sitio de anclaje de los H" (16); el segundo aminoacido esencial de
la subunidad g, es un residuo positivo (Arg) (17, 18) el cual se encuentra frente a las

subunidades c que forman la interfaz a-c y le brinda direccién a la rotacién.

Aunque la ruta exacta del transporte de protones aun no se conoce, una gran
cantidad de evidencia bioquimica ha planteado que ésta se localiza en la interfaz
entre la subunidad a y dos subunidades c, las cuales dan lugar a dos hemicanales
independientes (19, 20) que comunican el espacio acuoso de uno u otro lado de la

membrana con el sitio protonable (E o D) de las subunidades c.
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La evidencia experimental ha permitido proponer un modelo de rotacién de la

ATPasa con el siguiente mecanismo (21-23):

1. Un H" penetra por el hemicanal desde la regién acida del medio y se une al

grupo carboxilo del residuo negativo de la subunidad c.

2. Esta protonacién neutraliza la carga del residuo y permite que la subunidad
avance una posicion en el anillo, adentrandose en la capa lipidica y alejandose de la

subunidad a.

3. En ese mismo momento, a casi 360° de distancia, otra subunidad c
protonada proveniente de la fase lipidica avanza hacia el segundo hemicanal de la
subunidad a y expulsa su protdn hacia la regién basica del medio.

Glu

4. La liberacién del H* del ¢*" o ¢*P restablece su carga negativa, la cual es

A"® 'y conducida hacia el primer hemicanal donde

atraida por la carga positiva de la a
otro H" neutraliza su carga, permitiendo que esta subunidad se interne en la

membrana para dar una vuelta completa del anillo y cerrar el ciclo (Fig. 2).

La protonacion y deprotonacidon concertada entre cada uno de los hemicanales
promueve la rotacién del anillo de las subunidades ¢ (24-27) con respecto a la
subunidad a, transformando la energia osmdtica asociada al gradiente de H* en
energia mecanica rotacional. Esta energia rotacional del anillo de subunidades c es
transmitida a la porcidn catalitica de la enzima, mediante el giro de las subunidades y
y € (28, 29) que se encuentran asociadas a la superficie del anillo (dominio rotor), y
que funcionan como un arbol de levas de un motor, impulsando los cambios
conformacionales que permiten la unién de los sustratos y la liberacidon del ATP de

manera cooperativa y alternada en las tres interfaces cataliticas a/f de la porcién F..
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El mecanismo catalitico de la enzima ha sido nombrado mecanismo de sitios
alternantes y fue propuesto por Paul Boyer (5, 30), en éste se plantea que cada uno
de los tres sitios tiene, en un momento dado, distinta conformacidn y afinidad por el
nucledtido y ha sido respaldado por evidencia cristalografica que ha confirmado las
diferencias predichas entre los tres sitios cataliticos (4), mostrando que cada uno
tiene una conformacidn distinta e interactda con un nucleétido diferente: el primero
(Brp) tiene una conformacién cerrada y une un andlogo del ATP, (AMP-PNP), el
segundo (Bop) tiene una conformacién semi-cerrada y une ADP, y finalmente el

tercero (Be) que tiene una conformacidn abierta y estd vacio.

Ademas evidencias disponibles corroboraron que la subunidad y mantiene contactos
con cada una de las subunidades a/f de manera especifica para cada interfaz debido
a su asimetria intrinseca (4). Estas conformaciones en conjunto permiten la
interconversion de los sitios cataliticos de forma concertada, permitiendo la entrada
del sustrato, la catalisis y la liberacidon del producto en cada una de las interfaces de

forma simultdnea en cada desplazamiento de 120° (Fig. 3)
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Tabla 1. Composicion de la F-ATP sintasa

Fig.1 Modelo de la ATP sintasa

en distintos organismos bacteriana
o Subunidad (peso molecular KDa)
E Escherichia | Paracoccus Bos
8 coli denitrificans taurus
>a (55) ’a (55) ’a (55)
’B(50) ’B (50) ’B (50)
'y (32) 'y (31) 'Y(32)
F, '5 (19) 'S (22) 'OSCP (21)
'e (14) 'e (15.8) '8 (15)
'€(5.7)
IF, (10)
C(11.6)
'a (30) ‘a 'a (19) L
*b (17) 'b (20) 'b (24) [
°75¢ (8.2) e ®c (7.6)
Fo d F
e O
f
g
F6
A6L

Tabla 1. Composicion de subunidades de la ATP sintasa nativa aislada de diferentes
especies. Se presentan dos organismos del dominio bacteria, la y-proteobacteria E. coli y
la a-proteobacteria P. denitrificans, asi como un organismo del dominio eucaria, Bos
taurus. Las subunidades se han separado de acuerdo al segmento al que pertenecen y
sus homdlogos se encuentran en el mismo rengldn; a su lado izquierdo en superindice se
presenta la estequiometria de cada subunidad y de su lado derecho entre paréntesis se
encuentra su peso molecular en KDa. La composicién minima de la enzima se presenta en
la bacteria E. coli en la que se observan las 8 subunidades basicas de su estructura. Las
subunidades regulatorias de cada enzima se encuentran en negritas: Ece, Pd( y BslF..
Modificado de Garcia-Trejo JJ y colaboradores (31).

Figura 1. Modelo de la ATP sintasa bacteriana. El modelo fue construido a partir de varias
estructuras parciales obtenidas por cristalografia de rayos x, RMN y modelado. La ATP
sintasa bacteriana presenta una estequiometria osBs;ydeab,cio-1s que se divide en las
porciones F; y Fo. Sumecanismo de sintesis de ATP se encuentra representado, en el cual
el flujo de H' a través de los hemicanales de la interfaz a-c conduce la rotacién del
elemento rotor (yecio-15), €l cual genera cambios conformacionales en los sitios cataliticos
de las subunidades B, de la porcién estatora (a;B;0b,), que resultan en la sintesis de ATP
a partir de ADP y P;. Modificado de Weber (32).
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Fig.2 Modelo del transporte de H Fig. 3 Sintesis de ATP de acuerdo al modelo
através deF, de sitios alternantes de Paul Boyer

A

Vista transversal
(desde el periplasma)

|3 g (Abierta)

ATP

B

Acido

Vista lateral
(desde sub a)

Alcalino

Figura 2. Representacion del transporte de H" a través del dominio F, de acuerdo al
modelo de hemicanal. A) Estructura cristalografica del anillo de subunidades ¢, de
llyobacter tataricus (1YCE) y a las subunidades a y b, como formas geométricas en
color naranja y azul respectivamente. B) Se muestra la existencia de dos hemicanales
con orientaciones contrarias dentro de la subunidad g, la presencia de la carga
positiva conservada de la a*"® entre ambos hemicanales y la formacién de la interfaz
de transporte entre dos subunidades c (roja y verde) y la subunidad a. En circulos
azules se representan los H*, los cuales entran por el canal expuesto al lado acido del
medio e interactian con la subunidad c, al dar la vuelta completa al anillo ésta
subunidad se encuentra con el segundo hemicanal y libera su H" hacia el lado bésico
del medio. Modificado de Okuno D (21)

Figura 3. Sintesis de ATP de acuerdo al modelo de sitios alternantes de Paul Boyer. El
complejo F;presenta 3 sitios cataliticos de unién a nucledtido no equivalentes entre
si. En un momento dado cada sitio presenta una conformacion y una afinidad distinta
por los nucledtidos (ATP, ADP y vacio) por lo que reciben el nombre de Brp, Bor Y Bt
respectivamente. La fuerza protdn - motriz causa la rotacion de la subunidad y del
eje central (representada por una flecha verde), la cual hace contacto de forma
diferente con cada uno de los sitios cataliticos y produce un cambio conformacional
cooperativo en el que la Brp se convierte en B¢ (liberando el producto), Bor se
convierte en Brp (promoviendo la condensacién de ADP + P; para formar ATP), y ¢ se
convierte en Bpp (uniendo ADP y Pi del solvente) para iniciar de nuevo el ciclo.
Modificado de Principles of Biochemistry, Lehninger (33)
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1. Mecanismos regulatorios de la actividad de ATPasa

Como todo nanomotor molecular, el complejo F;Fo es reversible, por lo que ademas
de sintetizar ATP, también es capaz de hidrolizarlo (29). Esta capacidad le permite
tener un mecanismo de generacion de Apy,, sin embargo, debido a la importancia de
mantener una poza estable de ATP y de evitar una actividad de ATPasa futil, en
condiciones de bajo oxigeno o baja luz, los complejos F;Fo han adquirido diferentes
mecanismos de control de su actividad hidrolitica en forma de subunidades o
dominios regulatorios, los cuales han sido optimizado a través de la evolucién para

operar en ambientes bioldgicos especificos, entre estos mecanismos se encuentran:

i. Mecanismo bacteriano: subunidad €

Dentro del escenario bacteriano, la actividad hidrolitica de la ATP sintasa tiene un
papel trascendental, ya que éstos organismos estdn expuesto a grandes cambios en
sus habitats, por ejemplo variaciones en las concentraciones de oxigeno. Durante la
normoxia, la cadena respiratoria de las bacterias genera un gradiente de protones, el
cual se utiliza en funciones celulares esenciales como la produccidon de ATP, la
quimiotaxis y el transporte secundario. Sin embargo, cuando la bacteria debe
enfrentarse a un ambiente anaerobio donde la cadena respiratoria ya no es capaz de
generar este gradiente y en ausencia de cadenas alternas y/o aceptores alternos al
oxigeno, es la actividad de F,F,-ATPasa la que suple esta funcién, pues mediante la
hidrdlisis del ATP obtenido de la glicdlisis, se restablece el gradiente de H" a través de
la membrana, preservando de esta forma las funciones celulares que de él dependen.
Ya que la cantidad de ATP celular es limitada, la actividad hidrolitica del complejo V
debe ser escrupulosamente regulada, siendo la subunidad € la encargada de su

inhibicién (34, 35).
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La subunidad € bacteriana es una proteina globular de 15 KDa de peso molecular, que
se localiza en la base de la subunidad y (36), sobre el anillo de subunidades ¢ y forma
parte intrinseca el rotor de la F-ATPasa (37). Se divide en dos dominios estructurales
funcionalmente especializados, el primero, localizado en la porcidn amino terminal de
la subunidad, adopta una estructura de sandwich B de 10 hojas y funciona como
punto de anclaje entre las porciones F,y F,de la enzima (38, 39), estabilizando esta
interaccion (40); el segundo dominio, ubicado en su regién carboxilo terminal se
pliega en dos a-hélices (41-43) y se encarga directamente de la inhibicién de la ATPasa
(44). Debido a la divisién funcional de los dos dominios, el grado de conservacién de
cada uno difiere con respecto al otro en diferentes especies, mientras que el dominio
amino terminal se encuentra altamente conservado debido a su relevancia
estructural; el dominio carboxilo inhibitorio exhibe un alto grado de variabilidad,
evidenciando las diferentes necesidades de control de las ATPasas, particulares para

cada bacteria (35).

En la busqueda del mecanismo inhibitorio de la subunidad €, estudios con
entrecruzadores  quimicos (41, 45, 46), ensayos unimoleculares (47, 48) vy
acercamientos estructurales mediante RMN vy cristalografia de rayos x (36, 42, 49),
han sefialado que esta subunidad es capaz de adoptar dos conformaciones
estructurales con capacidades inhibitorias diferentes. La primera es una
configuracién compacta (&) no inhibitoria, en la cual las hélices presentes en su
carboxilo terminal adquieren una estructura en forma de horquilla que se asocia a la
porcidn globular de la subunidad, permitiendo el giro del rotor en ambas direcciones.
La segunda estructura es la encargada de inhibir la actividad ATPasa y es conocida
como conformacién extendida (&x), ya que sus hélices c-terminales se alargan sobre
la subunidad gama hacia el interior de la cavidad central del hexdmero asf;,
obstruyendo la rotacion del cuello central en la direccién hidrolitica. En conjunto, la
evidencia experimental ha propuesto que este mecanismo inhibitorio se basa en Ia

interrupcion del giro del rotor como respuesta a un cambio conformacional de las
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hélices c-terminales de la subunidad y ha sido comparado con el funcionamiento de
una matraca (o trinquete) ya que de igual forma permite el giro del rotor en un

sentido (ATP sintasa) mientras inhibe la rotacidn en el sentido contrario (ATPasa)

(Fig. 4).

Estudios en Bacillus PS3 encontraron un sitio de unién de ATP especifico (50) dentro
de la subunidad € (51, 52), el cual estabiliza la conformacién compacta de la
subunidad; éste presenta una secuencia de reconocimiento (I(L)DXXRA)(52) distinta
a la descrita para las subunidades a y B, y se forma a partir de residuos
pertenecientes a los dos dominios estructurales(52). Estudios bioquimicos han
sefialado que la interconversién conformacional de la subunidad € es sensible a la
presencia o ausencia de ATP (47, 53, 54), hecho que ha resaltado la importancia del
sitio del nucleétido dentro del mecanismo inhibitorio de la subunidad, confiriéndole
un caracter de sensor de ATP y por lo tanto de las condiciones energéticas celulares.
De esta forma se ha propuesto que la conformacidn compacta de la subunidad
épsilon se presenta en condiciones con altas concentraciones de ATP (donde el sitio
del ATP estd ocupado) en las cuales la actividad de ATPasa no necesita ser inhibida,
pero cambia a su conformacidon extendida cuando la concentracion del ATP
disminuye (el sitio del nucledtido se vacia) y la hidrdlisis del mismo es peligrosa para
la bacteria. La observacién de este sitio en bacterias distintas a Bacillus PS3 (E. coli
(52) y Bacillus subtilis (55)) ha revelado que el sensor de ATP no es exclusivo de esta

bacteria sino que representa un mecanismo regulatorio distribuido en este dominio.

Estudios cristalograficos han permitido entender con mayor detalle la posiciéon que
adopta la subunidad € en su configuracién inhibitoria dentro de la enzima de E. coli
(49), describiendo que las hélices C-terminales de €, se alinean a lo largo de la
subunidad y, formando una hélice superenrrollada antiparalela con su porcién amino
terminal; ademds se introducen en la cavidad central del heterohexdamero a/f y

realizan contactos directos con las porciones carboxilo terminales de las subunidades
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Opp, O, Bor Y Bre, confirmando la interaccion de la subunidad € con el motivo DELSEED
de la subunidad B (56) y bloqueando de esta forma interacciones especificas entre

Bor y Y esenciales para el mecanismo de rotacion.

Conformacién ¢_ ¢ semi-extendida Conformacién ¢
(ATPasa activa) (Propuesta) (ATPasa inactiva)

Ruptura de lainterfase
eNTD-CTD
——

Interaccion ghéfice!
cony

Rotacion yec |
_—
Insercidn gheélice2

Bicapa lipidica

Figura 4. Modelo inhibitorio de la ATPasa mediado por la subunidad € de E. coli. Los
modelos de la EcF, se construyeron a partir de la estructura del anillo de subunidades
Cio de levadura (2WPD) y la F-ATPasa de E coli (30AA); el dominio amino-terminal
(NTD) de la subunidad € se representa en rosa, mientras que en plata y rojo se
presentan la primera y segunda hélice de su carboxilo terminal (CTD). De derecha a
izquierda se representan los cambios conformacionales que sufre la subunidad €
durante su mecanismo inhibitorio, basados en la evidencia cristalografica obtenida
hasta el momento. En la imagen de la derecha se muestra la forma activa de la
ATPasa en la cual la subunidad € adquiere su conformacion compacta donde la
primera y segunda hélices se comprimen sobre su NTD. El modelo central representa
un intermediario propuesto, el cual se basa en experimentos de protedlisis limitada y
la estructura cristalografica del subcomplejo yg, éste representa a la ATPasa, también
en su forma activa, pero con una conformacién de € en la cual, debido a la movilidad
intrinseca de su CTD, la primera de sus hélices se ha extendido interactuando con la
subunidad € y la segunda se expone hacia el medio. Finalmente, la imagen de la
izquierda representa la ATPasa en su forma inhibida en la cual la subunidad €
adquiere su conformacion extendida alargando su CTD hacia el complejo asfB; y
enrollandose sobre la subunidad y impidiendo su giro. Modificado de Cingolani G y
colaboradores (49).
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ii. Mecanismo de cloroplasto: Entrecruzamiento disulfuro de la
subunidad y de cloroplasto

Como toda ATP sintasa, la enzima de cloroplasto se encarga de acoplar la sintesis de
ATP a un gradiente electroquimico de protones, sin embargo, a diferencia de su
contraparte bacteriana y mitocondrial, este gradiente no se establece a partir de la
oxidacion de compuestos con alto poder reductor sino a partir de la excitacion
luminosa de pigmentos presentes en sus fotosistemas, generando un gradiente
electroquimico de protones (Apy.) a través de la membrana tilacoidal dependiente
de la luz. Este gradiente permite la sintesis de ATP durante la fase de iluminacidn,
pero se colapsa durante la fase obscura, favoreciendo la hidrdlisis del nucledtido.
Debido a la gran variabilidad de luz a la que estos organismos estan expuestos,
dia/noche, sombra transitoria de las nubes, agujeros de luz etc. La enzima de
cloroplasto ha adquirido un mecanismo regulatorio de la hidrdlisis de ATP sensible a
las condiciones redox del organismo cuya relevancia fisioldgica reside en la
prevencion de la deplecion futil de la poza esencial del ATP intracelular en

condiciones de oscuridad cuando la fotofosforilacién es inactiva (57, 58).

Este mecanismo recibe el nombre de modulacién tiol y se basa en la oxido/reduccién
reversible de un puente disulfuro de la subunidad y de la porcidn F, de cloroplasto, el
cual funciona como interruptor de la actividad de ATPasa de la enzima (59) y se
localiza en un segmento regulatorio adicional de alrededor de 40 aminodcidos
caracteristico de las algas verdes y plantas superiores, que estd ausente en las
subunidades y bacterianas y mitocondriales. La region regulatoria de y se localiza en
su porcién central, cercana al anillo de subunidades ¢, donde el enlace disulfuro se
forma entre las cisteinas C'° y C*° (en espinaca) (60) (Fig. 5). Sin embargo, debido a
la falta de informacidn estructural, hasta el momento se desconocen los eventos
moleculares producidos por la oxidacién. Ensayos de dindmica molecular han
predicho que el enlace S-S genera dos estados conformacionales distintos, un primer

estado completamente abierto con el disulfuro reducido y una segunda
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conformacién completamente cerrada con el disulfuro oxidado (61, 62), en el cual el
dominio regulador se compacta, acercandose a la porcién globular de la subunidad y
(63) (Fig. 5), impidiendo movimientos esenciales para la hidrdlisis del ATP(64). Este
modelo fue respaldado por estudios unimoleculares que demostraron que la
oxidacién de las cisteinas regulatorias disminuye el numero de revoluciones que la
subunidad y realiza con respecto al hexamero asf;, afectando directamente Ia

actividad enzimatica de ATPasa (65).

Finalmente, estudios en condiciones fisioldgicas han encontrado que la exposicién de
las membranas tilacoidales a la luz resulta en la generacién de un potencial
electroquimico que estimula la reduccién del puente S-S de la subunidad gama,
liberando de esta forma la inhibicion de la actividad hidrolitica. Asimismo
investigaciones in vivo han sefialado que la tiorredoxina es la encargada de reducir el
disulfuro de la subunidad gamma (66) y que ésta a su vez es fotorreducida en el

cloroplasto por la ferredoxina - tiorredoxina reductasa de forma dependiente a la luz

(67)-

iii. Mecanismo mitocondrial: Proteina IF,

La ATP sintasa mitocondrial ha desarrollado un mecanismo regulatorio propio para la
inhibicion de su ATPasa, el cual es esencial para preservar la poza de ATP en
mitocondrias con un bajo potencial de membrana, por ejemplo, durante condiciones
de isquemia celular en donde el gradiente electroquimico de protones se colapsay la
ATP sintasa tiende a restablecerlo bombeando protones mediante la hidrdlisis el ATP.
Este mecanismo es regido por una proteina nombrada proteina inhibidora o IF,(68),
que es una subunidad accesoria de la F-ATP sintasa mitocondrial que regula su
actividad hidrolitica (68) y su actividad sintética (69, 70). Es una proteina soluble de

84 aminodcidos estructurados en una a - hélice de 90A de longitud (71), su
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estequiometria con respecto a la ATP sintasa es de 1:1 (72) y es capaz de inhibir tanto

al complejo F,F, como a la porcién F, aislada.

Estudios de entrecruzamiento quimico de la F,l y la F,F,l de bovino sefialaron que la
proteina inhibidora se localiza préxima a la subunidad a y a las subunidades del rotor
Y Yy € (73). Estos resultados fueron reforzados mediante evidencia cristalogréfica (74),
que determind la localizacién de la porcidn inhibitoria de la IF,, presente en su
extremo amino (75), dentro de una hendidura profunda generada por los dominios
C-terminales de las subunidades app,Bop, arp y Bre, Ia cual conduce a la IF,a la cavidad
interna del hexamero catalitico y le permite interactuar con la regién N-terminal de la
subunidad y (Fig. 6). En conjunto, estos resultados sefialaron que su mecanismo
inhibitorio afecta dos de los componentes principales del proceso catalitico de Ia
enzima, ya que impide los cambios conformacionales de los sitios activos  y obstruye

el giro del rotor.

Mecanisticamente, la inhibicidn mediada por IF, requiere de un primer paso de
anclaje, en el cual el motivo inhibitorio se adhiere a su sitio de unidn, presente en la
interfaz ag/Pe de la porcidn F,. Posteriormente, la enzima realiza dos pasos de
rotacion del cuello central conducidos por la hidrdlisis de dos moléculas de ATP los
cuales conllevan a la transformacidén de la interfaz vacia ag/Be en la interfaz app/Bop y
la subsecuente estabilizacion del complejo Fi-IF; inhibido. La liberaciéon de Ia
inhibicion se realiza mediante la energizacidon de la membrana, la cual se cree que
remueve a la proteina de su sitio inhibitorio hacia una posicién desconocida (76) o

fuera del complejo FiF, (77), permitiendo que la sintesis del ATP se reinicie.

