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Abreviaturas

aa: aminoacido.

ADP: siglas del inglés Adenosine Diphosphate, en espafiol: adenosin difosfato.
AMP: siglas del inglés Adenosine Monophosphate, en espafiol: adenosin
monofosfato.

ATP: siglas del inglés Adenosine Triphosphate, en espafiol: adenosin trifosfato
CAM: Cloranfenicol.

dATP: Siglas del inglés Deoxyadenosine Diphosphate, en espaiol: desoxiadenosina
trifosfato.

DEAE: Siglas de Dietilaminoetil.

DELSEED: regidén especifica de la subunidad B descrita en la seccién de estructura
de la ATP sintasa.

DNA: Siglas del inglés Dexoyribonucleic acid en espafiol: acido desoxiribonucleico
DO: Densidad dptica.

EDTA: Siglas del inglés Ethylenediaminetetraacetic acid en espafiol: acido
etilendiaminotetraacético.

Fo: Fraccion F cero o F “0”.

F1: Fraccion F 1.

FAD: Siglas del inglés flavin adenine dinucleotide en espafiol: flavin adenin
dinucledtido.

Fig: Figura.

FRET: Siglas del inglés Forster Resonance Energy Transfer en espafiol:
Transferencia de energia de resonancia de Forster.

G y C: Guaninas y Citocinas.

IPTG: Siglas del inglés Isopropyl B-d-1-thiogalactopyranoside en espafiol: isopropil-
B-D-1-tiogalactopirandsido

KAN: Kanamicina

LB: Siglas Luria Broth, tipo de medio de cultivo



Mg?*ADP: compuesto de coordinacidn entre el ADP y el cation Magnesio

NAD*: Siglas del inglés Nicotinamide Adenine Dinucleotide en espaiol:
dinucledtido de nicotinamida y adenina (en este caso en forma de catién u
oxidada)

NADH: Siglas del inglés Nicotinamide Adenine Dinucleotide en espafol:
dinucledtido de nicotinamida y adenina (en este caso en su forma reducida)

PCR: Siglas del inglés Polimerase Chain Reaction, en espafol: reaccién en cadena
de la polimerasa

PdAZ: cepa de P. denitrificans carente del gen de la subunidad ¢ de la ATPasa

Pi: fosfato inorganico, PO4*

PMSF: Siglas del inglés Phenylmethylsulfonyl Fluoride, en espafol: fluoruro de
fenilmetilsulfonilo

PSBs: Particulas Sub Bacterianas

RNA: Siglas del inglés RiboNucleic Acid, en espaiol: acido ribonucleico

RNAasa: Enzima que degrada el RNA

rpm: Revoluciones por minuto

SDS: Siglas del inglés Sodium dodecyl sulfate, en espanol: dodecilsulfato sddico
SDS-PAGE: Siglas del inglés Sodium dodecyl sulfate - PolyAcrylamide Gel
Electroforesis, en espafiol: Electroforesis en Gel de Poliacrilamida - dodecilsulfato
sodico

TCA: Siglas del inglés Trichloroacetic Acid, en espafiol: acido tricloroacético

Tm: temperatura de fusién (referente al alineamiento de desoxioligonucledtidos
en una PCR)

tRNA: RNA de transferencia

UV: ultravioleta

Vis: visible

Bop: Conformacion de la subunidad B (ver seccidn estructura de la ATP sintasa)

Be: Conformacion de la subunidad B (ver seccion estructura de la ATP sintasa)

Brtp: Conformacion de la subunidad B (ver seccion estructura de la ATP sintasa)
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o AG: Energia libre de Gibbs

o AG°: Energia libre de Gibbs estandar

o AG®”: Energia libre de Gibbs estandar en condiciones fisiologicas

o {T2_D5del: Mutante de la subunidad T con una delecion de los aminoacidos (aa) 2-
4

o {T2_R9del: Mutante de la subunidad { con una delecién de los aa 2-8.

Los nombres de los aminoacidos se abreviaron de acuerdo con la
nomenclatura de la IUPAC. Su abreviatura en 3 letras y 1 letra se puede

consultar en el anexo |I.
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Resumen

La ATP sintasa es una enzima ubicua que provee de ATP a las células de los tres
dominios de la vida. Esta enzima funciona como un nanomotor, empleando la
energia acumulada en los gradientes electroquimicos de diversas membranas
para catalizar la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi. Bajo ciertas condiciones,
esta enzima puede catalizar la reaccion en la direccion contraria, es decir llevar a
cabo la hidrolisis de ATP. Esta actividad hidrolitica debe ser estrictamente
regulada para evitar depletar las reservas de ATP, por lo que a lo largo de la
evolucion han surgido diversos mecanismos con este fin. En Paracoccus
denitrificans, la regulacion de la enzima recae sobre una subunidad particular: la
subunidad ¢. Esta subunidad funciona como un inhibidor unidireccional de la
rotacion de la ATP sintasa, con una region inhibitoria comprendida en los primeros
14 aminoacidos de la subunidad ¢, sin embargo, se desconocia la region minima

inhibitoria en la secuencia de la subunidad C.