Estudios bioquimicos han encontrado que la capacidad inhibitoria de la IF, es sensible
al pH (78), pues ésta realiza una potente inhibicion de la ATPasa a pH = 6 y una nula
inhibicion a pH mayores (8). Se ha propuesto que esta sensibilidad al pH funciona

como sensor del gradiente electroquimico de protones, ya que en condiciones
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anaerdbicas donde la cadena respiratoria no funciona adecuadamente, la ATP sintasa
tiende a realizar la hidrdlisis del ATP, y la glicdlisis se vuelve la Unica fuente de ATP
celular. La alta actividad de la glicdlisis resulta en una reduccién del pH citosdlico (79)
el cual es transmitido a la matriz mitocondrial (80), promoviendo la inhibicién de la
hidrdlisis del ATP mediada por la IF,. Estructuralmente, este fendmeno ha sido
explicado como un cambio en el estado de oligomerizacion de la subunidad, ya que
estudios in vitro de ultracentrifugacién analitica (81) y cristalogréficos (71), han
encontrado que a pH < 6.5 la IF, se asocia como un homodimero inhibitorio
(enlazando sus extremos carboxilos terminales mediante una estructura de hélice
superenrrollada), pero al aumentar el pH a valores de 8 ésta se oligomeriza en una
estructura tetramérica que oculta la porcién inhibitoria de la subunidad. Esta
propiedad sensora del pH se ha adjudicado a la presencia de cinco residuos de
histidina dentro de su secuencia, cuyo estado de protonacidn controla su grado de
oligomerizacién. Sin embargo, la relevancia fisioldgica de este cambio
conformacional en el control de la ATPasa, ain no ha sido comprobada. Por otra
parte, evidencia bioquimica y de microscopia electrénica han sefialado que Ia
dimerizacién de la proteina IF, genera la dimerizacién de la ATP sintasa completa (82,
83) y que ésta se relaciona directamente con la morfologia de la membrana interna
mitocondrial generando su invaginaciones caracteristicas, conocidas como crestas

mitocondriales (82, 84).
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Figura 5. Modelo de la subunidad y de
cloroplasto y de sus cambios
conformacionales.

Estructura de la subunidad y de
cloroplasto de Spinacia oleracea,
obtenida a través de modelado por
homologia con respecto a su
contraparte mitocondrial. El panel
izquierdo muestra los elementos
estructurales de la subunidad, en azul
se presentan sus N- y C- terminales,
en verde su dominio central, en cian
un dominio extra particular de la
subunidad de cloroplasto y en rojo su
dominio regulatorio donde las dos
cisteinas oxidables se representan
mediante esferas amarillas. El panel
derecho muestra el probable cambio
conformacional del dominio
regulatorio en respuesta al estado
redox de las cisteinas, arriba la
conformacion cerrada con el disulfuro
oxidado y abajo la conformacion
extendida con el ditiol reducido.
Modificado de Samra H. (61) y Richter

M. (63)

Figura 6. Estructura de la F,-ATPasa
inhibida por la IF,

Vista lateral de la estructura
cristalografica del complejo F-IF," de
S. cerevisiae. Las subunidades a, 3, y, &
y € se muestran en rojo, amarillo, azul
obscuro, verde y magenta
respectivamente y el fragmento 1-36
de IF; en azul claro, evidenciando la
interaccion del dominio amino-
terminal de la proteina inhibidora con
los dominios C-terminales de las
subunidades oapp, Bor, arp y Bre, asi
como con la subunidad y del rotor.
Reproducido de Robinson G (85)
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Ill.  Paracoccus denitrificans

i. P. denitrificans como organismo modelo
Paracoccus denitrificans es una a-proteobacteria coco Gram negativa y sin motilidad,

que habita en el suelo, sedimentos y lodos (86) tanto en condiciones aerdbicas como
anaerdbicas y que fue aislada por primera vez en 1910 por Beijerinck y Minkman
(87). La seleccidn original de esta especie fue basada en su habilidad de reducir
nitratos y nitritos en nitrégeno molecular mediante la reaccidn conocida como
desnitrificacién (Ec. 1) la cual le permite crecer anaerébicamente utilizando estos

compuestos nitrogenados como aceptores terminales de electrones (88, 89).
(Ecuacién 1) NO; = NO, & NO 9 N,O D N,

P. denitrificans tiene una gran versatilidad metabdlica, ya que es capaz de crecer de
forma autdtrofa usando hidrégeno, diéxido de carbono, metanol, tiosulfato o
metilamina (90), o de manera heterotréfica con una amplia variedad de compuestos
de carbono (91). El género Paracoccus, al cual P. denitrificans pertenece, es parte de la
familia Rhodobacteraceae, del orden de las Rhodobacterales (92) y es uno de los
géneros de las a- proteobacterias que se relaciona de forma mas distante con
Escherichia coli (93). Su genoma estd compuesto por dos cromosomas circulares y un
plasmido pequefio (89) y en conjunto se caracteriza por poseer genomas con un alto

contenido de G+C que varia del 63.8 % al 70.2 % (94).

La clase a-proteobacteria a la que P. denitrificans pertenece es especialmente
relevante, ya que evidencia filogenética a nivel gendmico (95) (rRNA) y protedmico
(96, 97) (secuencias de aminoacidos de apocitocromo b y las subunidades 1, 2 y 3 de
la citocromo oxidasa) han relacionado directamente a esta clase con el
protoendosimbionte ancestral, que segun la teoria endosimbidtica (98), dio origen a

la mitocondria. Esta teoria propone que la asociacidon simbidtica entre una bacteria
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Gram negativa aerobia (protoendosimbionte) y un huésped anaerobio fermentativo,

probablemente un Arquedn, dio origen a los eucariotes mitocondriados.

Esto ha generado que P. denitrificans sea estudiado ampliamente en el campo de la
bioenergética pues, ademds de la evidencia filogenética que lo relaciona con el
ancestro de las mitocondrias, presenta un conjunto de caracteristicas bioquimicas

que le confieren una gran similitud con este organelo, por ejemplo:

1) La composicién de su membrana plasmatica evoca a la de la membrana interna

mitocondrial, ya que cuenta con un alto contenido en fosfatidilcolina.

2) Cuenta constitutivamente con una cadena respiratoria casi idéntica a la
mitocondrial (99), pues expresa versiones simplificadas en composicion de
subunidades de los complejos respiratorios presentes en mitocondrias, NADH
deshidrogenasa (100), succinato deshidrogenasa (101), ubiquinol-citocromo ¢ éxido

reductasa (102), citocromo ¢ oxidasa (103) y ATP sintasa (1, 104).

3) Exhibe una sensibilidad a los inhibidores respiratorios muy parecida a la
mitocondrial, ya que su cadena respiratoria es sensible a rotenona, piericidina A,
carboxina, tenoiltrifluoroacetona, antimicina A y su ATP sintasa es sensible a

venturicidina y aurovertina (91).

4) Su funcidn respiratoria muestra una propiedad Unica de las mitocondrias, pues al
cuantificar el consumo de oxigeno de membranas aisladas acopladas de P.
denitrificans, se observa que éstas son capaces de aumentar su velocidad respiratoria
basal (estado IV) como respuesta a la adicion de ADP (estado Ill) y de regresar a
estado IV al consumir totalmente el sustrato (105, 106), tal como lo realizan las
mitocondrias aisladas de bovino (107). Esta propiedad conocida como control
respiratorio, asociada con la integridad membranal, el acoplamiento entre la ATP

sintasa y los complejos respiratorios, y el acoplamiento entre la porciéon F, y F, de la
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ATP sintasa; no se observa facilmente en otras bacterias.

Consecuentemente, aun cuando cada una de las singularidades que P. denitrificans
posee no son exclusivas, dado que hasta el momento ninguna otra especie
bacteriana investigada posee en conjunto tantas similitudes con la mitocondria, P.
denitrificans se ha convertido en un muy buen modelo para el estudio de la historia
evolutiva de los complejos respiratorios mitocondriales, ya que brinda un
acercamiento al escenario presente en su ‘“ancestro bacteriano”, hecho que se ha
explotado en la caracterizacion estructural y bioquimica del complejo | (108) y el

complejo IV (109).

ii. La ATP sintasa de P. denitrificans y el mecanismo regulatorio de
su actividad de ATPasa

Estudios del complejo V de P. denitrificans indicaron que éste presenta una gran
peculiaridad que lo diferencia de sus contrapartes eucariética y mitocondrial, ya que
exhibe la velocidad sintética mas rdpida reportada, aunada a una actividad hidrolitica
muy lenta o casi nula. Esta propiedad se manifiesta en un cociente de actividades ATP
sintasa/ATPasa que ronda valores de entre 20 y 60 (110, 111) los cuales superan
considerablemente los valores obtenidos para sus contrapartes de bacteria (112) y de
mitocondria (o cloroplasto) que se encuentran por debajo de la unidad. La
importancia del cociente ATP sintasa/ATPasa reside en que éste es un reflejo de la
direccion preferencial de la enzima; ya que mientras las enzimas de bacteria y
mitocondria hidrolizan el ATP mas rapido de lo que lo sintetizan, la enzima de P.
denitrificans exhibe practicamente una ATP sintasa unidireccional (104), develando la
existencia de un mecanismo inhibitorio de su actividad hidrolitica especialmente

eficiente.

Durante varios afios se intentd caracterizar el mecanismo regulatorio que inhibia a la

ATPasa de P. denitrificans, sin embargo la inestabilidad que la enzima presentaba al
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ser purificada habia impedido la obtencidn de informacién directa sobre su

composicidn y su estructura que permitiese explicar su cardcter unidireccional.

A pesar de las dificultades, ensayos bioquimicos habian sugerido la existencia de una
proteina inhibidora intrinseca de la ATPasa de esta bacteria, ya que de forma similar
a otras ATPasas reguladas por proteinas inhibidoras (113), la protedlisis limitada de la
PdF,F, de particulas sub-bacterianas (114) y de la PdF, semipurificada (115) generaba

un aumento de su actividad hidrolitica.

La existencia y la identidad de esta subunidad inhibitoria no fue esclarecida sino
hasta el 2010 cuando en el laboratorio del Dr. Garcia-Trejo, se realizé la purificacidon
de los complejos PdFF, y PdF; estables (116)(1), mostrando que asociada a las
subunidades candnicas que los constituyen, se encuentra una nueva subunidad
estructural de 11 KDa de peso molecular designada subunidad “C” (Tabla 1), la cual es
capaz de inhibir la actividad hidrolitica de la enzima y no posee similitud significativa
con las subunidades regulatorias € e IF,. Ademds, demostraron la presencia a la
subunidad ¢ (mediante WB) asociada al complejo V de R. sphaeroides (1), una a
proteobacteria relacionada cercanamente con P. denitrificans  (92), revelando la
existencia de un nuevo mecanismo de regulaciéon del nanomotor FiF, diferente a los
descritos hasta el momento y posiblemente conservado entre la clase de las a-

proteobacterias.

Posteriormente, un trabajo en colaboracién con el grupo del Dr. Kurt Wiitrich del
Scripps Research Institute, California-USA, quienes habian resuelto la estructura de la
subunidad homologa en Jannaschia sp. (2KZC), develd la estructura de la subunidad
Pd( en solucién (PDB_id: 2LL0), mediante RMN, evidenciando que ésta es una
proteina globular 100% a-hélice, estructurada como un haz de 4 hélices que forman
un dominio central, del que protruyen los extremos amino y carboxilo, los cuales

interactian estrechamente entre si (117). Esto mostré que la subunidad Pd{ no
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presenta homologia estructural con las subunidades regulatorias bacteriana ni

mitocondrial .

En conjunto, esta nueva informacidn sobre la regulacion de la ATP sintasa de P.
denitrificans ha traido a la luz la existencia de un nuevo mecanismo inhibitorio de la
ATPasa, mediado por una subunidad sin homologia en secuencia ni estructura con los
previamente descritos y cuya caracterizacion ayudaria a entender la evolucién de los

mecanismos regulatorios de la ATPasa de las F-ATP sintasas.

Planteamiento del Problema

La F,Fo-ATP sintasa es un nanomotor reversible y ubicuo que genera ATP. Las ATP
sintasas bacteriana, mitocondrial y de cloroplasto controlan su rotacion intrinseca
mediante diferentes subunidades como la € bacteriana, la IF; mitocondrial y una
cisteina en la subunidad y del cloroplasto. La a-proteobacteria P. denitrificans tiene
una ATP sintasa practicamente unidireccional, ya que presenta la actividad sintética
mds rdpida y la actividad de ATPasa mds lenta que se ha descrito (110). Durante el
estudio de su composicidon se encontré una subunidad adicional, denominada ¢, la
cual posee una potente capacidad inhibitoria de su actividad hidrolitica (1) y difiere en
secuencia y estructura con las subunidades inhibitorias reportadas, asimismo Ia
proteina se encontrd asociada al complejo V de otra bacteria perteneciente a la clase
a-proteobacteria. Toda la evidencia anterior refuerza la existencia de un nuevo
mecanismo regulatorio de la F,Fo-ATP sintasa mediado por la subunidad {, especifico

del grupo de las a-proteobacterias, el cual debia ser caracterizado.
Hipétesis

La subunidad { es un inhibidor de la actividad hidrolitica de la F,F,-ATPasa de
Paracoccus denitrificans, que no presenta una clara relacion filogenética ni estructural

con las subunidades regulatorias bacteriana ni eucaridtica y que estad conservada en
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otras a-proteobacterias; por lo tanto su mecanismo inhibitorio debe presentar
caracteristicas distintas a los descritas para € e IF, y debe estar conservado en la clase
a-proteobacterias.

Objetivos

Objetivo general: Caracterizar estructural y funcionalmente el mecanismo inhibitorio

de la subunidad { de la F,F,-ATPasa de la clase a-proteobacteria

Objetivos particulares:

* Determinacion de la ICso de la subunidad { para inhibir a la F1-ATPasa de P
denitrificans.

* Determinacion de las Interacciones de la subunidad { con otras subunidades de
la PdF;

* ldentificacién del dominio inhibitorio de la subunidad

* Evaluacién de la funcidén inhibitoria de la subunidad ( de la a-proteobacteria
Jannaschia sp.

% Caracterizacion del sitio de unién a ATP en la subunidad

Resultados

L. Cinética de la inhibicion de Pd{ sobre la PdF,-ATPasa
El mecanismo inhibitorio de la subunidad Pd{ fue analizado cinéticamente
reconstituyendo cantidades diferentes de la subunidad recombinante en la fraccion
PdF, pura y en la PdF, adicionada con un exceso de subunidad Pde o Pde"“", para
posteriormente cuantificar su actividad hidrolitica mediante el ensayo de liberacién
de fosfatos; el objetivo de este experimento fue el de obtener un valor de afinidad
aparente (ICs,) de la subunidad ¢ por su sitio inhibitorio, ademas de explorar la

posibilidad de que la subunidad € poseyera alguna capacidad inhibitoria o un papel
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indirecto en la inhibicidn mediada por {. Concluimos que la Pd{ por si misma tiene la
habilidad de inhibir completamente la actividad de ATPasa de la PdF; con una afinidad
de 380nM; mientras que las subunidades € y £*“" no exhiben capacidad inhibitoria
sobre la PdF; y ninguna de ellas coadyuva o dificulta el efecto inhibitorio de la
subunidad {, ya que las afinidades de unién de la Pd{ por la PdF; reconstituida con
estas subunidades fueron muy similares; es decir, de 360 nM y 380 nM

respectivamente (Fig. 7).
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Figura 7. Curva de inhibiciéon de la actividad hidrolitica de la PdF, mediada por la
subunidad Pd{. Diez microgramos de PdF, se reconstituyeron durante 30 min. con
cantidades crecientes de subunidad { en presencia de 60 mM sulfito de sodio,
posteriormente se inicié la actividad hidrolitica afiadiendo 10 mM de Mg>*ATP e
incubando durante 1 min a 37° C. Finalmente se afiadié 6 % de TCA para detener la
reaccion y se cuantificd el fosfato libre mediante el ensayo colorimétrico de Fieske y
Subarrow. En cuadrados (M) se muestra la reconstitucién de la subunidad Pd{ sobre
la PdF, mientras que en circulos y tridngulos (¢, A) se presenta la adicién de
subunidad ¢ a la PdF, previamente reconstituida con un exceso de 10 veces
subunidad €y €""" respectivamente. Las lineas continuas muestran el ajuste de los
datos a un modelo de inhibicién de Hill modificado y la tabla incorporada muestra los
valores de Velocidad inicial (V,) y la concentracién de inhibidor necesaria para
obtener el 50 % de la inhibicién total (1Cso).
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Sin embargo, dado que la porcidn F, cuenta con un contenido enddgeno de
subunidades € y {, las cuales podrian estar afectando directamente el valor de la
afinidad de la subunidad inhibitoria o encubrir algun efecto indirecto mediado por &,
decidimos purificar un complejo PdF, libre de éstas subunidades (a;B;yd). La
purificacion se realizé removiendo las subunidades € y { mediante una columna de
inmuno-afinidad anti-€ y anti-{ como se ha descrito anteriormente para la ATPasa de
E. coli (118); este método de purificacién removié mds del 90% de ambas

subunidades, calculado densitométricamente con respecto a la F;inicial (Fig. 8).
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Figura 8. Purificacién del complejo osf;yd.
Gel Von Jagow al 12.5 % tefiido con azul de
Coomassie de la PdF, purificada mediante la
columna Q-Sefarosa y la columna Superdex
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58 200 (12.6 pg carril 2) y de la F, - — C re-
20 - -5 purificada mediante las columnas de
15- "t inmunoafinidad anti-Pde y anti-Pd{ (6.3ug
carril 3). La actividad maxima del complejo
-{ a;B5yd fue de 14 umolas/min/mg
10-

Posteriormente, se realizd la reconstitucion de la Pd{ sobre el complejo asf5yd en

AT recombinantes y se cuantificé la

presencia o ausencia de un exceso Pde y Pde
actividad hidrolitica de las enzimas reconstituidas. Todos los experimentos mostraron
curvas de inhibicién hiperbdlicas coincidentes entre si, que fueron ajustadas a un
modelo de inhibicidn total. Demostrandose asi que la subunidad { actda como un
inhibidor total de la PdF,-ATPasa aun en las condiciones de maxima activacion en
presencia de sulfito, con una afinidad de unidn alrededor del intervalo nanomolar
(270nm). Asimismo, se evidencié que la subunidad Pde no promueve ni antagoniza las
propiedades inhibitorias de la { y no cuenta con capacidad inhibitoria intrinseca. Por

ACT

su parte, la superposicion entre la curva adicionada con Pde™ ' con respecto a la

34



adicionada con su versidn nativa, indic que la remocion del fragmento extra del C-

terminal de la subunidad € no le confiere ninguna propiedad inhibitoria (Fig. 9)
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Figura 9. Inhibicién de la actividad hidrolitica del complejo o;8;y6 mediada por la
subunidad Pd{. Diez microgramos del complejo as;Bs;yd puro se reconstituyeron
durante 30 min con las cantidades indicadas de subunidad  en presencia de 60 mM
de sulfito de sodio. La medicidn de la actividad hidrolitica se inicié afiadiendo 10 mM
de Mg**ATP e incubando durante 1 min a 37° C, finalmente se detuvo la reaccién
agregando 6 % de TCA; la actividad especifica se calcul el P; libre. En cuadrados (M)
se muestra la reconstitucién de la subunidad Pd( sobre el complejo a;B5yd, mientras
que en circulos y tridngulos (¢, A) se presenta la adicién de subunidad ¢ al o;B5yd
previamente reconstituido con un exceso de subunidad €y €*"" respectivamente,
durante 30 min.

I1. Interacciones de la subunidad { en la porcion PdF, aislada
Con el fin de definir la posicién inhibitoria de la subunidad { en la estructura

cuaternaria de la PdF;-ATPasa, recurrimos a una estrategia de entrecruzamiento
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quimico utilizando el agente tiolante de aminas primarias 2- iminotiolano (2-1T) y la
subsecuente oxidacidon de los tioles contiguos mediante la adicion de CuCl,. La
identidad de los productos de entrecruzamiento se analizé mediante ensayos de
Western blot; para lo cual realizamos la produccién del anticuerpo policlonal anti-Pde
en conejo y su posterior titulacidon mediante el analisis de su reconocimiento en
curvas de proteina de Pde pura , PdF, y membranas invertidas de P. denitrificans;
encontrando que a una dilucién de 1:20000, el anticuerpo es capaz de reconocer 5 ng
de proteina pura, 25 ng de F,y 0.5 ug de PSB (Fig. 10); por su parte la obtencién y

descripcidn del anticuerpo anti-Pd{ policlonal ya habfa sido descrita (1).

A
2 §5 10 20 5O 100200500ng
—— o o P
Pde recombinante
5 10 25 50 100 2000 5000 Ng
- = e G
B
F -ATPasa

0.5 1 2 5 10 20 40 pg

PSB anticuerpo 1:20°000

Figura 10. Titulacion del anticuerpo policlonal anti Pde. Ensayos de Western Blot
usando el anticuerpo primario anti-Pde a una dilucién 1:20000 en PBS-T adicionado
con 5 % de leche y anticuerpo secundario anti-conejo a dilucién 1:20000 en leche-PBS-
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T de A. Curva de 2 a 500 ng de subunidad épsilon pura que corrié en un gel Von
Jagow al 12.5 % y se transfirié a una membrana de PVDF; B. Curva de 5 ng a5 ug de
PdF, que corrid en un gel Von Jagow al 12.5 % y se transfirié a una membrana de PVDF;
C. Curva de 0.5 ug a 40 ug de membranas de P. denitrificans corridas en un gel Von
Jagow al 12.5 % y transferido a una membrana de PVDF

El entrecruzamiento de la porcién PdF;, pura y su corrimiento electroforético en
condiciones no reductoras se realizé como se ha explicado en la seccidon de material y
métodos, posteriormente efectuamos su transferencia a una membrana de PVDF vy
finalmente la revelamos con los anticuerpos anti-Pd( y anti-Pde. El patrén de bandeo
producto de este experimento nos permitié proponer, de acuerdo a los pesos
moleculares de los aductos obtenidos, que el dominio carboxilo terminal de la
subunidad épsilon interactta con las subunidades a, 8, y y { durante las condiciones
control (ya que en su secuencia solo se encuentran 2 residuos de lisina posicionados
en este extremo susceptibles a entrecruzarse); por su parte, la subunidad C se
posiciona en cercania a las subunidades a, 8, y y €; interactuando tanto con las

subunidades del corazdn catalitico, como con las subunidaes del rotor (Fig. 11).
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Figura 11. Identificacién de los productos de entrecruzamiento de la porcién PdF1.
Veinte microgramos de PdF, tiolada (carril 1) y 20 pg de PdF, tiolada y entrecruzada
(carril 2) se corrieron en un gel de acrilamida Von Jagow al 15 % y se transfirieron
durante 2 h a una membrana de PVDF con poro de 0.22 um. En A la membrana se retd
contra el anticuerpo anti pde a una dilucién 1:20000; mientras que en B el anticuerpo
utilizado fue anti pd{ a la misma dilucién. Las figuras A y B presentan el
reconocimiento de ambos anticuerpos sobre la misma membrana, por lo que entre
ambas detecciones se realizd la remocidn de los anticuerpos, incubando la
membrana en un amortiguador con -mercaptoetanol 100 mM, 2 % SDS y tris 62.5 mM
pH 6.5 durante 30 min a 60° C, ratificando la ausencia de quimioluminiscencia
residual usando el anticuerpo secundario anti-conejo.

Este analisis, sin embargo, solo nos permitié garantizar la identidad especifica del
aducto &-¢, por lo cual necesitamos de otra estrategia electroforética de mayor
resolucién para resolver la composicion del resto de los entrecruzamientos. Ante
ésto se decidié utilizar la técnica de electroforesis bidimensional, la cual consiste en
una primera dimensidon SDS-PAGE en condiciones no reductoras, seguida de una
segunda dimensién SDS-PAGE en condiciones reductoras (en presencia de DTT o f-
mercaptoetanol). El patrén de bandeo caracteristico se compone por una diagonal
(formada por las subunidades no-entrecruzadas) y algunos puntos fuera de la recta.
Estos ultimos, al ser alineados verticalmente y horizontalmente en la 2* dimensidn,
reflejan la composicién de los diversos aductos de manera directa y sin la necesidad

del uso de anticuerpos.

Este tipo de andlisis se realizd a partir de muestras de PdF; entrecruzada,
encontrando que la subunidad , en efecto, interactda con las subunidades a, By y
dentro de la PdF, durante la conformacién inhibida (Fig. 12). Sin embargo, debido a la
disminucién en el contenido de las subunidad € y  propia de la purificacion y la baja
eficiencia de entrecruzamiento del 2-IT, la deteccidon de los aductos no pudo ser

realizada mediante la tincion de azul de coomassie; por lo que el gel final fue tefido
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con nitrato de plata, que proporciona una mayor sensibilidad en la deteccién. Cabe
recalcar que audn con esta tincion, no fue posible visualizar una interaccién de las

subunidades (y €.
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Figura 12. Entrecruzamiento de la subunidad Pd{ endégena con las subunidades del
estator y del rotor de la porcion F,de P. denitrificans. Quinientos microgramos de
PdF, pura fueron tiolados con 1 mM de 2-IT durante 1 h y entrecruzados con 120 uM de
CudCl, durante 30 min; después de este tratamiento, la muestra fue incubada en
amortiguador de carga sin reductor y cargada en un gel desnaturalizante de acuerdo
a Laemmli (119). Al finalizar la corrida, el carril correspondiente a la F, entrecruzada
fue cortado e incubado en condiciones reductoras en amortiguador del gel Von
Jagow 1X con 10 mM de DTT y 5 % de B-mercaptoetanol durante 1 h, inmediatamente
después fue cargado en un gel desnaturalizante Von Jagow y corrido durante 18 h a
120 V a 4° G, el gel resultante fue tefiido mediante el protocolo de tincién con nitrato
de plata. La figura del gel muestra en el extremo izquierdo estandares de peso
molecular y en el extremo derecho PdF, pura sin entrecruzar. En el centro del gel se
puede observar la diagonal caracteristica de ésta técnica en la cual se encuentran las
subunidades no entrecruzadas y los aductos residuales no reducidos; fuera de la
diagonal se encuentran puntos de proteina que resuelven la identidad de los
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entrecruzamientos (-a, (- y {-y, asi como los posibles entrecruzamientos (-€ y un
dimero de C.

Con el fin de aumentar la formacidon de los productos de entrecruzamiento, se
reconstituyd la porcién F, con las subunidades { y € recombinantes y se realizd
nuevamente el analisis electroforético bidimensional, encontrando que la subunidad
¢, en efecto, interactia con las subunidades a, 3, y y € en la PdF, cuando ésta

presenta una conformacién inhibida (Fig. 13).
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Figura 13. Entrecruzamiento reversible de la subunidad Pd{ con subunidades del rotor
y estator de la PdF;-ATPasa. Novecientos microgramos de PdF, pura fueron
reconstituidos con subunidades Pde y Pd{ recombinantes durante 30 min. El exceso
de subunidades fue removido mediante 3 ciclos de dilucién-concentracién en un tubo
centricon con corte de 100 KDa. La muestra resultante fue tiolada con 1 mM de 2-IT y
entrecruzada con 120 uM de CuCl,, posteriormente fue cargada en un gel
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desnaturalizante no reductor de acuerdo a Laemmli (119). Luego de la corrida de 15 h
a120Va4°(C el carril correspondiente a la F, entrecruzada fue cortado e incubado
en condiciones reductoras en amortiguador del gel Von Jagow 1X con 10 mM de DTT
y 5 % de B-mercaptoetanol durante 1 h, inmediatamente después fue cargado en un
gel desnaturalizante Von Jagow y corrido durante 18 h a 120 V a 4° C. Finalizado el
tiempo de corrida el gel fue tefiido con azul de coomassie serva. En el extremo
izquierdo del gel se cargaron estdndares de peso molecular y en el extremo derecho
se cargod PdF; sin entrecruzar como identificador de cada una de las subunidades. La
porcidon central del gel muestra una diagonal donde se encuentran las subunidades
no entrecruzadas y los aductos residuales no reducidos. Fuera de la diagonal se
encuentran puntos de proteina resultado de la reduccién de los entrecruzamientos

¢-a, (-B, ¢-y, ¢-e yundimero de {.

Esta evidencia, en conjunto con el andlisis WB anti-{ y anti-€ (Fig. 11), confirma la
interaccion de la subunidad ¢ con subunidades del rotor (y/€) y del estator (a/B) de la
PdF;-ATPasa, de manera similar a la primera demostracién de la obstruccién de la
rotacién, ejercida por la proteina inhibidora (IF;) dentro de la F;-ATPasa

mitocondrial(73)

Ill.  Conservacion evolutiva del mecanismo inhibitorio mediado por la
subunidad { en las F,Fo-ATPasas de o-proteobacterias

El andlisis de alineamiento de secuencia de la Pd{, mediante BLAST y ClustalW mostr¢
que la subunidad ¢ no presenta similitud significativa con el inhibidor bacteriano (g)
ni con el mitocondrial (IF;), pero estd conservada dentro de las a-proteobacterias, ya
que se encuentra como ORF o0 DUF1476 a lo largo de esta clase. Con el fin de analizar
las relaciones evolutivas entre las subunidades { homdlogas, Se construyd un
cladograma de ( a partir de 12 secuencias de la subunidad, mediante el método de
neighbour joining; encontrando que entre los homdlogos mas cercanos a P.
denitrificans, en concordancia con la evidencia experimental, se encuentran R.
sphaeroides y Jannaschia sp. (Fig. 14A), organismos que brindaron la primera evidencia
de la expresion de la subunidad { unida a la ATPasa en una a-proteobacteria distinta a
P. denitrificans (1) y la primera estructura homdloga de la subunidad { (2KZC)

respectivamente. Asimismo el examen detallado del alineamiento de las subunidades
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¢ homdlogas mostrd la existencia de un mayor grado de conservacidon en la porcidn
amino terminal de la subunidad con respecto a su porcidn carboxilo, lo cual subrayé
la posible importancia de este dominio en el mecanismo inhibitorio ejercido por la

subunidad ¢ (Fig. 14B ).

El andlisis comparativo entre las secuencias de la subunidad € bacteriana y la
mitocondrial (denominada subunidad & Tabla 1) reveld que éstas difieren entre si
(35), lo cual lleva a proponer que esta divergencia deriva de la pérdida de su funcién
inhibitoria dentro de la ATPasa mitocondrial, la cual ha sido sustituida por la
existencia de la subunidad accesoria IF,. Con el objetivo de conocer la similitudes que
la subunidad € de a-proteobacterias presenta con respecto a sus homdlogas,
realizamos un andlisis filogenético de la subunidad construido mediante el método de
maxima parsimonia, a partir de 150 secuencias de & provenientes de ATPasas
diversas. Encontramos que el arbol filogenético resultante se divide en tres ramas
principales en las cuales se agrupan las secuencias mitocondriales (Fig. 15A: rama
verde), las pertenecientes a a-protebacterias (Fig. 15A: rama azul) y el resto de
secuencias bacterianas (Fig. 15A: rama roja) respectivamente. Este patrén refleja
fielmente la divergencia entre las subunidades mitocondriales y las bacterianas;
ademads de revelar un fendmeno similar para la subunidad € de a-proteobacteria, ya
que al separarse de sus contraparte bacteriana y mitocondrial, refleja que ésta
también ha perdido su capacidad inhibitoria y que ha sido remplazada por una nueva

subunidad, diferente a la IF,, nombrada subunidad .

Por su parte, la comparacion detallada de las secuencias de las subunidades € de a-
proteobacterias ha sefialado que de forma similar a sus contrapartes bacterianos y
mitocondriales, ésta presenta una mayor divergencia en su porcién carboxilo
terminal y un alto grado de conservacién en su fraccién amino terminal (Fig. 15B),
resaltando la importancia de este dominio en la asociacién con las porciones F; y F,

de la enzima.
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Figura 14 . Evolucidn de la subunidad { de la ATP sintasa en las a-proteobacterias
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Figura 15 . Evolucidn de la subunidad € en la ATP sintasa
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Figura 14. Evolucién de la subunidad { de la ATP sintasa en las a-proteobacterias. A:
Reconstruccidon filogenética de la subunidad { de 12 a-proteobacterias
representativas realizada por el método de Neighbour joining. B: Alineacién de 12
secuencias de aminodcidos representativas de la subunidad { de las a-
proteobacterias, realizada mediante el programa ClustalW y comparada mediante el
programa Consurf, los aminoacidos se colorearon seguin su grado de conservacion
(cian: variable, blanco: promedio, cereza: altamente conservado) y su puntaje de
conservacion se muestra en los graficos de barra y los nimeros sobre cada residuo,
con una escala de 1 a 10 que va de poco conservado hasta totalmente conservado

(120).

Figura 15 . Evolucion de la subunidad € en la ATP sintasa. A: Cladograma consenso de
la subunidad €, obtenido a partir de 100 secuencias de aminodcidos obtenidas
aleatoriamente, la construccién del arbol se realizé mediante el programa ClustalW y
el programa MEGA, el arbol se obtuvo mediante el método de maxima verosimilitud
realizando la prueba de bootstrap con 10000 repeticiones. En color verde se
muestran las ramas correspondientes a las subunidades mitocondriales (Vg. Homo
sapiens, Ratus norvegicus y Bos taurus), en azul se colorearon las ramas de las
subunidades de a-proteobacterias (Ej. P. denitrificans, R. sphaeroides, Jannaschia sp.) y
en rojo se presentan las subunidades eubacterianas (Vg. TA.2 y E. coli) B: Alineacion
de 9 secuencias de aminodcidos representativas de la subunidad € de las a-
proteobacterias, realizada mediante el programa ClustalW y comparada mediante el
programa Consurf, la imagen presenta el mismo patrén que la imagen anterior.

IV.  Identificacion del dominio inhibitorio de la subunidad {
Como se menciond anteriormente, la tripsinizacion parcial de las membranas

invertidas de Paracoccus denitrificans (activadas con sulfito) genera un incremento en
su actividad de ATPasa (114), fendmeno que habia sido relacionado con el corte de las
subunidades regulatorias en otras ATP sintasas (121, 122). En el caso de P. denitrificans
no se habfa ahondado en la explicacion de este fendmeno, sin embargo, con el
hallazgo de la subunidad inhibitoria C (1), se planteé que ésta podria ser el blanco
principal de tripsindlisis como resultado de un aumento en su exposicion en

respuesta a la activacion por sulfito.
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Con el fin de corroborar la identidad de la subunidad regulatoria y definir las
porciones inhibitorias de ésta, realizamos curvas temporales de protedlisis de la PdF;
pura en condiciones activadas (en presencia de sulfito 60 mM) y en condiciones

control.

La actividad de ATPasa de las fracciones resultantes fue cuantificada mediante un
ensayo acoplado a la oxidaciéon del NADH, la determinacidon de los productos de
protedlisis se realizd mediante geles desnaturalizantes, andlisis de Western Blot anti
subunidades €, { y B y andlisis de espectrometria de masas. Se observd que la
tripsinizacion de la porcién PdF, pura en presencia de sulfito conlleva a un aumento
en la actividad de hidrdlisis de aproximadamente el 30% mientras que Ia
tripsinizaciéon en condiciones basales promueve una disminucién discreta en la

actividad de ATPasa (Fig. 16).

m PdF,
@ PdF, + 6omM Sulfito

130
125
120 | Iy
115_-

o4 @

Actividad de ATPasa (%)

T T T T T T T
5 10 15 20

Tripsinolisis (min)

Figura 16. Activacioén de la PdF1-ATPasa por tripsina. Una solucién de PdF; a 2 ug/ul en
amortiguador 250 mM de Sacarosa y 20 mM de Tris pH 8.0, se incubd con tripsina en
una relacién molar de 1:20 (tripsina : F,), en presencia (*) o ausencia (®) de 60 mM de
sulfito de sodio, durante 2, 5, 10 y 20 min a temperatura ambiente; transcurrido el
tiempo de incubacidn, la reaccién de protedlisis fue detenida mediante la adicién de
PMSF a una concentracién final de 5 mM. Posteriormente su actividad hidrolitica fue
cuantificada mediante el método espectrofotométrico utilizando el sistema acoplado
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en presencia de 5 mM de sulfito a 37°C. La actividad de ATPasa de la PdF,previa a la
tripsinizaciéon fue cuantificada mediante el mismo sistema y se estandarizé como el
100 % de actividad presente al tiempo cero de tripsinizacion.

El estudio mediante Western Blot mostré que la conformacidn existente en la
condicidn basal presenta una clara exposicion de la subunidad €, ya que en tiempos
cortos de protedlisis el contenido de esta subunidad se ve reducido notablemente.
En contraste la cantidad de subunidad { y B se mantienen constantes a través del

tiempo reflejando su poca exposiciéon hacia el medio (Fig. 17A).

Por su parte, la activacion por sulfito promueve un cambio conformacional en el que
la subunidad C y B se exponen y la subunidad € se oculta en la estructura de la F,,
hecho que se refleja en la presencia de productos de protedlisis de { y f desde el
inicio del ensayo, asociada a un contenido casi constante de la subunidad épsilon

durante el experimento (Fig. 17B).

A B
Tripsinizacién sin Sulfito Tripsinizacién con 6omM Sulfito
(tiempo) (tiempo)
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Figura 17. Identificacidon de los péptidos producto de la tripsindlisis limitada de la PdF1.
Curvas temporales de tripsinizacién de PdF, a una relacién 1:20 (Tripsina : F,) fueron
realizadas, en presencia o ausencia de 60 mM de sulfito; la reaccién de protedlisis fue
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detenida mediante la adicion de PMSF 5 mM a los 10 s, 2 min, 5, 10, 20 y 30 min,
respectivamente. Las fracciones fueron cargadas en geles desnaturalizantes Von
Jagow con 15 % de acrilamida y posteriormente fueron transferidas a membrana de
PVDF. Las membranas resultantes fueron divididas en dos porciones usando el
marcador de 25 KDa como referencia, la porcién superior fue retada contra el
anticuerpo policlonal anti-B (1:25000) y la porcién inferior fue incubada con los
anticuerpos policlonales anti-Pd{ (1:30000) y anti-Pde (1:30000); la sefal fue
detectada mediante quimioluminiscencia utilizando el sistema comercial ECL-plus de
Amersham y placas fotogréficas de Kodak. El panel derecho (A) muestra el patrén de
tripsinizacién de la curva en ausencia de sulfito, mientras que el panel izquierdo (B)
representa la tripsindlisis limitada en presencia de 60 mM de sulfito de sodio.

El andlisis de espectrometria de masas a partir de las bandas producto de las
protedlisis nos permitié realizar la identificacion de los fragmentos proteoliticos
obtenidos de € y ¢; encontrando que bajo las condiciones control (ausencia de
sulfito), es posible determinar que el extremo carboxilo terminal de la subunidad € es
proteolizado, generando un fragmento de aproximadamente 11KDa que comprende
los residuos M1-R103 (el cual no es reconocido por el anticuerpo) (Fig. 18B). Por el
contrario, durante la activaciéon con sulfito, el extremo carboxilo de € se protege
mientras que el extremo amino se expone, lo cual da lugar a un cambio en el patrén
de tripsinizacién de esta subunidad produciendo un fragmento de 14 KDa que

contiene al péptido E113 - H148 (Fig. 18C).

Productos proteoliticos bajo la:

Subunidad Pde Condicién Basal Condicién Activada
por sulfito
< I I '2 7‘»— e
FFSFIE e |
C
M1-R103 N15-H148
PM: 11.06 PM:14.2
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Figura 18. Patrdn proteolitico de la subunidad € dentro de la PdF1. A) Modelo de la
subunidad Pde: El modelo se realizé mediante el programa SWISS-model utilizando el
método de modelado por homologia entre la subunidad € de P. denitrificans con
respecto a la estructura cristalografica de su contraparte en Escherichia coli (1AQT),
en amarillo se sefiala la porcién carboxilo terminal de la subunidad y en cian se
colorea su porcién amino terminal; en rosa se presentan los residuos blanco de la
tripsina (Arginina y lisina). Su peso molecular tedrico es de 15.82 KDa. B) Producto
proteolitico de la subunidad € en la condicién basal: Fragmento de la subunidad €
comprendido desde la metionina 1 hasta la arginina 103 con un peso molecular
tedrico de 11.06KDa. €) Producto proteolitico de la subunidad € durante las condicion
hidroliticamente activa: Fragmento de la subunidad € comprendido desde la
asparagina 15 hasta la histidina 148 con un peso molecular tedrico de 14.2 KDa.

Asimismo, el andlisis de péptidos de la subunidad { demostrd que ésta se proteoliza
en cantidades minimas bajo condiciones control y inicamente a tiempos prolongados
de tripsinizacion (Fig. 19B) , mientras que en condiciones activadas con sulfito, ésta es
cortada rapidamente generando dos péptidos principales que comprenden del

residuo F15 al R86 y de F15 al K71 (Fig. 19C).

Los resultados corroboraron que la activacion de la hidrdlisis del ATP mediante la
adicion de sulfito, estd acompafiada de una degradacidn preferencial de la subunidad
(, ratificando que esta subunidad es el inhibidor principal de la F,Fo-ATPasa de P.
denitrificans. Sin embargo, debido a que el estudio de espectrometria de masas
sefialé que tanto los extremos amino como el carboxilo aumentaron su grado de
exposicion como resultado de la activacion, fue imposible discernir si uno de ellos o

ambos contenia el dominio inhibitorio de la subunidad.
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Por otro lado, estudios de protedlisis limitada de la subunidad Pd( aislada mostraron
que la remocidn de 14 y 25 aminoacidos de su porcién amino y carboxilo terminal
respectivamente genera un fragmento estable sin capacidad inhibitoria (123), hecho
que reforzd nuestros resultados, pero no esclarecié la identidad del dominio

inhibitorio.

Subunidad Pd( Productos de protedlisis bajo condicién activa

F15-R86 F15-K71
PM: 11.66 PM:9.62 PM:8.01

Figura 19. Patron proteolitico de la subunidad { dentro de la PdF,. A) Estructura en
soluciéon de la subunidad Pd{: La estructura fue resuelta mediante la técnica de
resonancia magnética nuclear (124) por el grupo del Dr. Kurt Witrich (2LL0), en
amarillo se sefala la porcién amino terminal de la subunidad y en cian se colorea su
porcidon carboxilo terminal; en rosa se presentan los residuos blanco de la tripsina. Su
peso molecular tedrico es de 11.66 KDa. Productos proteoliticos de la subunidad {
dentro de la F, bajo condiciones activadas: B) Fragmento de la subunidad { con un
peso molecular tedrico de 9.62 KDa, correspondiente a la secuencia comprendida
entre la fenilalanina 15 y la arginina 86 C) Fragmento de la subunidad { desde la
fenilalanina 15 hasta la lisina 71 con un peso molecular tedrico de 8.01 KDa.
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Con el objetivo de definir la porcidn inhibitoria de la subunidad { y considerando el
alto grado de conservacidon del extremo amino terminal entre las subunidades (
observado mediante el andlisis de alineamientos globales multiples (Fig. 14), asi como
la gran movilidad que esta porcidn reflejé en los estudios de NMR 'y de tripsindlisis
limitada, decidimos realizar una mutante con una ablacién de 14 aminodacidos en su

ANT. Para ello, se realizé la

porcion amino terminal, la cual denominamos Pd(
amplificacién del gen mutante a partir del plasmido Pt7-7 ligado a la subunidad Pdg""
(pIPPD1), generando un producto de PCR o amplicén de 300pb de acuerdo con lo

esperado (Fig. 20A).

Por su parte, el plasmido PT7-7 vacio fue digerido secuencialmente con la enzima
EcoR1 y con Hindlll, obteniendo exitosamente una banda de aproximadamente
2470pb (Fig. 20B). Posteriormente, se realizé la ligacién en el pldsmido PT7-7
previamente digerido con las mismas enzimas de restriccién y se procedid a
transformar a la cepa DH5q, con el fin de generar una gran cantidad de vector con
inserto. Finalmente, se transformd la cepa Bl21-codon plus, utilizada para la
sobreexpresion de proteinas. La confirmacidon de la presencia del inserto en las
transformantes Bl21-codon plus se realizé mediante analisis de restriccidon con EcoR1y
Hindlll (Fig. 20C) y la verificacién de la secuencia mediante secuenciacién de DNA,

encontrando que nuestra construccion no tenia alguna mutacién inesperada.
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Amplicén
PdZANT PAqWT PT7-7 EcoR1 + Hindlll + o+ + o+

3000
2000 TPTW

1650

3000 1000

2000 850

1650 650

1000

850 400
238 <€ 300

100 100

B EcoR1OVN + C

HindIlIOVN 4+

CAN T

Figura 20. Generacion de la mutante Pd{"" . A) Gel de agarosa con los productos de
ANT

PCR generados a partir del plasmido pIPPD1 y los oligonucledtidos para Pd( y
PdC""; B) Gel de agarosa con el pldsmido PT7-7 linearizado con EcoR1 durante 12 h
(carril 1) y con el plasmido cortado con EcoR1y Hindlll durante 12 h cada uno (carril 2)
C) Verificacién de la presencia del inserto en 4 cepas transformantes Bl21-codon plus.
Los plasmidos obtenidos de las cepas fueron doblemente digeridos por EcoR1 y
Hindlll generando un fragmento de 2470pb del vector vacio y otro de 300pb
correspondiente al inserto.