Se obtuvieron dos mutantes de la subunidad (, las cuales consisten en dos
deleciones secuenciales (removiendo 4 y 8 aminoacidos en el extremo amino
respectivamente) y se evalud su capacidad inhibitoria. En ambas mutaciones se
observé pérdida de actividad, lo que coloca a la regibn minima inhibitoria de la
subunidad ¢ dentro de los primeros cuatro aminoacidos Unicamente. A su vez
estos resultados permitieron ahondar en el mecanismo por el cual la subunidad (

inhibe la actividad hidrolitica de la ATP sintasa de P. denitrificans.
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Introduccion

ATP sintasas
Funcion

La ATP sintasa es una enzima que cataliza la condensacion de ADP y Pi para
formar ATP, liberando una molécula de agua en el proceso. Esta enzima ha
recibido diferentes nombres que enfatizan su funcidon en diferentes contextos,
ademas de ATP sintasa también se le conoce como: ATPasa (ya que la enzima
también cataliza la reaccion de hidrolisis de ATP), complejo V (en el contexto de la
cadena de fosforilacion oxidativa), y FiFo ATP sintasa o FiFo ATPasa (en donde
F1y Fo se refieren a las dos porciones que componen a la enzima). La ATP
sintasa es una enzima ubicua, presente practicamente en todos los organismos
vivos, en los tres dominios de la vida (Archaea, Bacteria y Eukarya), siendo las
Unicas excepciones a esto algunos pocos organismos parasitos como el caso de

Giardia sp. (Benchimol & de Souza, 2022) entre otros.

El producto de la reaccién catalizada por la ATP sintasa, es decir el ATP, es una
de las moléculas mas importantes para la vida, ya que la célula emplea esta
molécula como un donador de energia para acoplar la mayoria de las reacciones
endergonicas que se llevan a cabo en los procesos celulares cotidianos. Por este
motivo, el ATP se considera coloquialmente como la “fuente de energia de la
célula”. Esta molécula esta compuesta por una ribosa (azucar de cinco carbonos)
unida por el carbono uno a una adenina (base nitrogenada) y por el carbono cinco

a un grupo trifosfato (Figura 1).
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Trifosfato N, Fig. 1 ATP y reaccién de formacién de ATP

i i H: (N _ a) Estructura de la molécula de ATP, se indica la
i i | s /// pC')SICIon de la adenina, la ribosa y el grupo
= N trifosfato.
Adenina
Ribosa » »
¢ b) Esquema de la reaccion de condensacién entre
a) Estructura del ATP un ADP y un Pi, para formar un ATP. Se indica la
ADP Pi ATP H,0
I I 2 =N\, I I =
oy — Ty

ADP3~ 4+ P————ATP*” + H,0
AG” = 30.5k]/mol

b) Reaccion de formacion de ATP

El grupo trifosfato en el ATP posee dos enlaces fosfoanhidrido (Oxigeno-Fésforo-
Oxigeno), los cuales al reaccionar con un nucledfilo liberan una gran cantidad de
energia. Por esta razon a este tipo de enlaces se les conoce como enlaces de alta
energia y su hidrolisis es una reaccion exergoénica, con un AG° negativo; por lo
tanto, la hidrdlisis de ATP es un proceso termodinamicamente favorable. El AG®
negativo de la reacciéon se puede explicar tomando en cuenta varios factores entre
los que se encuentran: una menor repulsion electrostéatica entre los grupos fosfato
de los productos (ADP y Pi), en comparacion de los reactivos (ATP), una mejor
solvatacion de los productos que de los reactivos, y una mejor deslocalizacién
electrénica en los productos que en los reactivos (Bruice, 2013). En condiciones
fisiol6gicas se suma otro factor de suma importancia para incrementar la diferencia
de energia libre estandar de la hidrélisis de ATP: en las células se procura
mantener a la reaccion fuera del equilibrio, manteniendo concentraciones de ATP
y ADP relativamente constantes y con una proporcion [ATP])/[ADP] relativamente
grande (alrededor de 1X102 dependiendo del tipo celular) (Nicholls & Ferguson,
Tabla 3.1, 2013). Esto disminuye el valor de [ADP][Pi]/[ATP], a su vez haciendo
mas negativo el valor real de la energia libre de Gibbs en condiciones celulares, a
comparacion del valor estandar.