El protocolo de purificacién de la construccién PdZ*"" fue similar al de su contraparte
silvestre, en el cual se realizaron dos pasos de precipitacion con sulfato de amonio,
seguidos de una columna DEAE y finalizando con una columna de exclusién molecular
Superdex 75. A este protocolo se le agregd una filtracion por centricon de corte
30KDa como paso final de purificacion de la proteina. La pureza de la proteina fue
alta (Fig. 21A), por lo que se realizaron curvas de reconstitucién de la PdF, pura con

cantidades crecientes de Pd{*\'

, seguidas de la cuantificacion de su actividad
hidrolitica de ATP mediante el método de liberacion de fosfato. Encontramos que la
remocion de los primeros 14 aminodcidos de la porcién amino terminal de Ia
subunidad ocasionan la pérdida completa de su capacidad inhibitoria (Fig. 21C). De
esta manera establecimos que en este segmento se localiza la porcidén inhibitoria de

la subunidad.
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Figura 21. Capacidad inhibitoria de las subunidades Pd{"" Pd{*"" Js{""y Js¢*"'. A)
SDS-PAGE de las subunidades recombinantes puras, 2 pg de las subunidades pdc""
(carril 2), PAZ*"" (carril 3), Js¢""(carril 4) y JsC*""(carril 5) fueron cargados a un gel
desnaturalizante Von Jagow al 15 %, la pureza de las preparaciones fue mayor al 93 %
segun el andlisis densitométrico de la tincién por azul de Coomassie ; B) Western Blot
anti Pd{ de las subunidades recombinantes, 1.5 ng de Pd("" y PdZ*"" y 1.5 ug de Js¢'"
se cargaron a un gel Von Jagow al 15%, posteriormente el gel fue transferido a
membrana de PVDF e incubado durante 1.5 h con el anticuerpo anti Pd(; la deteccidn
del anticuerpo se reveld por quimioluminiscencia utilizando el sistema ECL-plus
(Amersham); €) Actividad hidrolitica de la PdF1 reconstituida con cantidades
crecientes de las distintas subunidades { recombinantes, 10 pug de PdF1 se pre-
incubaron durante 30 min con cantidades crecientes de subunidad { en medio de
reconstitucién con 60 mM sulfito, posteriormente se afiadié 10 mM de Mg**ATP y se
permitid el desarrollo de la actividad hidrolitica durante 1 min a 37° C; la reaccidn se
detuvo afiadiendo 6 % de TCA y se cuantificd colorimétricamente mediante el
método de liberacidn de fosfato. Las actividades fueron normalizadas y ajustadas a
un modelo de inhibicidn de Hill modificado. El 100 % de actividad de ATPasa
correspondié de 17-20 umol/minxmg y los valores de ICs, calculados fueron de 0.577 +
0.032 UM para la PdZ"'" and 0.415 £0.018 uM para la Js¢"".

Debido a que la pérdida de la funcién inhibitoria de la subunidad trunca PdZ*""

podria
asociarse a un plegamiento andmalo, decidimos corroborar su capacidad de
interaccion con la porcion PdF;. Realizando ensayos de competencia de unidn de esta
subunidad con respecto a la " sobre la PdF,, encontramos que la cinética de
inhibicion de la subunidad zeta silvestre se ve retrasada y parcialmente prevenida (6 %

actividad residual) por la pre-incubacién con PdZ*N'

(trazo rojo), con respecto a la
inhibicién total observada en el trazo sin subunidad trunca (trazo verde) (Fig. 22) .
Este resultado sugiere fuertemente la estructuracion adecuada de la subunidad

mutante y un correcto reconocimiento de su sitio de union.
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Figura 22. Competencia entre Pd{*"" y Pd{"" durante la actividad hidrolitica de
PdF,Decaimiento de la absorbancia a 340nm asociado a la actividad de ATPasa de la PdF1
(relacionado mediante el sistema enzimdtico acoplado) Trazo azul: Actividad de
ATPasa control. Trazo verde: Actividad de ATPasa de la PdF1 reconstituida con 10 ug
de Pd{ durante 1 min. Trazo rojo: ATPasa de PdF1 pre-incubada con 20 ug de PdZ*""
durante 30 min previos a la reconstitucion de 10 pg de Pd( durante 1 min. En cada
caso 10 ug de PdF1 fueron pre-incubados con las cantidades indicadas de subunidades
C en 10 pl de amortiguador de reconstitucidon adicionado con 60 mM de sulfito de
sodio, antes de medir su velocidad de ATPasa. La mezcla de reaccidn fue adicionada
con 0.15 % de LDAO para activar la ATPasa y contiene 0.75 mM de sulfito residual, la
temperatura de medicion fue de 37° C. Las actividades de los trazos determinadas en
el primer minuto fueron: control (azul) 11.11 umol/min/mg; PdF, + Pd{"* (verde) 0.065
umol/min/mg y PdF, + Pd"* + PdZ*"" (rojo) 0.49 pmol/min/mg.

ANT 3 su sitio

Conjuntamente corroboramos la capacidad de unién de la subunidad Pd(
en la F, realizando un ensayo de cromatografia de exclusion molecular, en el cual la
mezcla PdF, + Pd{*"" previamente reconstituida, fue analizada mediante su paso por
la columna Superdex 200. Encontrandose que el patrén de elucién seguido a 28onm
exhibia la presencia de dos picos mayoritarios bien definidos (Fig. 23A), que al ser
analizados mediante electroforesis desnaturalizante mostraron representar Ia
poblacién de Pd{*"" asociada a la PdF; y subunidad Pd¢*"" libre (Fig. 23B). En
conjunto, estos resultados confirman que la ablacidn de 14 aminoacidos del extremo

amino de la subunidad { no afecta su estructura ni su capacidad de interactuar con su

sitio de reconocimiento.
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Figura 23. Reconstitucion de la subunidad Pd{*"" en la porcién PdF, Quinientos
microgramos de PdF, fueron incubados con un exceso (10 veces en molaridad) de
subunidad PdZ*"" pura en amortiguador de sacarosa-Tris pH 8.0 durante 30 min a
temperatura ambiente en presencia de sulfito de sodio 60 mM, posteriormente la
mezcla se purific6 mediante cromatografia de exclusion molecular. A. Perfil de
elucion seguido por absorcion a 28onm, de la columna Superdex 200: El primer pico
mayoritario de absorbancia, obtenido a los 14 minutos de la elucidn, corresponde a la
porcién PdF, unida con la subunidad PdZ*"" y el segundo pico alrededor de 18 min
corresponde a la subunidad PdZ*N" libre. B. Gel desnaturalizante Carril 1: estandares
de peso molecular, Carril 2: mezcla de las subunidades recombinantes Pd"" y PdZ*"",
Carril 3:PdF; inicial, Carril 4: Fraccién de elucidn correspondiente al min 14

V. Conservacion de la funcion inhibitoria de la subunidad { en la clase
de las a-proteobacterias

La regulacién de la actividad hidrolitica de la ATP sintasa mediada por la subunidad ,
parece no ser un suceso aislado y delimitado a la especie de Paracoccus denitrificans.
Evidencia de esto es: la presencia del marco de lectura abierto en la clase de las a-
proteobacterias (analizado en seccidn 1l de resultados); la expresién de la subunidad

{ como componente de la ATPasa en Rhodobacter sphaeroides (1); y la gran similitud
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estructural entre las subunidades { de P. denitrificans (PDB id: 2LLo) y de Jannaschia sp
(PDB id: 2KZC) . La posibilidad de que la subunidad { funcione como un inhibidor
dentro de otras a-proteobacterias no habia sido comprobada. Con este objetivo
realizamos la clonacién y purificacién de la subunidad { de Jannaschia sp “Jsq"™
(Fig. 21A), (pldsmido proporcionado por el grupo del Dr. Wiitrich) corroborando su
identidad mediante WB (Fig. 21B), para posteriormente comprobar su capacidad
inhibitoria sobre la F, pura de P. denitrificans, encontrando que ésta es capaz de
inhibir la actividad de ATPasa de la PdF, con un patrén similar al descrito por la

subunidad propia del organismo (Fig. 21C).

ANT
, el

Gracias al Dr. Wiitrich también contabamos con el plasmido de la subunidad JsC
cual contenia dos ablaciones, una de 19 residuos en el amino terminal y otra de 5
aminoacidos en el C-terminal. Esta proteina también fue purificada (Fig. 21A) y su
capacidad inhibitoria también fue analizada, revelando que la ausencia de estos
aminoacidos impide la funcién inhibitoria de la subunidad (Fig. 21C). De esta manera

confirmamos la importancia del N-terminal de la subunidad zeta para su funcidén

inhibitoria.

VI.  Determinacion de la afinidad del sitio de unién a nucleétido de la
Pd(

Dado que la subunidad regulatoria bacteriana € presenta la capacidad de unir ATP y
éste juega un papel central en la regulacién de su inhibicién, consideramos que la
subunidad ¢, al ser una subunidad reguladora bacteriana, también podria compartir
esta capacidad. Asimismo, durante el andlisis estructural de la subunidad, el grupo
del Dr. Wiitrich encontré que algunos residuos de la { sufrian modificaciones de sus
corrimientos quimicos como respuesta a la presencia de 10 mM de ATP o ADP (125),

lo cual sugeria fuertemente la existencia de un sitio de unién a nucledtido. Dado
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estos resultados preliminares, realizamos estudios de calorimetria isotérmica de
titulacién de ATP sobre la subunidad PdC"", con el objetivo de definir la afinidad del
sitio. Se encontrd que los datos experimentales se ajustaron a un modelo de unidn
simple a ATP, el cual exhibfa una afinidad de 11.4 mM, un AH de 1830 * 32.5 cal/mol y

AS de 42.5 cal/mol K (Fig. 24)
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Figura 24. Calorimetria de titulacion isotérmica de union del ATP a la subunidad Pd(.
La subunidad Pd( desgasificada y pre-equilibrada a 25° C con una concentracién de
4.77 mM (52.5 pg/ul) en amortiguador de Sacarosa-Tris pH 8.0 fue cargada en la
celda del micro-calorimetro ‘“Microcal ITC200”, una vez que el sistema se estabilizd
en 25° C, la celda fue titulada automaticamente con 25 inyecciones de 1.5ul de una
solucion madre de ATP 82.14 mM. En el panel superior se muestran las espigas del
calor resultado de la unidn del nucledtido, las cuales fueron integradas manualmente
y cuyo calor de dilucidn del ATP fue sustraido de los datos mediante un experimento
paralelo con el mismo patrdn de inyecciones pero en una celda en ausencia de Pd{.
En el panel inferior se muestra el ajuste de los datos a un modelo de unidn no lineal
de un solo sitio con el cual se obtuvo un valor de Kd de 11.4 mM

58



La confirmacion de la interaccidn {-ATP, nos llevd a investigar si ésta realizaba algun
tipo de regulacién sobre la capacidad inhibitoria de la subunidad {, por lo que
efectuamos la cuantificacion de la actividad hidrolitica de la PdF, reconstituida con
cantidades crecientes de Pd{"" a distintas concentraciones de ATP. Encontramos que
a bajas concentraciones, la inhibicion mediada por { es muy eficiente pero que al
aumentar la concentracion de nucledtido disminuye su capacidad inhibitoria, hecho
que se refleja en un aumento de los valores de estequiometria PdF,:{ necesarios para
inhibir la mitad de la actividad (1Cso), ademds de la pérdida de su comportamiento

como inhibidor total (Fig. 25) .
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Figura 25 Modulacion de la capacidad inhibitoria de la subunidad { por ATP. Curvas de
inhibicion de la subunidad Pd( a diferentes concentraciones de ATP. 5ug de PdF1 se
reconstituyeron con las cantidades indicadas de subunidad Pd{ durante 30 min en 13
ul de amortiguador Sacarosa-Tris pH 8.0 con diferentes cantidades de ATP (1 mM, 5
mM, 10 mM y 25 mM); posteriormente se cuantificé su actividad hidrolitica mediante
el método acoplado utilizando mezclas de reaccidn con la  concentracion
correspondiente de ATP constante (1 mM, 5 mM, 10 mM y 25 mM), ademds de un
exceso de enzimas piruvato cinasa y lactato deshidrogenasa, y del sustrato
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fosfoenolpiruvato. Las actividades obtenidas se graficaron y se ajustaron a un
modelo de inhibicidon de Hill modificado. La actividad al 100 % correspondiente a la
curva con 1 mM de ATP fue 1.37 umol/min x mg, a 5 mM fue 1.69 umol/min x mg, a 10
mM fue 1.87 umol/min x mg y a 25 mM fue 1.78umol/min x mg

Discusion

Paracoccus denitrificans es un alfa proteobacteria posiblemente emparentada con el
ancestro que dio origen a las mitocondrias y representa un buen organismo modelo
para estudiar la transformacion evolutiva del mecanismo regulatorio de la ATP

sintasa.

L. Cinética de inhibicion de la Pd{ sobre la PdF,-ATPasa
En el del laboratorio se habia descrito que la subunidad { de P. denitrificans era el

inhibidor natural de la actividad de ATPasa de su F,F,-ATP sintasa (1), sin embargo la
posible participacion de la subunidad € en este mecanismo inhibitorio debia ser
esclarecida. La purificacion del subcomplejo as;B5yd nos brindd la posibilidad de
estudiar los efectos directos que la reconstitucién de las subunidades € y (
recombinantes tienen sobre su actividad de ATPasa, previniendo interferencias
generadas por el contenido de las subunidades € y { endégenas. Anteriormente se
habia reportado que la remocién del 30% de la subunidad ¢ conlleva un aumento de 5
veces en la actividad de ATPasa basal (cuantificada en presencia de 0.15 % de LDAO)
(123). Sin embargo, la deplecién de las subunidades € y { indujo una disminucién en la
actividad final de la enzima (de 20 pmol x min™" x mg" a 12 umol x min" x mg"),

causada por la remocidn de la subunidad €.

La reconstitucion del complejo PdF, y del subcomplejo a;B5yd con las subunidades €'y

( desplegaron patrones muy similares, ya que ambas presentaron una mejora sutil de

60



su actividad inicial como resultado de la adicién de subunidad € (o €

) (Fig- 8y 9,
actividad a o uM de Pd() y exhibieron la inhibicién mediada por { como un patrén
hiperbdlico total, que se ajustdé de forma satisfactoria a un modelo de Hill (Fig. 8 y 9)

el cual no fue alterado por la reconstitucién de subunidad € (ni €'

) (Fig. 8 y 9, trazos
rojo y verde). Sin embargo al ser reconstituidas, ambas proteinas dieron lugar a
constantes cinéticas ligeramente diferentes, ya que la presencia de las subunidades
enddgenas aumentd los valores aparentes de a e 1Cs,, pues mientras la afinidad de la
subunidad ¢ hacia el complejo a;B5yd fue de 0.27 uM, la obtenida para el PdF, fue de
0.37 M. Asimismo los valores de Hill calculados aumentaron de 1.3 a 2.0 para a;p;y®
y  PdF; respectivamente. Alin cuando el ultimo valor abrid la posibilidad de la
existencia de una estequiometria de 2{ por cada F,, es posible que los valores
obtenidos para el subcomplejo que carece de € y { enddgenas sean mas confiables.
AUn es necesario obtener mayor informaciéon experimental sobre la estequiometria
exacta de esta interaccion, nuestros datos permiten proponer que la inhibicidn
mediada por la subunidad { presenta una afinidad en el intervalo nanomolar. Este
valor es comparable a los de K;de unidn de los inhibidores de la F;-ATPasa bacteriana
(e =10 nM; (34)) y mitocondrial (IF, =0.4 uM; (126, 127)). En conclusidn, la subunidad
tiene una estequiometria de 1:1 ({/F,) y ademds cuenta con un mecanismo inhibitorio
independiente de la subunidad €, ya que ésta no presenta capacidad inhibitoria per se
y no afecta la afinidad de unidn de la subunidad { exégena a la ATPasa, sumandose a

los ejemplos de ATPasas como las de Bos taurus y Bacillus subtilis (128), en donde la

subunidad € ha perdido su funcién inhibitoria sobre la F-ATP sintasa.

1. Mecanismo inhibitorio de la subunidad
La caracterizacion del mecanismo inhibitorio de la subunidad C se realizé mediante

tres enfoques distintos; el primero basado en el uso de entrecruzadores quimicos
resolvid la posicion de la subunidad Pd{ dentro de la porcién PdF; inhibida, mostrando
que ésta es capaz de interactuar tanto con subunidades del estator (a/f) como con
subunidades del rotor (y y probablemente €) (Fig. 12 y 13); el segundo, abordado

mediante estudios de tripsindlisis limitada, manifesté que la transicion entre el
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estado de ATPasa activo e inhibido de la PdF, conlleva un cambio conformacional
global de su estructura, en el cual la subunidad { oculta sus porciones amino y
carboxilo terminales dentro de la enzima (Fig. 17 y 19); y finalmente el tercer enfoque
localizé el dominio inhibitorio de la subunidad, ya que de forma congruente a los
andlisis de conservacién de dominios (Fig. 14B) y los estudios de protedlisis limitada
de la subunidad recombinante pura (123), la subunidades PdZ*"" y Js{*" fueron
incapaces de inhibir la actividad catalitica de la enzima (Fig. 21). Ademas, los dos
fragmentos no perdieron sus estructuras nativas (Fig. 22, 23 y estructura PDB id:
2KZC), lo cual sefiald a las porciones amino terminales de estas proteinas como las
responsables de realizar la funcién inhibitoria. En conjunto, estos resultados nos
permitieron proponer un mecanismo inhibitorio en el que la subunidad ( inserta su
porciéon amino terminal altamente mdvil (PDB id: 2LLo) en una interfaz a/B/y
bloqueando la rotacién de y/e y (0) los cambios conformacionales de a/f de la PdF.-
ATPasa. Asimismo la liberacién de la actividad hidrolitica se asocia a un re-arreglo
conformacional de la subunidad ¢ en el cual su regién amino terminal cambia sus

interacciones con la PdF; aumentando su grado de exposicion al solvente.

Aun cuando el mecanismo propuesto para nuestra subunidad evoca a los realizados
por las subunidades regulatorias € e IF, (ya que estos interfieren con la rotacién del
cuello central y los cambio conformacionales de las subunidades a/f), es necesario
resaltar que cada una de estas subunidades posee un mecanismo con
particularidades propias y con interacciones a nivel molecular con la ATP sintasa
diferentes (74, 85, 129, 130) (Fig. 4 y 6). Mientras que la subunidad € forma parte del
rotor y funciona como una trinquete interactuando principalmente con la subunidad
Y, la proteina IF, pertenece al estator y muestra una mayor superficie de contacto con
la interfaz o/B. Ademds, debemos recordar que la subunidad { cuenta con una
secuencia (Fig. 14A) y estructura (2LLo) completamente distintas a las de sus
contrapartes bacteriana y mitocondrial, lo cual sugiere que ésta lleva a cabo su
mecanismo inhibitorio mediante contactos distintos a las descritos para estas

subunidades, y que necesitan ser analizados mediante estudios de cristalografia de

62



rayos x. Asimismo, cabe recalcar las diferencias entre los dominios inhibitorios de las
subunidades, pues mientras la subunidad € e IF; inhiben gracias a sus estructuras
helicoidales (74, 85, 129, 130) (carboxilo y amino terminal respectivamente), el
dominio inhibitorio de la subunidad C reside en una porcién de la proteina que no es
capaz de adquirir estructura secundaria en solucién (Fig. 26), reforzando las
diferencias entre estos mecanismos. Finalmente, dado que la subunidad PdZ*""
mantiene su estructura globular y es capaz de unirse a la PdF;-ATPasa sin ejercer
inhibiciéon alguna, podemos proponer que esta porcidn de la proteina puede

funcionar como dominio de anclaje, lo cual ha sido propuesto también para la IF,

(131), aunque con un dominio de anclaje diferente.
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Fig. 26 Estructuras de las proteinas inhibidoras de la F1-ATPasa y sus dominios
inhibitorios. A) Estructura de rayos X de la subunidad € de E. coli (PDB_id 1AQT). B)
Estructura a partir de NMR de la subunidad  en solucién de Paracoccus denitrificans
(PDB_id 2LL0) y C) Estructura de rayos X de la proteina inhibidora IF, de Bos taurus
(PDB_id 1HF9). En todas las estructuras, el segmento rojo muestra los dominios
inhibitorios, los cuales corresponden a 2 hélices del C-terminal de Ece (A), la regién
movil N-terminal de Pd-C (B), y el N-terminal de la IF, de la F,-ATPasa mitocondrial (C) .
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lll.  Conservacién del mecanismo inhibitorio de la subunidad
De acuerdo con la teorfa endosimbidtica (132) y con analisis filogenéticos (133, 134), P.

denitrificans y otras a-proteobacterias estan emparentadas con el endosimbionte que
dio origen a la mitocondria, lo cual sugirié que la subunidad { podria ser el predecesor
evolutivo de la IF; mitocondrial. Adn cuando nuestro andlisis filogenético mostré que
no existe una relacién evidente entre la secuencia de la subunidad { y la de inhibidor
mitocondrial, cabe sefialar que el dominio inhibitorio de { se puede alinear con el
dominio inhibitorio de la IF, mitocondrial (120), lo cual podria indicar una relacién
evolutiva entre ambas proteinas o ser el resultado de convergencia funcional. Sin
embargo, dado que la subunidad { se encuentra conservada exclusivamente en la
clase de las alfa proteobacterias (Fig. 14A), creemos que esta subunidad no es el
ancestro evolutivo del regulador mitocondrial, sino una proteina completamente
nueva, con un mecanismo inhibitorio Unico especifico del grupo de las a-
proteobacterias. Otras evidencias previas reforzando esta hipdtesis son que la
estructura de Pd( (PDB id: 2LL0) es casi idéntica a la reportada para Jannaschia sp.
(PDB id: 2KZC) y que su presencia como subunidad integral de la ATPasa estd

conservada en Rhodobacter sphaeroides (1).

Asimismo, la comparacion entre las secuencias de subunidades { de diversos origenes
sefialé que la porcién amino inhibitoria presenta el mayor grado de conservacion de
la subunidad (Fig. 14B), evidenciado que éstas podrian ejercer un papel inhibitorio
dentro de las ATPasa de sus organismos. Con esta premisa realizamos la purificacion
de la subunidad { recombinante de Jannaschia sp., encontrando que ésta funciona
como un fuerte inhibidor heterdlogo de la PdF;-ATPasa, exhibiendo valores similares
de IG5, a los reportados para Pd(, confirmando la conservacion de la funcidn

inhibitoria en una a-proteobacteria distinta.
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IV.  Regulacién de la capacidad inhibitoria de la subunidad Pd{

El andlisis detallado de la estructura primaria de la subunidad Pd{ ha mostrado que las
secuencias regulatorias de la funcién inhibitoria mitocondrial y bacteriana no estan
presentes en ella, ya que ésta no contiene el par de histidinas regulatorias de la IF,
que favorece la inhibicidon de la ATPasa a pH < 7, ni el motivo de unién a ATP de la
subunidad € (I(L)DXXRA) (52) que controla su transicion conformacional inhibitoria /
no inhibitoria (49, 54). Consecuentemente, Pd{ presenta un pH de inhibicién éptimo
diferente al de la IF;, que ronda alrededor de pH= 8.0. Sin embargo, nuestro trabajo
experimental demostré que Pd( es capaz de acoplar un nucleétido en su estructura
mediante un motivo de unién desconocido, el cual exhibe una Kd de 11 mM (Fig. 24)
que se encuentra en el intervalo de las afinidades descritas para las € bacterianas (Ece
Kd = 22 mM (52) vy Bacillus sp. PS3 Kd=200 uM (51) y modula la capacidad inhibitoria
de la subunidad reconstituida en PdF, (Fig. 25).

Hasta el momento, la relevancia fisioldgica de este sitio de unidn no ha sido
esclarecida, sin embargo, antecedentes funcionales han sefialado los efectos
regulatorios que el ATP y ADP tienen sobre la ATP sintasa de P. denitrificans, pues han
mostrado que la actividad continua de PdF,Fo-ATPasa de particulas sub-bacterianas
requiere de ADP en el medio (135, 136) , mientras que su actividad sintética es inhibida
por ATP (111, 137). Ademas, han sefialado la existencia de un cambio conformacional
de la subunidad ¢ en presencia de ADP (PDB id: 2MDZ). En conjunto, estos resultados
han incrementado la importancia del sitio de nucledtido y promueven una mayor

investigacion al respecto.

En resumen, nuestra investigacion ha brindado informacion importante sobre un

nuevo mecanismo regulatorio del nanomotor F,F,-ATPasa especifico de la clase a-
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proteobacteria, cuya resolucién no solo es importante para comprender la regulacion
de la ATP sintasa de P. denitrificans y las caracteristicas que le permiten sintetizar a
gran velocidad e hidrolizar lentamente, sino también para entender la evolucién de
los mecanismos regulatorios de las ATP sintasas en general. Hasta el momento
hemos podido describir algunas caracteristicas de este sistema, sin embargo mayor

informacidn a nivel atémico y molecular es necesaria para su completa comprension.

Conclusiones

v La subunidad C de Paracoccus denitrificans es un inhibidor fuerte de la actividad de

ATPasa y funciona de forma independiente a la subunidad Pde.

v" El mecanismo inhibitorio de la subunidad ¢ implica la interferencia con el giro del
cuello central, de forma reminiscente al mecanismo de la subunidad € bacteriana

y la IF; mitocondrial, pero con una estructura terciaria completamente diferente.
v' La capacidad inhibitoria de la subunidad  se ha preservado en la a-proteobacteria
Jannaschia sp., sugiriendo que { funciona como el inhibidor natural de las F;Fo-

ATPasas en la familia de las a-proteobacterias.

v Los 14 residuos presentes en el N-terminal de la primera hélice de la subunidad

fueron identificados como parte del dominio inhibitorio de la subunidad.

v" La subunidad { aparenta ser un sensor a la concentracién de ATP, de igual forma

que la subunidad € bacteriana.
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Materiales y Métodos

L. Determinacion de proteina por el método de Lowry

La concentracién de proteina se midié por el método de Lowry (138) y cuando era
necesario eliminar interferencias se realizd el método de Lowry modificado por
precipitacion con TCA (139). Se cuantificd la absorbancia de la curva estdndar y de las
muestras a una longitud de onda de 660 nm y se Interpolaron los valores de
absorbancia de las muestras (determinadas por duplicado o triplicado) con respecto

alos de la curva para obtener su concentracion.

1. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

i. Schagger, H. y Von Jagow G. (140)

Este tipo de electroforesis es muy eficiente en la resolucion de proteinas de bajo peso
molecular, ya que la subunidad { tiene un peso aproximado de 11.6 KDa y las
mutantes utilizadas durante el proyecto se diferencian entre ellas por 1 0 2 KDa,
decidimos que ésta técnica nos brindaria certidumbre en la definiciéon de estas

proteinas.

Estas electroforesis se realizaron en cdmaras mini-Protean Tetra cell de Biorad,
usando el amortiguador de corrida para catodo (Tris 0.1 M, tricina 0.1 M y SDS 0.1 %
pH 8.25) y amortiguador de anodo (Tris-HCl 0.2 M pH 8.93); los geles se corrieron a
100V hasta que el frente de corrida alcanzd la porcidn separadora y posteriormente

se aumento a 120 V durante aproximadamente 1.5 h.
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. Laemmli, U. K. (119) no reductora

Este tipo de electroforesis se utilizd como primera dimensidon para resolver los
productos de entrecruzamiento de la PdF,;, dado que usamos un gradiente lineal de la
concentracion de acrilamida en el gel separador pudimos resolver con una mayor
resolucion el intervalo completo de pesos moleculares para lo cual se realizd en un
gradiente lineal del 12 al 22 % de acrilamida/bis de acuerdo a nuestros propios

antecedentes (83).

iii. Electroforesis en 2 dimensiones (no reductora -- reductora)
(73)

Esta técnica permitié la identificacion de las subunidades que conforman los
entrecruzamientos. El protocolo se basa en la electroforesis de una muestra
entrecruzada, de manera reversible, en una primera dimensién no reductora la cual
mantiene la integridad de los productos entrecruzados permitiendo que éstos migren
Unicamente de acuerdo a su peso molecular; seguida de una segunda dimensién en
condiciones reductoras la cual separa a las subunidades que componen los aductos y

les permite migrar libres.

Como se ha explicado en la seccidn anterior, la primera dimensidn de la electroforesis
en dos dimensiones se desarrolld de acuerdo al protocolo de Laemmli (119),
utilizando 1mg de PdF, entrecruzada incubada a 33°C durante 10 min en amortiguador
de muestra Laemmli libre de agentes reductores; posteriormente, el carril resultante
fue cortado del gel e incubado durante 0.5 h en amortiguador de gel Von Jagow tris
1M, SDS 0.1% pH 8.45, 10 mM DTT y 5% [B-mercaptoetanol, con el fin de reducir los

enlaces disulfuro formados entre las subunidades entrecruzadas. Inmediatamente
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después, el carril fue lavado 3 veces por 10 min con tris 1 M y SDS 0.1 % pH 8.45 para
eliminar los residuos de DTT y B-mercaptoetanol y fue colocado en la parte superior
de un gel Von Jagow de 16% de acrilamida. Una vez que la electroforesis fue
concluida, el gel se tifid con azul de Coomassie o plata de acuerdo a protocolos

establecidos (83).

lll.  Ensayo de hidrdlisis de ATP
i. Liberacion de fosfatos (141)

Este protocolo fue utilizado para determinar la actividad de hidrélisis de la porcidn F1
de la ATP sintasa de P. denitrificans y se basa en la formacién de fosfomolibdato
generado a partir del fosfato libre proveniente de la hidrdlisis del ATP. El compuesto
reducido exhibe un color azul caracteristico, el cual puede ser cuantificado a una

longitud de onda de 660 nm.

Las muestras a cuantificar correspondieron a PdF, a una concentracion de 0.1 ug/ul
reconstituidas como se explicard posteriormente. La actividad de hidrdlisis fue
iniciada mediante la adicién del sustrato, 10 mM de MgATP pH 7.4 y se incubd durante
1 min a 37° C. La actividad fue detenida mediante la precipitacion de la proteina
afadiendo 6 % de acido tricloroacético e incubando durante 10 min en hielo; con el fin
de separar el fosfato libre de la proteina precipitada se realizé una centrifugacion de
las muestras durante 15 min a 11000 x g. El sobrenadante fue afiadido a 2.6 ml de agua

milli-Q y se mantuvo a temperatura ambiente para su tratamiento subsecuente.

Por otra parte, la curva patrén se realizd afiadiendo 0, 100, 250, 500 y 750 nmoles de

acido fosfdrico en 2.52 ml de agua milli-Q a la cual se le afiadié 2 % de TCA .

Posteriormente, tanto a las muestras problema como a la curva patrén se les
afiadieron 500 pl de una solucién de molibdato de amonio 3.3 % en acido sulfdrico

3.75 N y se incubaron durante 10 min. Después se adicionaron 200 pl de una solucién
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10 % de FeSO, en 1:50 de acido sulfurico y se incubaron durante 30 min. Finalmente
todas las muestras fueron cuantificadas en el espectrofotdmetro usando celdas de

plastico a una longitud de onda de 660 nm.

El cadlculo de nimero de moles de Pi se realizé mediante la interpolacién de los
valores de absorbancia de las muestras con respecto a la curva patrén y la actividad

fue reportada como umolas /min x mg de proteina

ii. Espectrofotométrico (142)

La actividad hidrolitica de las muestras de PdF,también fue cuantificada mediante
una técnica espectrofotométrica, la cual se basa en la determinacién indirecta de la
velocidad de hidrdlisis del ATP mediante su acoplamiento a la oxidacidon del NADH; lo
que se logra acoplando la reaccién de la ATPasa con la de las enzimas piruvato cinasa
(PK) y lactato deshidrogenasa (LDH); La mezcla de reaccién debe contener ATP,
fosfoenolpiruvato (PEP) y NADH; de esta forma cada ADP generado por la actividad
hidrolitica de la ATP sintasa es regenerado a ATP por la actividad de la piruvato
cinasa, y el piruvato producido es transformado a lactato con la subsecuente

oxidacidon de un NADH.

Dado que la actividad hidrolitica de la PdF, es muy baja, decidimos utilizar al sulfito, ya
que se ha descrito que éste es un oxianién activador (143); sin embargo al realizar
curvas de la actividad de las enzimas acoplantes a distintas concentraciones de sulfito
observamos que éste tiene efectos inhibitorios sobre su actividad, por lo tanto
determinamos que agregando un exceso de 3 veces la cantidad de piruvato cinasa, 5
de lactato deshidrogenasa y un maximo de 2 mM de sulfito nos permitié mantener

acoplado al sistema, obteniendo una activacién sustancial de la actividad hidrolitica.
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La mezcla de reaccidn utilizada fue sacarosa 250 mM, Tris-acetato 50 mM, cloruro de
magnesio 3 mM, acetato de potasio 30 mM, NADH 200 uM, piruvato cinasa 0.03
ug/ul (12 U/ml), lactato deshidrogenasa 0.05 pg/ul (20 U/ml), fosfoenolpiruvato 1.5
mM y ATP 3 mM. La deteccidn a 340 nm se realizd en el espectro usando celdas de

plastico.

El experimento de competencia de los inhibidores truncos (PdZ*"" y Js¢*"") contra los
inhibidores completos (PdC"" y Js("'"), se realizé pre-incubando 10 pg de PdF, con 20
ug de ¢*""durante 0.5 h en sacarosa 250 mM, tris 20mM pH 8 y sulfito 60 mM;
posteriormente se afiadieron 10 ug de {"" y después de un minuto la cuantificacién
de hidrdlisis fue iniciada agregando la enzima a una celda con 1ml de mezcla de
reaccion con 0.15 % de LDAO a 37° C. Para este experimento se utilizaron como
controles la actividad de la PdF; inhibida, para la cual 10 ug de PdF;se pre-incubaron
durante un minuto con 10 ug de " en presencia de 60 mM sulfito antes de iniciar la
reaccion de actividad. Para evaluar la actividad basal de la PdF, se usaron 10 ug de
PdF, con 60 mM de sulfito los cuales se afiadieron directamente a la celda de

reaccion.

Por su parte, el efecto del ATP sobre la capacidad inhibitoria de la subunidad Pd{"" se
ensayé realizando la reconstitucién de cantidades crecientes de Pd{"" en la PdF,
(relaciones molares PdF, :PdC"" 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:36) a tres diferentes
concentraciones de ATP que fueron 1 mM , 10 mM y 25 mM; estas reconstituciones se
realizaron en amortiguador 250 mM sacarosa, 20 mM tris pH 8.0, en presencia de
sulfito 60 mM durante media hora a temperatura ambiente, posteriormente se
cuantificd su actividad hidrolitica afiadiendo cada muestra a 1ml de mezcla de
reaccion con una concentracion de ATP equivalente a la usada en la reconstitucion.
Para este experimento la concentracién de Mg”>" en la mezcla de reaccién se
mantuvo equimolar a la concentracion de ATP y la concentracién de PEP se

incrementd a 4 mM.
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IV.  Obtencidn de anticuerpo policlonal anti-Pde

Para producir los anticuerpos de suero de conejo, se utilizd una conejo hembra de 8
semanas de edad la cual fue sangrada para colectar el suero pre-inmune.

Posteriormente se llevd a cabo un esquema de inmunizacion que comprendid 4
inoculaciones cada 3 semanas, en la primera inoculacién se inyectaron 100 ug de
subunidad Pde pura en 500 ul de PBS estéril con 500 ul de adyuvante completo de
Freud. Las inoculaciones posteriores se realizaron con 150ug de subunidad pura,
remplazando el adyuvante completo por adyuvante incompleto. Al finalizar el
periodo de inmunizacién el conejo fue sangrado; la sangre obtenida fue separada
mediante la centrifugacién a 1500 rpm durante 20 min y una segunda centrifugacion
del sobrenadante a 6000 rpm durante 15 min. El suero obtenido fue alicuotado y

congelado a-70° C.

V. Técnica de Western Blot

Las proteinas fueron transferidas utilizando la cdmara himeda (Mini-TransBlot Cell 'y
TransBlot Cell de Bio-Rad) a membrana de PVDF de 0.2 um (immobilon P-SQ de
Millipore) usando un amortiguador de CAPS 10 mM con 10 % de metanol pH 11.0. Los
geles desnaturalizantes fueron equilibrados en el amortiguador de CAPS 10 min
previos a su transferencia, mientras que la membrana fue hidratada durante 10 min
con metanol absoluto y posteriormente equilibrada en el amortiguador utilizado. La
transferencia se llevd a cabo utilizando un amperaje constante de 100 mA durante 2 h

a 4°C (1.6 mA por cm?).

Posteriormente, la membrana fue bloqueada con una solucién 5 % de leche

descremada en PBS-T (amortiguador salino con 0.1 % de Tween-20) durante 2 h con
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agitacion constante a temperatura ambiente; después, se realizd la incubacién con el
anticuerpo primario anti-B de E. coli, anti-Pde o anti Pd( a una dilucién de 1: 25000,
1:30000 y 1:30000 respectivamente, en 5 % de leche en PBS-T durante 1 h a
temperatura ambiente. Las membranas se lavaron 3 veces por 10 min con 20 ml de
PBS-T en agitacidn constante y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-ratén
para 3 o anti-conejo para € y { a una dilucidn de 1:35000 y 1:20000 respectivamente en
leche-PBS-T. Finalmente, se realizaron 2 lavados con PBS-T y uno con PBS. El
revelado se realizé mediante deteccidn de quimioluminiscencia con el sistema ECL-

plus en placas fotograficas (Biomax-Light Film, KODAK).

VI.  Acoplamiento del anticuerpo anti anti-Pde y anti-Pd{ a esferas de
agarosa proteina G

Se utilizaron esferas de agarosa acopladas a proteina G recombinante (Invitrogen),
las esferas se lavaron 3 veces con PBS para eliminar la solucién conservadora (etanol

60 %) centrifugando a 3000 rpm durante 5 min.

Los anticuerpos policlonales anti Pd{ o anti Pde fueron acoplados covalentemente a
las esferas de proteina-G agarosa como se ha descrito anteriormente y se comprobd
el acoplamiento de los anticuerpos por electroforesis desnaturalizante (144). Las
esferas fueron lavadas con PBS para su utilizacidon y reutilizacion posterior, y

conservadas a 4° C en presencia de azida de sodio como preservativo.

VII.  Amplificacidn, clonacién y sobre-expresion de la subunidad Pd(
ANT’ JSCWTYJSCANT

La construccion de la subunidad Pd( con la ablacién de los primeros 14 aminodacidos

ANT

del amino terminal, nombradaPd(™", se realizé mediante la amplificacién del gen por

la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) usando como templado el plasmido
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pIPPD1 (1) y los oligonucledtidos ZetaDeltaNTFWD 5' -
TATATTGAATTCATGTTCGCCCATGATGCGG - 3! y PdzCTerm 5-
TATACTAAGCTTTCAGATCTCGCTGATGATCTG - 3’ flanqueados con los sitios de
restriccion para EcoR1y Hindlll respectivamente; el producto de PCR, con un tamafio
esperado de 300 pares de bases, fue analizado electroforéticamente en geles de
agarosa al 1% y purificado a partir del gel mediante el sistema comercial (QIAquick de
la marca QlAgen); el fragmento puro fue ligado al plasmido PT7-7 y transformado en
células DH5-a. La construccion (pDNTPDZ1) fue verificada mediante andlisis de
restriccion y secuenciacion directa, confirmando la secuencia completa y la ausencia
de mutaciones. Con el plasmido puro, aislado de las células DH5-a usando el sistema
comercial (SV minipreps de Promega), se transformaron células E. coli cepa BL21
codon plus y se realizaron pruebas de sobreexpresién a distintas temperaturas,
tiempos de crecimiento y concentracion de inductor.

ANT nos fueron donados

Los pladsmidos pSpeedET con las construcciones Js{""y JsC
amablemente por el Profesor Kurt Wiithrich del Scripps Research Institute, CA, USA.
Ambas construcciones contenian un cadena de 6 histidinas en el amino terminal y un
sitio de reconocimiento a la proteasa TEV entre las histidinas y la metionina inicial. La
construccién JsC'" contiene la secuencia completa de la proteina, mientras que la
construccién Js{ N tiene una ablacién de 19 residuos de su N-terminal y 5 residuos
de su C-terminal. Usando los plasmidos se transformaron células E. coli cepa BL21-
codon plus y se seleccionaron mediante la resistencia a kanamicina (50 pg/ml) que
éstos les confieren; con las células transformadas se realizaron pruebas de

sobreexpresion y cultivos concentrados que se congelaron para su subsecuente

utilizacion.

VIIl.  Purificacion de la porcion F1 de Paracoccus denitrificans a partir de
membranas
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i. Preparacion de membranas invertidas (PSB) de P. denitrificans

Las células de P. denitrificans cultivadas aerdbicamente en presencia de succinato
como se ha descrito con anterioridad (123) fueron resuspendidas en 2.4 L de
amortiguador con sacarosa 0.5 M, Tris 10 mM pH 7.5 complementado con 5 mM de
EDTA, inmediatamente se afiadieron 0.33 ug/ml de lisozima; la mezcla se incubd
durante 3 h a 37°C con agitacion suave. La incubacién con lisozima permite la
disgregacion de la pared celular y por tanto la obtencién de protoplastos, los cuales
fueron separados del resto mediante su centrifugacién a 10000 rpms durante 15 min
(rotor SLA-1500). La pastilla de protoplastos fue posteriormente lisada mediante
choque osmético, resuspendiéndola en 9goml de amortiguador tris-acetato 0.1 M y

ATP 10 mM pH 7.5 y diluyéndola hasta 9ooml con benzamidina 5 mM y PMSF 1 mM.

Con el fin de eliminar los 4cidos nucleicos se afiadieron 5 mM de MgCl,y 5 mg de
DNAsa | y se incubd durante 20 min a 30°C, la fase membranal fue separada del resto
centrifugando durante una h a 13000 rpms (rotor SS-34); la pastilla roja resultante
(rica en citocromos) fue resuspendida en el volumen minimo posible de
amortiguador A" (glicerol 10 %, sacarosa 50 mM, Tris- HCI 20 mM, EDTA 1 mM,
ATP 1 mM, PMSF 1 mM, Benzamidina 5 mM y 4 tabletas de mezcla de

inhibidores de proteasas y guardada a -70° C hasta su utilizacidn.

ii. Purificacién de la PdF1 mediante cromatografia.

Las membranas invertidas de P. denitrificans fueron diluidas hasta una concentracién
de 1omg/ml de proteina en el amortiguador A", posteriormente se afiadié una
cantidad de cloroformo igual a la mitad del volumen total de las membranas y se
agité vigorosamente durante 2 min. La mezcla fue centrifugada durante 15 min a
15000 rpms a 15° C en el rotor SS-34 de Sorvall, posteriormente la fraccion
hidrosoluble fue colectada y centrifugada nuevamente 45000 rpms durante 1 h en el

rotor 60Ti. El sobrenadante fue cargado a un columna de intercambio anidnico
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HiTrap Q HP (Q sefarosa) de 1 ml marca GE, equilibrada con amortiguador A’; la
columna fue lavada con el amortiguador mencionado hasta obtener una linea base
libre de proteinay la elucidn se realizé utilizando un gradiente discontinuo de fosfato
de potasio de 0 a 100 mM, 100 a 120 mM, 120 a 250 mM, 250 a 500 mM y de 500 a 1 M.
La porcidn enriquecida en PdF, se eluyd principalmente en el paso de 120 a 250 mM de
sal y su presencia se confirmé midiendo su actividad hidrolitica mediante el ensayo
espectrofotométrico. Las fracciones con mayor actividad se concentraron hasta el
minimo volumen posible utilizando centricon de poro de 10KDa. La proteina
concentrada se guardd a -70°C adicionandole 10 % de glicerol y 2X de inhibidores de

proteasa (complete EDTA free de Roche).

La muestra concentrada se cargd en la columna de exclusién molecular Superdex 200
equilibrada en amortiguador A" sin sal y se eluyé a un flujo de 0.5ml/min, registrando
su absorbancia a 28onm; la composicidon de las fracciones se analizé mediante su
patron de corrimiento en geles Von Jagow y aquellas fracciones ricas en PdF, se
concentraron en un centricon de poro de 10KDa. El concentrado se cargd en la
columna de afinidad DEAH(145) (Dietil amino-hexil) y se eluyé mediante un gradiente
discontinuo de fosfato de potasio de 0-100 mM y 100 — 300 mM. La pureza de las
fracciones se analizé mediante geles y la determinacidn de su actividad hidrolitica.

Las fracciones con PdF, pura fueron concentradas y guardadas a -70° C hasta su uso.

IX.  Purificacion del complejo a;8;y6

El complejo a;B5y0 se purificd a partir de la porcién PdF, pura utilizando una columna
de inmunoafinidad para remover las subunidad € y { endégenas. La PdF, previamente
incubada durante 15 min a temperatura ambiente en amortiguador A (sacarosa 250
mM, Tris 10 mM, Glicerol 10 %, EDTA 1 mM, PAB 2.5 mM, ATP 0.2 mM pH7.0) y sulfito
de sodio 30 mM se cargd a una columna de 5 ml de agarosa proteina G acoplada a

anticuerpo anti Pde y Pd{; posteriormente se realizé un lavado con 2 volimenes de
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columna del mismo amortiguador y éste se fraccionéd cada medio mililitro; la
composicion de las fracciones fue analizada mediante geles Von Jagow, y de acuerdo
a su pureza se seleccionaron y concentraron en centricon de 100 KDa de corte. Por su
parte las subunidades € y ( retenidas en la columna se eluyeron con 10 ml de
amortiguador de glicina 0.1 M pH 2.0 y la columna se regenerd lavando con 2
volimenes de columna de glicina 0.1 M pH 7.0 y 2 volimenes de columna de PBS.
Finalmente la columna fue almacenada a 4° C en amortiguador PBS adicionado con 5

mM de azida de sodio.

X.  Purificacién de las subunidades Pd{""y Pd{*"".

Una asada de cultivo concentrado se sembrd en sml de medio LB adicionado con
ampicilina (150 ug/ml) y se incubd durante 12 h a 37°C con agitacién constante de 160
rpms, transcurrido este tiempo el cultivo se transfirié a 1 L de medio 2XYT (para
PdC"") o medio Terrific Broth (Para PdZ*"") con 150 ug/ml de ampicilina y se incubé
a 37° C hasta alcanzar una absorbancia de 0.6 a 600 nm, inmediatamente después se
afadié 0.4 mM de IPTG y se mantuvo a 37° C durante 3 horas mas. La pastilla celular
fue obtenida centrifugando a 10000 rpms en el rotor SLA-1500, durante 15 min a 4°C y

se congeld a -70° C durante toda la noche.

El paquete celular fue descongelado, resuspendido en amortiguador B (20 mM
KH,PO,4, 1 mM EDTA, 0.001 % PMSF pH 7.0) y sonicado 10 veces durante 10 s, en un
bafio de agua hielo, con descansos de 1.5 min entre cada sonicacién; posteriormente
se agregd 10 mM MgCl, y 5 mg DNAsa | y se incubd a temperatura ambiente durante
10 min. La mezcla se centrifugd a 14000 rpms en el rotor SS-34, durante 15 miny el
sobrenadante fue recuperado; a éste se le adiciond 10 mM de EDTA y se realizé una
precipitacion con sulfato de amonio al 50 % a 4° C durante 20 min, posteriormente se

centrifugd a 14000 rpms durante 10 min (rotor SS-34) y el sobrenadante se precipitd
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nuevamente con sulfato de amonio 30 % para alcanzar una concentracién final de 8o
%. La mezcla fue centrifugada a 14000 rpms durante 10 min (rotor SS-34) y la pastilla

de proteina fue resuspendida en amortiguador B.

La proteina fue desalada usando un centricon de poro de 3 KDa y se cargd a la
columna de intercambio aniénico (DEAE Sefarosa CL-6B de Pharmacia); se eluyd con
un gradiente de 20 - 300 mM de KH,PO, y la composicién de las fracciones fue
analizada mediante geles Von Jagow, escogiendo las de mayor pureza vy
concentrandolas. Las fracciones concentradas entraron a la columna de exclusion
molecular (Superdex 75 de GE) y las fracciones resultantes fueron analizadas
electroforéticamente; aquellas con la mayor pureza fueron concentradas y guardadas

a -20°C hasta su uso.

XI. Purificacién de la subunidad " de Paracoccus denitrificans

Una asada de cultivo concentrado se sembrd en 5 ml de medio LB con ampicilina y se
incubd durante 12 h a 37° C con agitacién de 160 rpms, el cultivo final se transfirid a1L
de medio 2XYT con ampicilina y se incubd a 37° C hasta alcanzar una absorbancia de
0.6 a 600 nm, inmediatamente se afiadié 0.4 mM de IPTG y se mantuvo a 37° C
durante 3 h. La pastilla celular obtenida de la centrifugacién a 10000 rpms (rotor SLA-
1500), durante 15 min a 4° C, fue lavada con amortiguador de tris-sal y guardada a-70°

C para facilitar su lisis.

El paquete celular resuspendido en amortiguador B, fue sonicado 10 veces durante
10 s, en un bafio de agua hielo, con descansos de 1.5 min entre cada sonicacidn;
posteriormente se le agregé 10 mM MgCl, y 5 mg DNAsa | y se incubd a temperatura
ambiente durante 10 minutos. La mezcla se centrifugd a 14000 rpms durante 15 min
(Rotor SS-34) y el sobrenadante fue recuperado; a éste se le adiciond 10 mM de EDTA

y se realizd una precipitacion con sulfato de amonio al 15 % a 4°C durante 20 min;
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posteriormente se centrifugd a 14000 rpms por 10 min (Rotor SS-34) y el
sobrenadante se precipitd nuevamente con sulfato de amonio 25% para alcanzar una
concentracion de 40%. La mezcla fue centrifugada nuevamente a 14’000 rpms
durante 1omin  (Rotor SS-34) y la pastilla de proteina fue resuspendida en

amortiguador B.

La proteina fue desalada mediante didlisis contra amortiguador B, usando una
membrana con corte de 3.5 KDa, durante toda la noche. La muestra se cargd a la
columna de intercambio aniénico (DEAE Sefarosa CL-6B de Pharmacia) y se eluyé con
un gradiente de 20 - 700 mM de KH,PO,. La composicién de las fracciones fue
analizada mediante geles Von Jagow, escogiendo las de mayor pureza vy
concentrandolas en centricon de 10 KDa. Las fracciones concentradas entraron a la
columna de exclusién molecular (Superdex 75 de GE) y las fracciones con subunidad €

pura fueron concentradas y guardadas a -70° C hasta su uso.

Xll.  Purificacién de las subunidades Pds*", Js{""y Js¢*""

") o kanamicina (para Js¢"y

Tubos de 5 ml de medio LB con ampicilina (para Pde
Js¢™T), fueron inoculados con las diferentes cepas e incubados durante 12 h a 37° C
con agitacidon constante; transcurrido el tiempo fueron trasladados a 1 L de medio
Terrific Broth con el antibidtico correspondiente e incubados hasta alcanzar una
absorbancia de 0.6 a 600 nm, en ese momento se les afiadié 0.4 mM de IPTG y se
incubaron durante 3 h a 37° C, finalizado este periodo se centrifugaron a 10000 rpms

durante 15 minutos (Rotor SLA-1500) y la pastilla celular fue lavada con amortiguador

tris-sal.

Las células fueron resuspendidas en el amortiguador C (10 mM imidazol, fosfato de

sodio 50 mM y cloruro de sodio 300 mM pH 8) y sonicadas, posteriormente fueron
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centrifugadas a 45000 rpms en el rotor 60T;, la muestra resultante entré a la columna
de niquel (HisTrap HP Sefarosa de GE) y se eluyd con un gradiente de 20 a 500 mM de
imidazol, las fracciones se analizaron electroforéticamente y se concentraron. La
subunidades recombinantes puras se cambiaron a amortiguador de corte (Tris 50
mM, EDTA 0.5 mM, DTT 2 mM pH 8.0) y se incubaron durante 18 h a 30°C con la
proteasa del virus de tabaco (TEV) a una relacién (1:20); transcurrido el tiempo se
cambiaron a amortiguador Cy se cargaron de nuevo a la columna de niquel donde se
colectd un lavado con 20 mM de imidazol en fracciones de 1 ml, las fracciones se
escogieron de acuerdo a su pureza mediante geles Von Jagow, se concentraron y se

almacenaron a -70° C hasta su uso.

XIll. Entrecruzamiento quimico de la PdF,

La porcidn PdF, fue entrecruzada utilizando el reactivo 2-iminotiolano (2-IT) de Sigma,
el cual es un compuesto tiolante que reacciona con las aminas primarias presentes en
los residuos de lisina y en el aminodcido 1 del amino terminal, generando un grupo
amidina seguido de una cadena alifatica que finaliza con un grupo sulfhidrilo
(Reaccidn 1) . Una vez afiadidos los grupos tioles éstos pueden ser oxidados mediante
la adicion de H,0, o CuCl,, generando un puente disulfuro con un sulfhidrilo préximo,
dando lugar a la formacién de entrecruzamientos con una distancia de 14 A,

reversibles por agentes reductores como el DTT y el f-mercaptoetanol (Reaccion 2).
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| I
H H
Oxidacién l/ + Reduccidn
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NH2 NH2

I I
Proteina — NCCH_CH CH SSCH CH CH CN- Proteina
| I
H H

El entrecruzamiento de la PdF; se realizé incubando a la enzima a una concentracion
de 1 ug/ul con 1 mM de 2-IT en un amortiguador con fosfato de potasio 20 mM, EDTA
1 mM y 10 % glicerol pH 8.0 durante 1 h a temperatura ambiente, tras lo cual la
reaccion de tiolacion se detuvo mediante la filtracién de la PdF, tiolada en columnas
de “Penefsky” (Sephadex G-50 fine) equilibradas con fosfato de potasio 20 mM y
glicerol 10 % pH 8.0. El entrecruzamiento de los tioles vecinos, se efectud agregando a
la muestra 120 uM de CuCl, e incubandola 30 min a temperatura ambiente. Para
finalizar la oxidacién, el Cu** fue quelado afadiendo 10 mM de EDTA y 25X de
inhibidores de proteasas (Complete Protease Cocktail EDTA-free de Roche) para
garantizar la integridad de las subunidades. Finalmente, la muestra fue concentrada
hasta el minimo volumen posible utilizando los filtros centricon de Millipore con un
poro de 10 KDa, incubada a 37° C durante 5 min y cargada a en geles-SDS no

reductores.
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XIV. Calorimetria de titulacion isotérmica

La subunidad Pd( pura fue pre-equilibrada a 25° C a una concentracién de 60 mg/ml
en amortiguador de reconstitucidn (Sacarosa 250 mM, tris 20 mM vy glicerol 5 % pH
8.0) en el calorimetro MicroCal modelo iTC200. Una vez que el sistema se estabilizd,
la celda calorimétrica se titulé automaticamente con 25 inyecciones de una solucién
de ATP 82.14 mM. El calor de los picos fue integrado manualmente para evitar
cualquier error en la deteccién automatica de los picos. El calor de dilucidn generado
por la adicion de ATP fue calculado en un experimento paralelo en el cual se realizd el
mismo patréon de inyecciones de ATP sobre una celda que solo contenia el
amortiguador de reconstitucion. Se realizé la sustraccidn del calor de dilucién al calor
experimental, el calor resultante o calor de unién del ATP fue ajustado a un modelo
no lineal de sitio Unico mediante el software Origin 7.5 obteniendo de esta forma los

parametros termodindmicos de la unidn.

XV. Protedlisis limitada de la PdF,

Cuarenta microgramos de PdF, en amortiguador sacarosa-Tris pH 8.0 (a una
concentracion de 2 pg/ul) fueron incubados a temperatura ambiente, en presencia o
ausencia de sulfito 60 mM, con tripsina en una relacién molar 1: 20 (tripsina : PdF,),
durante 2, 5,10 y 20 min, finalizado el tiempo de tripsindlisis, la proteasa fue detenida
agregando 5 mM de PMSF. Finalmente 5 ug fueron utilizados para la determinacion
de su actividad hidrolitica mediante el método espectrofotométrico, 10 ug fueron
utilizados para el ensayo de Western Blot con anticuerpos anti-f3, anti-€ y anti-(; y 15
ug corridos en un gel de poliacrilamida Von Jagow al 15 % para su deteccién mediante

espectrometria de masas.
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XVI.  Reconstitucion de Pd{y Pde en PdF, y a;8;y6

Noventa y cinco microlitros de una solucién o.105 ug/ul de PdF, o asBs;yd en
amortiguador de Sacarosa 250 mM, Tris 20 mM pH 8.0 fueron reconstituidos durante
media hora a temperatura ambiente con 5 pl de distintas soluciones madre de Pd(y
Pde para obtener la relacion molar deseada, en presencia de 60 mM de sulfito de
sodio. La concentracidn final molar de la PdF; o a;B;y0 fue de aproximadamente 0.26
UM y las concentraciones de Pde y Pd({ variaron de 0 hasta 13.4 uM y 9 uM

respectivamente.

XVII. Ensayos de competencia entres las mutantes de Pd(

La actividad hidrolitica de 3 muestras de PdF, fue cuantificada mediante el método
espectrofotométrico . 1) Control: 1oug PdF;sin subunidad { reconstituida, 2) PdF, +
PdC"": 10 ug de PdF, reconstituidos con 10 ug de Pd{"" y 3) PdF,+ Pd{"" + PdZ*": 10
ug de PdF, pre-incubados durante 10 min con 10 ug de Pd{"" y posteriormente

ANT  Para todas las reconstituciones se utilizé

reconstituidos con 20 pg de Pd(
amortiguador de reconstitucion con 60 mM de sulfito de sodio. El volumen de
reaccion fue de 1 ml y la reaccién fue iniciada agregando la ATPasa a la celda de
reaccion. La temperatura de reaccion fue de 37° C en presencia de 0.15 % de LDAO y

0.75 mM de sulfito de sodio.
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XVIII. Construccion del drbol filogenético de las subunidades €

Cien secuencias de las subunidades € (6 de mitocondria), obtenidas a partir de la base
de datos de proteinas del NCBI, fueron alineadas mediante el servidor de
alineamiento multiples de secuencias ClustalW (146), posteriormente el alineamiento
fue curado manualmente mediante el programa BioEdit 7.2 (147), para finalmente
realizar un arbol filogenético de acuerdo al método de maxima verosimilitud con una
prueba de bootstrap de 10000 repeticiones mediante el programa Molecular

evolutionay genetic analysis MEGA 6.0 (148)

XIX. Ajuste de los grdficos de inhibicion enzimatica.
El ajuste de los patrones de inhibicidn se realizé mediante el programa Origin 7.5, de

acuerdo a Halfman C.J. y Marcust F. (149) segin un modelo de Hill modificado para el
uso de altas concentraciones de proteina y de inhibidor, que se describe con la

siguiente ecuacion (Ec. 2)

(Ecuacion 2) 1-v [V, = ([1]/ky)?
1+ ([1]/ ky)®
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The abstract which originally appeared should be replaced with
the following:

The ¢ subunit [1] is a novel inhibitory element of the Paracoccus
denitrificans F, (PdF;)-ATPase and related o~-proteobacteria, which
works as a noncompetitive inhibitor of the sulfite-activated PdF;-ATPase,
with an ICsy of 220 nM when reconstituted into a PdF; construct
lacking the endogenous ¢ and ¢ subunits. In contrast, the € subunit of
the PdF;-ATPase was unable to inhibit the sulfite-activated PdF;-ATPase,
thus confirming that ¢ rather than € plays a central role in the inhibition
of the ai-proteobacterial F;-ATPase. The ¢ subunit inhibitory region
was determined by limited proteolysis and functional inhibitory
reconstitution experiments. Further analyses showed that during
PdF;-ATPase activation by sulfite, the § subunit exposes its N- and
C-termini. This contrasts with the € subunit, which buries its
C-terminal domain in the F; domain. The ¢ subunit can also be re-
versibly cross-linked with rotor (v, €) and stator (o, 3) subunits of the
PdF,-ATPase, as was previously also found for the IF; inhibitor of the
mitochondrial F;-ATPase [2]. The present data thus suggest that the
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mechanism of regulation by the ¢ subunit involves the control of the in-
trinsic gyration of the central stalk of the a-proteobacterial F;Fo-ATPase,
similar to the inhibitory mechanisms by the ¢ and IF; subunits in eubac-
terial and mitochondrial adenosine triphosphate (ATP) synthases. The
three-dimensional structure of the P. denitrificans { subunit deter-
mined by nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy has a
four-helix bundle architecture (PDB ID: 2LL0O), which is different
from the structures of the aforementioned € and IF; subunits. The
present data thus indicate that a novel mechanism, with a new structur-
al basis, contributes to regulation of the intrinsic gyration of the bacterial
F1Fo nanomotor.
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o-proteobacteria controls rotation of the nanomotor
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ABSTRACT The  subunit is a novel natural inhibitor
of the a-proteobacterial F,F,-ATPase described origi-
nally in Paracoccus denitrificans. To characterize the
mechanism by which this subunit inhibits the FFg
nanomotor, the { subunit of Paracoccus denitrificans
(Pd-{) was analyzed by the combination of Kinetic,
biochemical, bioinformatic, proteomic, and structural
approaches. The { subunit causes full inhibition of the
sulfite-activated PdF;-ATPase with an apparent ICy, of
270 nM by a mechanism independent of the € subunit.
The inhibitory region of the { subunit resides in the
first 14 N-terminal residues of the protein, which
protrude from the 4-a-helix bundle structure of the
isolated { subunit, as resolved by NMR. Cross-linking
experiments show that the { subunit interacts with rotor
(y) and stator (o, 3) subunits of the F;-ATPase, indi-
cating that the { subunit hinders rotation of the central
stalk. In addition, a putatively regulatory nucleotide-
binding site was found in the { subunit by isothermal
titration calorimetry. Together, the data show that the {
subunit controls the rotation of F,Fy-ATPase by a
mechanism reminiscent of, but different from, those
described for mitochondrial IF;, and bacterial € sub-
units where the 4-a-helix bundle of { seems to work as
an anchoring domain that orients the N-terminal
inhibitory domain to hinder rotation of the central
stalk.—Zarco-Zavala, M., Morales-Rios, E., Mendoza-

Abbreviations: 1D, I-dimensional; 2D, 2-dimensional; 2-IT,
2-iminothiolane; B-Me, B-mercaptoethanol; ANT, N-termainal
deletion; BLAST, Basic Local Alignment Search Tool; CD,
circular dichroism; DEAE, diethylaminoethyl; DEAH, diethyl
aminohexyl; DSP, dithio-bissuccinimidylpropionate; DTT, di-
thiothreitol; DUF, domain of unknown function; ICg,, half-
maximal inhibitory concentration; ITC, isothermal titration
calorimetry; Js-{, { subunit of Jannaschia species; LDAO, lauryldi-
methylamine oxide; NMR, nuclear magnetic resonance; ORF,
open reading frame; Pd-¢, ¢ subunit of Paracoccus denitrificans,
Pd-{, { subunit of Paracoccus denitrificans; PAF,, Paracoccus denitri-
ficans Fy; P;, inorganic phosphate; PK/LDH, pyruvate kinase/
lactate dehydrogenase; Rs-{, { subunit of Rhodobacter sphaeroides;
TCA, trichloroacetic acid; TEV, tobacco etch virus; SDS-PAGE,
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis; WB,
Western blot; WT, wild type
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synthase of a-proteobacteria controls rotation of the
nanomotor with a different structure. FASEB J. 28,
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F;F5-ATP SYNTHASES ARE energy-transducing enzymes
that produce ATP from ADP and inorganic phosphate
(P;) using the energy from electrochemical proton/
sodium gradients across the plasma membrane of bac-
teria or the inner membranes of mitochondria and
chloroplasts. Mechanistically, these enzymes consist of
2 nanomotors, coupled by rotary motion: an ion chan-
nel (Fy) and an ATP-synthesizing catalytic head (F,).
The operation of the enzyme is reversible; the direction
of rotation depends on the direction of the reaction.
During ATP synthesis, driven by transmembrane ion
flow, rotation is clockwise (viewed from the Fg, ion
channel toward the F; catalytic head), while during
ATPase-driven ion pumping, rotation is counterclock-
wise. To prevent the wasteful F;-ATPase activity, the
F,F, nanomotors of mitochondria, chloroplasts, and
eubacteria are tightly controlled through mechanisms
that involve various supernumerary subunits or regula-
tory domains (reviewed in refs. 1, 2). For instance, in
mitochondria, the IF, inhibitor protein (3) prevents
the backward F-ATPase activity during collapse of the
proton gradient by stalling rotor gyration (4) and
blocking the conformational changes of the o/ cata-
Iytic interfaces (2, 4), whereas in chloroplasts, an inter-
nal disulfide bridge of the <y subunit prevents the
counterclockwise rotation in the ATPase direction (3).
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In eubacteria, the canonical inhibitor of the F;-ATPase
turnover is the € subunit (5), which works as a ratchet
to preferentially inhibit the counterclockwise rotation
during ATPase turnover (6), with some evidence that it
also controls the ATP synthase activity (7, 8).

In contrast to the progress toward understanding the
control of the ATP synthase nanomotor in mitochon-
dria, chloroplasts, and eubacteria, the regulatory mech-
anism of the F;F5 nanomotor of a-proteobacteria was
unknown until our recent isolation of the F;-ATPase
and F;Fo-ATP synthase complexes from Paracoccus deni-
trificans (9), where we found a novel regulatory protein
of 11 kDa. This subunit was named {, since it follows &
in decreasing size and operates as a novel strong
inhibitor of the P. denitrificans F, (PdF,)-ATPase activ-
ity. Interestingly, { is not related in sequence to the
canonical F;-ATPase inhibitors from eubacteria (¢) or
mitochondria (IF;). The gene encoding { had been
identified as a hypothetical protein or domain of
unknown function (DUF; DUF1476) in all a-proteobac-
teria (9). Moreover, a homologous { subunit was found
associated with the ATP synthase of Rhodobacter spha-
eroides (9), suggesting that this subunit may work as a
novel inhibitor of the F;-ATPase nanomotor all along
the a-proteobacterial family.

Here we describe further functional and structural
studies to resolve this novel inhibitory mechanism of
the { subunit of the ATP synthase of P. denitrificans.
These studies include the reconstitution of the recom-
binant { subunit into the PdF;-ATPase, combined with
cross-linking, bioinformatic, proteomic, and structural
approaches. Taken together, the data resolve key fea-
tures of this novel control mechanism of a-proteobac-
terial F;-ATPases exerted by the { subunit and correlate
these features with the newly resolved tertiary structure
of the isolated { protein in solution.

MATERIALS AND METHODS

Strains

P. denitrificans (strain PD1222) was grown aerobically in the
presence of succinate. Subbacterial particles (SBPs) prepared
by sonication of inside-out membranes and the soluble PdF -
ATPase were obtained as described before (9). The Escherichia
coli strain BL21 was used to overexpress the { and € subunits
of P. denitrificans (Pd-{ and Pd-e, respectively) using the
plasmids pIPPD1 and pEPPDI, respectively, constructed pre-
viously to clone the P. denitrificans { and € genes (9).

Purification of PdF,-ATPase, Pd-{, and Pd-¢

The PdF,-ATPase and recombinant Pd-¢ and Pd-{ subunits
were purified to homogeneity as described before (9). Addi-
tional modifications to the original purification protocol
include a HiTrap Q Sepharose high-performance (QHP)
column (5 ml; GE Healthcare, Little Chalfont, UK) preceding
the Superdex 200 gel filtration to desalt the PdF,-ATPase,
followed by diethyl aminohexyl (DEAH) as affinity column at
the final step used as reported before (9). This third chro-
matographic step improved the purity of the preparation (see

NOVEL CONTROL OF BACTERIAL F;-ATPASE BY { SUBUNIT

Supplemental Fig. S1A). The Pd-{ subunit was purified essen-
tially as before (9), but the protein was eluted with a smaller
KCI gradient (0-0.3 M) from diethylaminoethyl (DEAE)
Sepharose followed by a Superdex 75 gel filtration step. For
the purification of Pd-¢, the initial ammonium sulfate precip-
itation was at 15% saturation (instead of 50% as used before;
ref. 9) to collect the supernatant, followed by additional 25%
(NH,) SO, to reach 40% saturation to precipitate the protein
and resuspend the pellet containing the enriched Pd-e. The
protein was desalted by overnight dialysis against 20 mM
phosphate (pH 8.0) followed by a DEAE Sepharose column,
eluting the protein with a 0-0.7 M KClI gradient followed by
Superdex 75, as reported before (9).

Preparation of the PdF,-e-{ (o3B5Y3) complex

Removal of the endogenous { and/or € subunits from PdF,
was carried out by immunoaffinity chromatography using
protein-G agarose coupled to anti-{ or anti-¢ antibodies as
described by Dunn (10). Briefly, the PdF,-ATPase was prein-
cubated in buffer A (250 mM sucrose, 10 mM Tris, 10%
glycerol, 1 mM EDTA, 2.5 mM PAB, 0.2 mM ATP, and 30 mM
sodium sulfite at pH 7.0) for 15 min before loading it into a
5 ml column of protein-G agarose coupled to anti-{ and/or
anti-e antibodies and preequilibrated in buffer A. When the {
was removed (without removing ¢€), a single protein-G-anti-{
agarose column was used, and when both subunits were
removed, 2 consecutive columns (anti-{ and anti-€) were
coupled. Subunit composition of the eluted proteins was
analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS-PAGE), and the fractions with reduced
amounts of { or & subunits relative to 8 or vy (as judged from
densitometry analyses) were concentrated in Centricon filters
of 100 kDa cutoff. The immunoaffinity columns were washed
by elution of bound { or € subunits (or residual PdF,) with 2
vol of 2 M glycine (pH 3.0) and extensive washing with PBS.

Determination of the half-maximal inhibitory concentration
(IC5,) of the Pd-{ in PdF,-ATPase

The PdF,-ATPase preparations were preincubated for 20 min
at room temperature in reconstitution buffer containing 250
mM sucrose, 60 mM sodium sulfite, and 20 mM Tris (pH 8.0)
with different amounts of Pd-{ and/or Pd-¢ (see Fig. 1). The
ATPase activity was determined spectrophotometrically by
the amount of P; released from ATP as described before (9).
The PdF,-ATPase activities were obtained from the initial
linear rates of P; release (1-2 min) to avoid accumulation of
the inhibitory Mg2+—ADP product (9). Alternatively, in order
to use another F;-ATPase activator different to sulfite, real-
time monitoring of the PdF,-ATPase and PdF,F,-ATPase
reactions were carried out by enzyme-coupled pyruvate ki-
nase/lactate dehydrogenase (PK/LDH) ATPase assays as de-
scribed before (11) in the presence of 0.15% lauryldimethyl-
amine oxide (LDAO). The IC,, of the { subunit was
determined by nonlinear fitting of the ATPase activity data to
a Hill equation, 1 — v/V, = ([11/1C5,)*/[1 + ([11/1Cg,) "1,
using Origin 7.5 (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA),
where Vj is the initial catalytic rate without inhibitor, 1G5, is
the apparent inhibitor concentration that decreases the cat-
alytic rate to V,/2, and « is the Hill coefficient. The ICj,
obtained is “apparent” since it depends on the enzyme
concentration, which in this work is in the same range as that
of the inhibitor; therefore, a significant fraction of the latter
is bound to the enzyme (see Figs. 1 and 3). Curve fitting with
this Hill equation has been used properly before to estimate
K; values under these relatively high enzyme concentrations
(12); thus, instead of an exact K, we estimated the apparent
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ICy, by curve fitting with this kinetic model. It is worth noting
that this Hill equation provided the best curve fitting since
simpler noncompetitive kinetic models, which are valid under
relatively smaller enzyme concentrations, produced fittings
with higher standard errors.

Cross-linking of the PdF;-ATPase with 2-iminothiolane
(2-IT) and dithio-bis-succinimidylpropionate (DSP)

2-IT and DSP are dithiothreitol (DTT) or B-mercaptoethanol
(B-Me) reversible and homobifunctional lysine cross-linkers
of 14 and 12 A crosslinking distance, respectively. Their
reversibility is due to an internal disulfide bond suitable for
resolution of cross-linked proteins by nonreducing-reducing
2-dimensional (2D)-SDS-PAGE. Cross-linking reactions were
started by adding the indicated concentrations of 2-IT or DSP
to the PdF-ATPase (diluted to 1-2 mg protein/ml) at room
temperature in a buffer containing 20 mM phosphate and
10% glycerol at pH 8.0. For 2-IT crosslinking, the PdF;-
ATPase was thiolated with 1 mM 2-IT by 1 h in 20 mM
phosphate buffer containing 1 mM EDTA at pH 8.0. The
reaction was arrested by filtration through centrifuge Sepha-
dex-G50 columns to remove excess cross-linker and EDTA.
To oxidize neighboring thiols, 120 pM CuCl, was added and
incubated for 30 min at room temperature. Afterward, thiol
oxidation was arrested by removal of Cu®* with 10 mM EDTA
together with the addition of protease inhibitors (Complete
Protease Cocktail EDTA-free; Roche, Indianapolis, IN, USA).
The DSP cross-linker contains an internal disulfide; thus, a
single cross-linking reaction was carried out as described
before with mitochondrial F;-ATPase (4) but without further
oxidation with Cu®". The DSP cross-linking was arrested with
20 mM rL-lysine after 30 min of cross-linking reaction and by
filtration through centrifuge Sephadex-G50 columns. Finally,
the cross-linked PdF,-ATPase was concentrated in Amicon
filters (10-kDa cutoff; Millipore, Billerica, MA, USA) and
loaded into nonreducing 1D-SDS-PAGE followed by reducing
2D-SDS-PAGE, as described before (4) and detailed below. In
some cases the nonreducing 1D-SDS-PAGE was transferred to
a PVDF membrane and immunoblotted with antibodies anti-¢
or anti-{ as described before (9).

2D-SDS-PAGE

The crosslinked subunits of the PdF,-ATPase were first
resolved by a nonreducing 1D (12-22%) SDS-PAGE accord-
ing to Laemmli (13) or Schigger and Von-Jagow (14). The
lane containing the resolved cross-linked PdF, bands was
excised and preincubated in 5% B-Me plus 10 mM DTT to
reduce the disulfides formed between cross-linked proteins.
Afterward, the lane was loaded horizontally on top of a 2D
(16%) SDS-PAGE according to Laemmli (13) or Schagger
and von Jagow (15) flanked by standard lanes. Once electro-
phoresis was completed, the 2D gel was subjected to Coomas-
sie blue or Silver staining as described before (4).

Subunit { constructs

Construction of the N-terminal truncated (ANT) Pd-{ANT

subunit lacking the first 14 N-terminal residues of Pd-{ was
carried out by PCR amplification of the Pd-{ gene as de-
scribed before for the cloning of the wild-type (WT) Pd-{"™"
(9) using the pIPPD1 plasmid carrying the WT-{ gene (9) to
amplify the truncated Pd-{Z*™" with the forward oligonucleo-
tide ZANTFWD 5'-TATATTGAATTCATGTTCGCCCATGAT-
GCGG-3' together with the original reverse primer used
before (PdzCTerm) to amplify the Pd-{™" (9). The first
oligonucleotide introduced an EcoRI site used together with
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the Hindlll site of PdzCterm for cloning of the amplified
Pd-{*NT gene into pT77. The construct (pDNTPDZ1) was
verified by double digest with FEcoRl/Hindlll and by auto-
mated sequencing showing the exact DNA sequence of the
Pd-{™" gene but lacking the first 14 residues. The designed
Pd-{*N" protein starts at its N-terminal side with a Met residue
before the Phe-15 of the Pd-{L™" gene. The N-terminal
truncated { subunit of Jannaschia species (Js-{*™'; PDB_id
2KZC) and the full Js-{ proteins were kindly provided by Dr.
Pedro Serrano and Prof. Kurt Wiithrich (Scripps Research
Institute, La Jolla, CA, USA). Both Js-{ proteins contain a His
tag at the N-terminal side that was removed by tobacco etch
virus (TEV) protease proteolysis before carrying out the
functional PdF;-ATPase inhibitory assays (see Supplemental
Fig. S1C). The Js-{*" protein lacks 19 residues from the
N-terminal side of the protein and 5 residues from the
C-terminal end.

Other procedures

Circular dichroism (CD) measurements were carried out using
a Jasco J-715 spectropolarimeter (Jasco, Inc., Easton, MD, USA)
in 0.1-cm pathlength quartz cuvettes (far-UV CD) at 25°C. The
spectra shown are the average of 3 consecutive scans. Deconvo-
lution and secondary structure calculation were carried out with
the software CDNN (16). Isothermal titration calorimetry (ITC)
measurements were carried out in an isothermal titration calo-
rimeter (MicroCal model iTC200;MicroCal LLC, Northampton,
MA, USA). Curve fitting to a single ATP binding site model was
carried out with Origin 7.5. Protein sequences after limited
proteolysis of the Pd-{ subunit were obtained by liquid chroma-
tography/electrospray ionization-tandem mass spectrometry
(LC/ESI-MS/MS) as described before (17). Protein concentra-
tion was determined by the method of Lowry (18), modified by
trichloroacetic acid (TCA) precipitation (19) as described pre-
viously (9), to avoid errors derived from interfering substances.
Protein concentrations present during CD or ITC experiments
were confirmed by Lowry-TCA determinations of the protein
solutions recovered from the CD cuvettes or from the ITC cell
after carrying out the respective determinations. Initial protein
alignments were carried out by Basic Local Alignment Search
Tool [BLAST; U.S. National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI), Bethesda, MD, USA; http://www.nlm.nih.gov/
blast/] analyses and by ClustalW (http://www.clustal.org). Final
alignments and phylogenetic trees were constructed with Con-
surf (Tel Aviv University, Tel Aviv, Israel; http://
consurf.tau.ac.il/) and Chimera (University of California, San
Francisco, CA, USA; http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).

RESULTS

Kinetic inhibitory mechanism of Pd-{ on the
PdF,-ATPase

Previously (9), we showed that the novel 11-kDa Pd-{
subunit found in the F,F5-ATP synthase of P. denitrifi-
cans works as a strong inhibitor of the PdF;-ATPase
activity. To estimate the ICy, of Pd-{, the recombinant
{ and ¢ subunits were prepared and reconstituted to the
PdF; complex from which the endogenous € and {
subunits had been previously removed by immunoaf-
finity chromatography. Binding of the { subunit alone
(no recombinant & subunit present) showed a strong
decay of the ATPase activity in response to increasing
concentrations of Pd-{ that was well fitted to a kinetic
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Figure 1. Inhibition of PdF,-ATPase by increasing concentra-
tions of the Pd-{ subunit. PdF;-ATPase lacking the endogenous
Pd-¢ and Pd-{ (05B5yd complex; 10 pg) was preincubated for 30
min with the indicated concentrations of the isolated recombi-
nant Pd-{ in a total volume of 100 pl in reconstitution buffer
containing 60 mM sodium sulfite before starting the ATPase
reaction. Afterward, the PdF,-ATPase-catalyzed reaction was
started by addition of 10 mM of Mg*"-ATP. The reaction was
arrested after 2 min of reaction by adding 6% TCA, and the
amount of P; released was determined colorimetrically by the P;
release assay (see Materials and Methods). The control experi-
ment (squares) was carried out with the agB5yd subcomplex
lacking both the endogenous Pd-e and Pd-{, and a parallel
experiment (circles) was preceded by reconstitution of 10-fold
stoichiometric excess of recombinant Pd-¢ before preincubation
with the indicated amounts of Pd-{. Trace shows the fitting to a
noncompetitive kinetic model to estimate the concentration of
inhibitor (Pd-{) necessary to achieve 50% of total inhibition.
Inset: initial velocities in the absence of Pd-{, and estimated
values of 1C,.

Hill model (Fig. 1 and Materials and Methods). This
result confirms that Pd-{ works as a potent total inhib-
itor of the PdF,-ATPase even in conditions of maximal
catalytic turnover, as exerted by sulfite. The Hill coef-
ficient obtained with the a3B45Yyd complex was 1.3 with
or without reconstitution of € subunit (Fig. 1), suggest-
ing a single high-affinity site for the { subunit in the
PdF-ATPase with an apparent IC;, =~ 270 nM. Further-
more, the apparent ICy, of Pd-{ is essentially the same
in the presence or absence of exogenous Pd-¢ (Fig. 1),
under conditions where exogenous ¢ binds efficiently
to the PdF;-ATPase (9). In summary, € does not inhibit
the PdF-ATPase and does not modify the affinity of
exogenous Pd-{ to inhibit the PdF;-ATPase. It seems,
therefore, that { substitutes € as the inhibitory subunit
in the F-ATPase of P. denitrificans. Accordingly, it is
expected that removal of the { subunit from the PdF,;
should increase its ATPase catalytic rate. Therefore, the
{ subunit was specifically removed by anti-{ immunoaf-
finity chromatography (see Materials and Methods). As
expected from the observed inhibitory role of {, re-
moval of ~30% of the endogenous Pd-{ (as estimated
by densitometry of Coomassie-stained SDS-PAGE) in-

NOVEL CONTROL OF BACTERIAL F;-ATPASE BY { SUBUNIT

creased ~b-fold the PdF,-ATPase turnover, from 0.88
to 4.50 wmol - min~' - mg~ ! in the presence of 0.15%
of LDAO. Although the latter is a less potent ATPase
activator than sulfite, this result also shows that the
inhibitory effect of Pd-{ occurs irrespective of the
F-ATPase activator used. Furthermore, removal of
both subunits (¢ and {) to obtain the asB5yd complex
(see Materials and Methods) decreased to about half
the sulfite-activated PdF;-ATPase activity from 20-25
pwmol - min ! - mg71 (see Fig. 3) to 12 pmol - min ! -
mg ' (Fig. 1). Therefore, removal of ¢ seems to de-
crease the PdF;-ATPase and therefore counteract the
increase in PdF;-ATPase activity induced by removal of
{. In concordance with this, reconstitution of & into
PdF, restored partially the sulfite-activated catalytic
turnover (see, for instance, the red point at 0 concen-
tration of Pd-{ in Fig. 1). Taken together, these data
confirm that Pd-e¢ does not work as an intrinsic inhibitor
of the PdF;-ATPase; therefore, the { subunit has the key
inhibitory role in the F-ATPase of P. denitrificans, and
probably in related a-proteobacteria.

Evolution of the inhibitory { subunit of the
F,Fy-ATPase in a-proteobateria

BLAST and ClustalW alignments of the { subunit
showed no significant similarity with bacterial (g) or
mitochondrial (IF;) F;-ATPase inhibitors, implying that
{ provides a novel control mechanism of the bacterial
F,Fonanomotor. However, alignment of the first 14
N-terminal residues of the { subunit with the IF; family
showed some similarity with the inhibitory domain of
the IF, protein (ref. 20 and Supplemental Fig. S4). It is
worth noting that the { subunit was found as an open
reading frame (ORF) or DUF1476 all along the a-pro-
teobacterial family (Fig. 2) and has been found bound
to the native ATP synthase of the closely related a-pro-
teobacterium R. sphaeroides (9). Therefore, to deter-
mine the evolutionary relationships among homolo-
gous { subunits, a phylogenetic tree of the { subunit was
constructed by the maximal likelihood method after
multiple sequence alignment with 100 representative
sequences of the { ORFs found along the a-proteobac-
terial family (DUF1476); from these, 12 representative
protein sequences were chosen and are shown for
clarity (Fig. 2A). In concordance with robust protein
phylogenetic trees of the a-proteobaceria (21, 22), the
best-scored phylogenetic tree showed that the homolo-
gous { subunits closest to that of P. denitrificans include
R. sphaeroides and Jannaschia species (Fig. 2A). This
result is in agreement with the previous observation
that the { subunit of R. sphaeroides (Rs-{) is bound to the
F,Fo-ATP synthase of this bacterium (9). The close
relationship between Pd-{ and Js-{ was therefore stud-
ied at the structural and functional levels as shown
below. Since no ORFs or DUFs of the { subunit were
found outside the a-proteobacterial family, the { sub-
unit emerges as a regulatory subunit exclusive of the
a-proteobacterial F,Fo-ATP synthase. Furthermore,
alignment of the representative { subunit ORFs from
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Figure 2. Evolution of the { subunit of the ATP synthase in a-proteobacteria. A) Chladrogram of the gene sequence of Pd-{ in
a-proteobacteria. ORF of the conserved Pd-{ gene in a-proteobacteria was downloaded from BLAST. The gene appeared as a
DUF in all a-proteobateria, from which 100 representative sequences were aligned with ClustalW, and a chladrogram was
constructed with neighbor joining analysis, from which a small phylogenetic tree was constructed with Consurf and Chimera by
maximal likelihood with 12 representative protein sequences showing the proximity of the { subunits of R. sphaeroides, Jannaschia
species and P. denitrificans (PD1222). Essentially the same tree is obtained with the minimal parsimony method. B) Protein
sequence alignment generated with Consurf with 12 { subunit representatives from species shown in A and numbered according
to the Pd-{ sequence. Amino acids are colored according to conservation, following Consurf conventions (color codes indicated:
blue, variable; white, average; and cherry red, highly conserved). Conservation scores are shown in bars and numbers [scale 1
(less conserved) to 10 (totally conserved)] at top of each residue.

a-proteobacteria showed that the highly conserved
residues (pink to cherry red in Fig. 2B) cluster on the
N-terminal domain, whereas the C-terminal side has a
lower density of conserved residues (blue in Fig. 2B),
suggesting that the N-terminal side contains important
functional domains, as described below.

Identification of the inhibitory domain of the { subunit

As a first approach to identify the inhibitory domain of
the { subunit, the recombinant protein was subjected to
limited proteolysis with trypsin, which removed 14 and
25 residues from the N- and C-terminal extremes,
respectively, as found by tandem mass spectrometry
analyses (Fig. 2B, arrows, and Materials and Methods).
The purified proteolytic Pd-{'*~" fragment showed no
inhibition of the PdF;-ATPase activity at a concentra-
tion as high as 10 pM, i.e., concentrations that resulted
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in full inhibition of the PdF,-ATPase when the Pd-{""
subunit was reconstituted into PdF; (Fig. 1). This
fragment, however, binds to the enzyme since it pre-
vented the inhibition exerted by the WT Pd-{ when
reconstituted in sub-bacterial particles. These results
indicated that the inhibitory domain of the Pd-{ sub-
unit lies either in the first N-terminal 14 residues or in
the last 25 residues near the C terminus. The proteo-
Iytic accessibility of the N and C termini indicates that
both extremes of the protein are exposed and most
likely highly mobile, whereas the central Pd-{'*"" do-
main seems resistant to the protease treatment, suggest-
ing that it should have a rigid folded structure that
competes with Pd-{"*" for binding to the PdF,-ATPase.
These features were confirmed by the Pd-{ conformers
resolved by nuclear magnetic resonance (NMR), which
show a highly mobile N-terminal domain and a more
rigid globular central domain (Pedro Serrano and Kurt
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Wiithrich, personal communication, 2012; see Supple-
mental Movie S1). Although at this point the inhibitory
domain of the { subunit could be either in the C- or
N-terminal extremes, the following observations
pointed to the N-terminal side of Pd-{ as the inhibi-
tory domain: the higher conservation of the { N
terminus (Fig. 2B), the limited but significant simi-
larity of the first 14 N-terminal residues with the
inhibitory domain of IF; (see Supplemental Fig. S4),
and the higher mobility of the N-terminal side observed
in the { conformers (Supplemental Movie S1). There-
fore, we hypothesized that the first 14 N-terminal
residues of Pd-{ contain the inhibitory domain; to assess
this, these residues were removed genetically in a
Pd-{*NT construct (see Materials and Methods). The
recombinant Pd-{*~" construct was overexpressed in F.
coli and purified as described for the Pd-{"" to ~93%
purity (see Materials and Methods and Supplemental
Fig. S1C). The Pd-{*NT was reconstituted into the
PdF,;-ATPase, and the inhibitory activity was measured.
As shown in Fig. 3, removal of the first 14 N-terminal
residues of Pd-{ in the Pd-{*N" construct completely
abolished the inhibitory capacity of the protein at
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Figure 3. N-terminal domain of the Pd-{ subunit is the
inhibitory region of the protein, and this inhibitory function
is conserved in Js-{. PdF;-ATPase (10 pg) was preincubated
for 30 min with the indicated concentrations of the recombi-
nant Pd-{WT, Pd-¢ANT, Js-tM™T, and ]s—CANT proteins in a total
volume of 90 pl in reconstitution buffer before starting the
ATPase reaction. Afterward, the PdF,-ATPase-catalyzed reac-
tion was started by adding 10 pl of Mg®"-ATP to the premixed
PdF, and the respective { subunits to obtain a final concen-
tration of 10 mM Mg”"-ATP in a reaction mixture containing
60 mM sodium sulfite (see Materials and Methods). The
reaction was arrested after 1 min of reaction by adding 6%
TCA, and the amount of P, released was determined colori-
metrically by the P; assay (see Materials and Methods). Trace
shows the fitting to a Hill kinetic model. Maximum (100%)
control activity corresponded to 17-20 pmol - min™" - mg™!
for JS—LANT, Js-tV"Pd-LMT, and Pd-{*NT titration curves with
ICy, values of 0.57 = 0.03 pM for Pd-L"" and 0.41 = 0.02 pM
for Js-{". Data points are averages of 3 independent exper-
iments for each curve and had an sp of 10% (omitted for
clarity).
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concentrations as high as 9 puM, i.e., concentrations that
result in saturation of the Pd-{"'" and completely block
PdF,-ATPase activity (Figs. 1 and 3). These data indi-
cate that the N-terminal side of the Pd-{ subunit
contains the inhibitory domain of the protein. To
confirm that the Pd-{*"" construct keeps its native
folding, a binding assay to PdF, was carried out by
reconstitution of a 10-fold excess of Pd-{*NT (mol/mol
of PdF,) followed by gel filtration through Superdex
200. The elution profile of this reconstitution assay
showed 2 elution peaks; the first consisted of the
PdF,~Pd-{*NT reconstituted complex (containing en-
dogenous Pd-{ and exogenously added Pd-{*™"), and
the second contained the free Pd-{*N" (see Supplemen-
tal Fig. S2). Furthermore, the previous reconstitution of
Pd-{*N" into PdF, delayed the onset of inhibition
exerted by the Pd-{"" added during coupled ATPase
assays, indicating that the Pd-{*N" construct binds
competitively to the same binding site of the Pd-{""
subunit of the PdF,-ATPase. Remarkably, these results
show that the Pd-{*NT construct keeps its native folded
structure that binds to the PdF;-ATPase and suggest
that the globular domain of Pd-{ works as an anchoring
domain of this inhibitory protein, whereas the N termi-
nus harbors the inhibitory domain of the protein.

Conservation of the inhibitory function of the {
subunit in the a-proteobacterial family

To confirm the inhibitory role of the { subunit in other
a-proteobacteria, we looked to isolate the homologous
{ subunit from another member of this bacterial class.
Coincidentally, the NMR structure of a homologous {
protein was reported in the NCBI BLAST server (PDB_
id 2KZC). This protein was a member of the DUF1476
family in Jannaschia species, another a-proteobacterium
closely related to P. denitrificans (Fig. 2). This structure
was uploaded by the group of Kurt Withrich, who
kindly provided the full Js-{ subunit. The Js-{ subunit
was reconstituted into the PdF;-ATPase in the same
conditions used for the Pd-{"" (Fig. 1). As shown in
Fig. 3, the Js-{ protein also worked as a strong inhibitor
of the PdF;-ATPase, with apparent 1G5, (0.41 pM) and
Hill coefficient (a=2) very similar to those of the
Pd-{™" (0.57 pM and a=2). These ICy, and « values
obtained with the whole PdF;-ATPase (Fig. 3) are
higher than those obtained with the PdF,-e-{ (Fig. 1),
most likely because in the ayB45y8 complex, the exoge-
nous recombinant { binds more efficiently in the
absence of the endogenous { and ¢ than in the PdF-
ATPase. Most important, the titration curve of Js-{ vs.
PdF,-ATPase activity superimposed with that of Pd-{
(Fig. 3), reflecting the high similarity (85.6%) and
identity (58.6%) between Js-{ and Pd-{ (see Supplemen-
tal Fig. S5). Although further studies with other a-pro-
teobacteria more distant to P. denitrificans are ongoing
to reinforce this conclusion, these results strongly sug-
gest that the { subunit works as a potent F;F,-ATPase
inhibitor all along the a-proteobacteria class.

In addition to the PdF;-ATPase inhibition by the
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complete Js-{, functional reconstitution studies were
also carried out with the truncated JS-CANT protein
originally resolved by NMR (PDB_id 2KZC), which
lacks the first N-terminal 19 residues (and the last 5
C-terminal ones). As expected from the lack of inhibi-
tory function of the Pd-{ANT construct (Fig. 3), this
truncated protein was also unable to inhibit the PdF;-
ATPase activity (Fig. 3). Furthermore, since the ]s-CANT
subunit folds nearly identically with a 4-a-helix bundle
as the WT Pd-{ (P. Serrano and K. Withrich, personal
communication, 2012; see PDB_id 2KZC), it can be
inferred that the removal of 19 N-terminal residues
from Js-{ (or the 14 N-terminal residues from Pd-{)
does not affect its overall folding, since the central
4-a-helix bundle remains properly folded. In summary,
the loss of inhibitory PdF,-ATPase function of the
Pd-{*NT and the Js-{*™" truncated proteins does not
result from defective folding but from the removal of
their respective inhibitory N-terminal domains. This
conclusion is better ascertained from the Pd-{*~T con-
struct, since it lacks the first 14 N-terminal residues,
whereas the Js-{*N" construct lacks 19 residues from N
terminus and also 5 residues from the C-terminal side.

Structure of the isolated { subunit of
a-proteobacterial ATP synthase

To understand the structure-function relationships inher-
ent to this novel control mechanism of the a-proteobac-
terial F-ATPase, the secondary structure of the isolated {
subunit was first analyzed by CD. These analyses showed
that the Pd-L"'" subunit is an all--helix protein with an
a-helix content > 90% at pH 6.0 and pH 8.0 (Supple-
mental Fig. S6). Subsequently, in collaboration with Kurt
Withrich, the NMR structure of the recombinant Pd-{
was resolved. The structure (PDB_id 2LL0) was part of a
preliminary report (23) that will be described in detail
elsewhere (P. Serrano and K. Wiithrich, personal commu-
nication, 2012). The NMR structure of the isolated Pd-{
exhibits a novel 4-o-helix bundle tertiary structure, differ-
ent from that of the known F;-ATPase inhibitors, i.e.,
bacterial € and mitochondrial IF,, which are o + 3 and
extended o-helix proteins, respectively (see Fig. 6). The N
and C termini of { converge in the tertiary structure of the
protein, where the N-terminal side protrudes from the
globular 4-o-helix central domain (see Fig. 6B8). The NMR
structure of Pd-{ was resolved at pH 6.0 and not at pH 8.0
(the optimal inhibitory pH of Pd-{) to avoid the extensive
proton exchange with the solvent, which hinders the
resolution of several NMR peaks. To confirm that the
secondary structure of Pd-{ is preserved at pH 6.0, CD
spectra of Pd-{ were obtained at both pH values, resulting
in ellipticity traces that superimposed almost identically
(Supplemental Fig. S6), indicating a similar secondary
structure of the Pd-{ subunit at both pH values.

Cross-linking of Pd-{ with neighboring subunits of the
rotor and the stator of the PdF,-ATPase

To determine the locus of the { subunit in the quater-
nary structure of the PdF,-ATPase, the endogenous
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Pd-{ subunit was cross-linked with neighboring subunits
in the PdF;-ATPase with 2-IT. This cross-linker pro-
duced Pd-{ adducts of ~26, 41, and 65-70 kDa (Fig. 4).
The sizes of these adducts suggested the following cross-
linking products: ¢ (11+16=27 kDa), {y (11+30=
41 kDa), {-a (11+50=61 kDa), and (- (11+55=66
kDa) (Fig. 44, right panel). To confirm the identity of
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Figure 4. Reversible cross-linking of Pd-{ and Pd-¢ with rotor and
stator subunits of the PdF,-ATPase. A) Top: 20 pg of the
PdF-ATPase containing its endogenous Pd-¢ and Pd-{ were
thiolated on accessible lysine residues with 1 mM 2-IT; afterward,
reversible disulfide cross-linking was induced by incubation with
120 pM CuCl, where indicated. WB anti-e (left) and anti-{
(right) of control (first lanes) and cross-linked enzymes (right
lanes) were carried out as described in Materials and Methods.
Major cross-linking products obtained were e, €, ey, (o, (-3,
and -y adducts. Smaller products included a low-yield &-{
adduct. B) Identities of these adducts are confirmed as follows:
900 pg of PAF,-ATPase crosslinked with 1 mM 2-IT as in A were
overloaded on a nonreducing 1D-SDS-PAGE according to
Laemmli (13). Afterward, the entire lane containing the cross-
linked PdF,-ATPase was reduced with 5% B-Me and 10 mM DTT
for 0.5 h before loading it into a 2D-SDS-PAGE according to
Schagger and Von Jagow (14). Smaller spots aligned vertically
under the major spots aligned diagonally (arrows) indicate
cross-linked subunits, which are identified with the right (PdF,-
ATPase) and left (MWS) standard lanes. Major crosslinking
products resolved are {-o, {3, and {y as observed in A. Positions
of (- and - crosslinking adducts are also indicated.

ZARCO-ZAVALA ET AL.

101


www.fasebj.org
Mariel Zarco Zavala
101


these cross-linking products, Western blot (WB) analy-
ses with anti-{ and anti-e antibodies were carried out.
The 27-kDa adduct had cross-reactivity with both anti-
bodies (Fig. 4A), thus confirming the cross-linking
between { and €. The putative {-y adduct of ~41 kDa
and other cross-linking products were resolved as ver-
tically aligned spots in a reducing 2D-SDS-PAGE. The
final 2D gel showed clearly all the Pd-{ cross-linking
products previously observed by WB (compare Fig. 44,
B). The observed { cross-linking subunits are (Fig. 4B,
left to right) {-o, {-B, and -y (Fig. 4B, dark arrows); a
low yield {-g; and a {-{ cross-linking that may result from
dimeric Pd-, as observed before with mitochondprial IF,;
(4). The presence of a {-{ dimer is also suggested by gel
filtration of the isolated Pd-{, which eluted as 2 peaks
from Superdex 75. To discard the possibility that the
observed Pd-{ cross-linkings resulted from nonspecific
thiol oxidation by Cu®*, similar cross-linking experi-
ments were carried out with DSP, a similar cross-linker
that already contains an internal disulfide, and there-
fore thiol oxidation with Cu®" was not necessary.
Cross-linking with DSP showed {-y (11+30=41 kDa),
(- (11+50=61 kDa), and -8 (11+55=66 kDa) ad-
ducts (see Supplemental Fig. S2) similar to those
observed with 2-IT (Fig. 4A), with the exception of {-¢
and {-{. These results show that the observed {-cross-
linkings ({-o, {-B, and {-y) do not result from non-
specific thiol oxidation but from actual cross-liking
interactions between the latter PdF, subunits. Fur-
thermore, the relatively low {-y cross-linking yields
obtained with 2-IT and DSP (Fig. 4 and Supplemental
Fig. S2) were increased by previous reconstitution of
excess { subunit into PdF; followed by gel filtration
through Superdex 200 to remove the free recombi-
nant subunit before cross-linking. In sum, the cross-
linking data show that the { subunit interacts with
rotor (y) and stator (a, ) subunits of the PdF,;-
ATPase, strongly suggesting that the { subunit inter-
feres with rotation of the central rotor, a result
reminiscent of those observed with mitochondrial IF,;
and bacterial € as derived from cross-linking (4, 6)
and crystallographic studies (24-28).

Nucleotide binding to the { subunit of P. denitrificans

The eubacterial € subunit binds ATP (29), and it was of
interest to examine whether this is also the case for
Pd-{. The first evidence of nucleotide binding to Pd-{
was obtained by NMR experiments of Pd-{ carried out
in the presence of ATP or ADP (P. Serrano and K.
Wiithrich, personal communication, 2013). Therefore,
we estimated the binding affinity of ATP to Pd-{ by ITC.
The isothermal titration of ATP into the isolated (
subunit was fitted to a single binding site with a K, of
11.4 mM (Fig. 5). Similar calorimetric experiments also
showed the binding of ADP to Pd-{ but with a lower
affinity (not determined). Given the low affinity of the
nucleotide binding site observed, the protein concen-
tration of { was relatively high (60 mg/ml), and to avoid
excessive heat of dilution of the protein, the nucleotide
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Figure 5. Calorimetric isothermic titration of ATP binding to
Pd-{. Pd-{ subunit was preequilibrated at 25°C at a concen-
tration of 60 mg/ml in reconstitution buffer (see Materials
and Methods). Once the system was stabilized, the calorime-
ter cell was automatically titrated with the indicated injections
from an ATP stock solution of 82.14 mM in the injection
syringe. Heat peaks of the injections were integrated manu-
ally to avoid errors in automatic peak detection, and dilution
heat of the ATP stock was subtracted from a parallel experi-
ment with the same injection program but in the absence of
Pd-{ in the calorimeter cell. After dilution heat of the
nucleotide was subtracted, heat of ATP binding was fitted to
a nonlinear single binding site, as shown by black trace.
Dissociation constant obtained was 11.4 mM.

was injected into the cell containing the protein, and
the heat of dilution of the nucleotide (determined with
control injections without the protein in the cell) was
subtracted from the trace containing the { subunit to
obtain a good curve fitting (Fig. 5). To confirm the
binding of nucleotides into the isolated Pd-{ sub-
units, the structure of the Pd-{ protein was resolved
by NMR in the presence of ADP (P. Serrano and K.
Wiithrich, personal communication, 2013), and the
resulting structure (PDB_id 2MDZ) was different
from that of the isolated Pd-{ (PDB_id 2LL0). Al-
though the detailed differences between the isolated
apoPd-{ and the ADP-bound Pd-{ structures will be
presented in detail elsewhere (P. Serrano and K.
Waiithrich, personal communication, 2013), the over-
all results confirm the existence of a low-affinity
nucleotide binding site in the Pd-{ subunit.

DISCUSSION

Kinetic inhibitory mechanism of Pd-{ on the
PdF,-ATPase

Previously, we found that the { subunit was a potent
inhibitor of the PdF;-ATP synthase (9); however, the
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putative participation of the € subunit in this inhibitory
mechanism remained to be clarified. Here, by working
with an a3B4y8 complex lacking the endogenous € and
{ subunits (PdF,-{-¢), it was possible to assess the
functional effects of recombinant € and { by separate or
joint reconstitution of both subunits into the PdF;-{-¢
complex. As expected from the inhibitory role of (,
removal of this subunit increased severalfold the steady-
state PdF,-ATPase activity. Furthermore, the PdF,-(-¢
ATPase activity decreased to 0 in response to increasing
{ concentrations, with a decay well fitted to a Hill
equation and a = 1.3, suggesting a single inhibitory
binding site with apparent IC;, ~ 0.27 mM. Further-
more, when the { subunit was reconstituted into the
PdF;-ATPase containing the endogenous ¢ and { sub-
units, the Hill coefficient raised from a = 1.3 in the
agBsyd complex to a = 2, and the apparent IC;,
increased ~2-fold (compare Figs. 1 and 3, respectively).
Although these results might suggest a {/PdF; stoichi-
ometry >1, it is possible that the presence of the
endogenous { and ¢ subunits in the PdF; have raised
the a and apparent ICy, values. Thus, although further
reconstitution and binding assays are necessary (and in
course) to determine more accurately the {/PdF; stoi-
chiometry and K, values, the present data suggest that
the { subunit binds to a single binding site of high
affinity to exert full inhibition the PdF,-ATPase. By
comparison, the K; values of eubacterial ¢ (=10 nM; ref.
5) and mitochondrial IF, (=0.4 pM; refs. 30, 31) were
determined under similar relatively high enzyme con-
centrations; thus, the apparent ICy, of PdF, for the {
subunit of ~0.27 uM resulted in the same range.
Remarkably, the € subunit did not exert inhibition of
the PdF;-ATPase either directly or indirectly, i.e., as a
factor promoting the binding of the { subunit (Fig. 1).
Furthermore, removal of € decreased the PdF;-ATPase
activity, and the latter improved partially after € recon-
stitution (Fig. 1). Since € has been described as the
canonical inhibitor of bacterial F;-ATPases, it is of
relevance to find here that this subunit does not work as
such intrinsic inhibitor in P. denitrificans, suggesting
that the  subunit substitutes € as the natural F,-ATPase
inhibitor in the whole a-proteobacteria class. Similar to
the noninhibitory properties of Pd-¢, the homologous
subunit of Bacillus subtilis was recently described as
F;-ATPase activator rather than inhibitor, acting by
relieving the intrinsic inactivation of the enzyme ex-
erted by endogenous Mg”*-ADP (32). Thus, the lack of
inhibitory function of the &€ may not be exclusive of
a-proteobacteria but this may be extended to gram-
positive bacteria.

Conservation of the primary sequence and
inhibitory function of the { subunit in the
a-proteobacterial family

According to the endosymbiotic theory (33) and robust
phylogenetic analyses (21, 22), P. denitrificans and other
a-proteobacteria are closely related to the protoendo-
symbiont from which mitochondria emerged. This sug-
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gested that { could be an evolutive predecessor of
mitochondrial IF,. However, the overall sequence of {
does not align with mitochondrial IF, or € subunits,
suggesting that the limited similarity of its N-terminal
inhibitory domain with that of IF, (Supplemental Fig.
S4) is a case of structural evolutive convergence. This
N-terminal inhibitory domain of { is highly conserved
along a-proteobacteria (Fig. 2), whereas its C-terminal
side is rather variable, indicating the functional rele-
vance of the N-terminal domain. Coincidentally, some
of the { homologues closer to that of P. denitrificans
were found in R. sphaeroides and Jannaschia species (Fig.
2). Accordingly, given the similarity between Pd-{ and
Rs-, it was possible to immunodetect the homologous
{ subunit of R. sphaeroides as an integral ATP synthase
subunit (9). However, the putative inhibitory function
of other { subunits homologous to that of P. dentitrifi-
cans remained to be demonstrated. Therefore, the
observation that the { subunit from Jannaschia species
worked as a strong inhibitor of the Pd-F; ATPase with a
similar ICy5, compared with that of Pd-{ (Fig. 3) con-
firmed that the inhibitory function of the { subunit is
conserved in other a-proteobacteria. On the other
hand, the central globular and C-terminal portions of
the { subunit are different in primary and tertiary
structure to mitochondrial IF, and bacterial €, and
consequently, some of their functional properties differ
as well. For instance, the conserved regulatory histidine
pairs (34, 35) of IF, that enhance F,-ATPase inhibition
at pH <7 are absent in the { subunit and consequently,
the optimal pH of Pd-{ is different (~pH 8). On the
other hand, the ATP binding motif of € [I(L)DXXRA;
ref. 36] is absent in the { subunit although the latter
binds ATP with relatively low affinity (Fig. 5); thus, the
{ subunit possesses a new ATP binding motif that
remains to be defined. In summary, the data show that
the { subunit is highly conserved along a-proteobacte-
ria as a novel F-ATPase inhibitor and differs in primary
and tertiary structure to the canonical € and IF, inhib-
itors of eubacteria and mitochondria, respectively.

N-terminal inhibitory domain, cross-linking, and
structure of the { subunit

As predicted from domain conservation (Fig. 2) and
limited proteolysis of {, the Pd-{*~" construct is unable
to inhibit the rotary PdF,-ATPase turnover (Fig. 3),
although it preserves its 4-a-helix globular structure
(PDB_id 2KZC) and it binds to the PdF, (Supplemental
Fig S2). These results show that the first 14 N-terminal
residues of the { subunit harbor the inhibitory domain
of the protein. Together with the {-y cross linking
observed (Fig. 4), the data suggest that the { subunit
inserts its highly mobile inhibitory N-terminal domain
in an a/B/vy interface to block y/¢ rotation and/or the
a/B catalytic movements of the PdF;-ATPase (Fig. 5
and Supplemental Movie S1). This is reminiscent of the
inhibitory mechanisms of bacterial € and mitochondrial
IF, to block rotation of their respective F;-ATPases (24,
26-28). However, the { subunit shows functional simi-
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larities but structural differences with these well-known
F,-ATPase inhibitors. For instance, the { subunit shows
hybrid properties of € (such as ATP binding) and IF,
(such as an N-terminal inhibitory domain) but pos-
sesses a remarkably different structure (Fig. 6). Further-
more, the N-terminal domain of { is highly mobile
(Supplemental Movie S1), and it does not acquire a full
a-helical conformation (Fig. 6B), as compared with the
inhibitory a-helical domains of € and IF; bound to their
respective F-ATPases (24, 26-28). Furthermore, € and
IF, have different interactions with rotor and stator
interfaces to block rotation of mitochondrial and bac-
terial F-ATPases (24, 26-28). Whereas ¢ is a rotary
subunit that works as a ratchet and contacts mainly the
v subunit, mitochondrial IF, is part of the stator and
shows more contacts with an o/ interface than with
the rotary y subunit (24, 26-28). This suggests that the
{ subunit blocks rotation of the PdF;-ATPase by inter-
acting with an o/f/7v interface but with rotor/stator
interactions that may be different from those observed
for € and IF, (24, 26-28). On the other hand, regard-
ing the central 4-o-helical globular domain of the {
subunit, the observation that the Pd-{*™" construct is
able to bind to the PdF;-ATPase (Supplemental Fig. S2)
without exerting F;-ATPase inhibition (Fig. 3) suggests
that this portion of the protein works as an anchoring
domain of {, preserving its 4-a-helix structure after
binding to the PdF,-ATPase. The higher cross-linking
yields of the {-o and {- adducts compared with {-y and
(- (Fig. 4) suggest that the anchoring domain of  is
part of the stator and that the N terminus of this
inhibitor sticks to the rotary y subunit to block rotation.
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Figure 6. Structures of the F,-ATPase protein inhibitors and
their inhibitory domains. A) X-ray structure of the € subunit
for E. coli (Ec-e; PDB_id 1AQT). B) X-ray structure of the
inhibitor protein IF, from Bos taurus (PDB_id 1HF9). C)
NMR solution structure of the { inhibitory protein from P.
denitrificans (PDB_id 2LL0). In all structures, the segment in
red shows the inhibitory domains, which correspond to the
C-terminal 2-a-helixes of Ec-¢ (A), the mobile N-terminal 14
residues of Pd-{ (B), and the N-terminal IF; region of
mitochondrial F-ATPase. The crossllinking (Fig. 4) and
structural comparison indicates that the inhibitory domain of
Pd-{ sticks into a rotor/stator interface to block rotary catal-
ysis of the PdF-ATPase (see text for details).
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Accordingly, the N terminus of { contains only 2 Lys
residues (Fig. 2B) that likely produce a low -y cross-
linking yield (Fig. 4), whereas the globular anchoring
domain of { possesses 4 Lys residues, likely forming
{-o/ (B adducts of higher cross-linking yields compared
with {-y (Fig. 4). However, the structural details of the
inhibitory conformation of { bound to the PdF,-ATPase
are yet to come after ongoing structural studies at
atomic resolution.

Nucleotide binding site of the { subunit

Finding a low-affinity nucleotide binding site on the {
subunit (Fig. 6) suggests that the inhibitory function of
this protein may be regulated by ATP or ADP binding,
as found with eubacterial € subunit. Comparing the
low-affinity nucleotide binding site of { with that of
eubacterial ¢, it is worth mentioning that the E. coli €
subunit binds ATP with a K; of 22 mM (36), whereas
that of thermophilic bacterium PS3 binds it with a K; of
200 uM (37). ATP binding to & seems to control the
inhibitory/noninhibitory transitions of € (25, 29). Fur-
thermore, some functional antecedents of the ATP
synthase of P. denitrificans also indicate the regulatory
effects of ATP or ADP. For instance, it has been shown
that the continuous PdF,Fy-ATPase activity of mem-
brane vesicles from P. denitrificans requires the presence
of ADP in the medium (38, 39), and that the forward
PdF,F,-ATP synthase activity is inhibited by product
ATP (40, 41). However, the apparent binding affinities
for ADP and ATP that control the PdF,F,-ATPase/ATP
synthase turnover are in the micromolar range (38—
41), i.e., affinities ~10% times higher than the low-
affinity K, observed for ATP with the isolated { subunit
(Fig. 5). Thus, further functional studies are required
to assess the putative regulatory role of the ATP/ADP
binding site of the { subunit on the functional PdF, and
F,Fo-ATPase complexes.

CONCLUSIONS

In summary, several key features of the new inhibitory
{ subunit of the a-proteobacterial F;-ATPase were here
resolved and are enlisted as follows. The strong inhibi-
tion of PdF; exerted by the { subunit appears to require
1 mol/mol of enzyme, and its binding is independent
of the € subunit of a-protobacteria, which is not by itself
an inhibitor. The { subunit is a natural F;-ATPase inhib-
itor conserved all along the a-proteobacteria class. The
highly conserved and protruding N-terminal domain of
the { subunit is the inhibitory domain of the protein,
whereas the globular 4-a-helix part of the protein seems
to work as an anchoring domain. The structure of the {
subunit is essentially different from the other known
F;-ATPase inhibitors, IF; and ¢. Cross-linking studies place
the { subunit at a rotor (v)/stator (a, B) interface, which
indicates that the inhibitory mechanism of the { subunit
involves the interference with rotation of the central stalk.
The subunit has a nucleotide binding site whose function
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remains to be evaluated. In sum, from the functional and
structural differences observed between the { subunit and
the ¢ or IF, canonical F,-ATPase inhibitors, this work
provides the basis of a new control mechanism of the
bacterial F;F5-ATP synthase nanomotor, particularly con-
served in a-proteobacteria.
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