[ADP][Pi]

(AG = AG°+ RT In
[ATP]

) AGEn la célula < AG™”
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La célula aprovecha el valor del AG en la reaccion de la hidrélisis de ATP para
emplear a esta molécula como una forma de transferir y almacenar temporalmente
la energia quimica que se obtuvo durante el catabolismo. La simple union e
hidrélisis de un ATP puede impulsar varios procesos celulares como lo son el
movimiento de las fibras de actina/miosina, el bombeo de H* por ATPasas, o el
cambio conformacional de proteinas G. Sin embargo, en la mayoria de los casos
el ATP se utiliza para acoplar reacciones endergoénicas a la reaccion de hidrélisis
de ATP y asi obtener una reaccion global espontanea. Como ejemplos de lo
anterior se puede tomar el caso del proceso de union de un aminoacido a su tRNA
correspondiente, para lo cual se emplea un ATP para adenilar el aminoéacido,
activandolo, y posteriormente unirlo covalentemente al tRNA (Figura 2, se
muestran ademas otros dos ejemplos de reacciones donde se emplea la hidrélisis
de ATP para acoplarla una reaccion endergonica). En estos casos el ATP actla
como una molécula capaz de transferir grupos Pi, PPi, o adenilato, los cuales son
buenos grupos salientes y activan quimicamente el compuesto, permitiendo que la

reaccion posterior avance con un AG negativo.

a) Formacion de Aminoacil-tRNAs b) Sintesis de glutamina

ATP Aminoacido La reaccion escrita como un solo paso:

I~ (‘ZOO_ (|$OO'
| - Y + +
V\F{ — - H3N- C‘H ATP ADP + P HaN (|;|-|
\ N/
\ c‘H2 N Cle
PPi L ‘\'-. Aminoacil-AMP tRNA C‘Hz (|:H2
P - D)
~ '
oy T L 8 5 7N Py
—{ ') @] o} o] NH,
X Glutamato Glutamina
|
AMP A tRNA cargado En realidad, es la consecuencia de 2 pasos:
'S (Aminoacil-tRNA) El ATP se emplea para donar un Pi, es cual es un buen grupo saliente
VN A A
Y Cr FO "
F—) [ CO0
- + |
ATP sN—CH
ATP + Aminoécido AMP + PPi + tRNA cargado 1] L (2] Y
2
c) Activacion de acidos grasos (sintesis de Acil-CoA) ADP ClH
2
7 %al ¢
0—P—0—P—0—-P—0 o RN
RN e (o—t—o AP 0 o o, o
0 o 0" ATP / e | v Adil Con R L» \P/
0 —_— R—C o —_—
/ | AN
nesdograsn R—C. 7~ 5-CoA o o

o)

Fig. 2 Ejemplos de reacciones que involucran ATP
Algunos ejemplos donde el ATP se emplea como donador de grupos salientes ya sea AMP, o Pi
en estos casos. ( b) y ¢) modificados de: Nelson & Cox, 2021).
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Ademas de su papel en la bioenergética celular, la molécula de ATP se emplea
para formar parte de la estructura del RNA, ADN (previa conversion a dATP), y al
de algunos cofactores como el NAD*, FAD, y la coenzima A. Otros fines de la
molécula consisten en fosforilar diferentes compuestos ya sea como parte de una
ruta metabdlica o fosforilar proteinas para su regulacion enzimética, e incluso la
produccion de luz por el sistema luciferina-luciferasa en el caso de los organismos

quimioluminicentes.

El uso de ATP como fuente de energia quimica es una caracteristica conservada
en todos los organismos vivos que se conocen hasta la fecha. La mayor parte de
este ATP que es producido por las células se forma gracias a la ATP sintasa. En
condiciones aerobias se estima que puede llegar a ser hasta el 90% (Dominguez-
Ramirez & Tuena de Gomez-Puyou, 2005; Tuena de Gémez-Puyou & Garcia-
Trejo, 2015), siendo menos el ATP formado por fosforilacion a nivel de sustrato.
Por lo tanto, la ATP sintasa es una enzima fundamental para la vida y su ubicuidad

en los tres dominios de la vida es un reflejo de esto (Figura 3).

La ATP sintasa es una proteina transmembranal que se encuentra ubicada en la
membrana plasmatica de arqueas y bacterias Gram positivas, en el caso de
bacterias Gram negativas en la membrana interna y en el caso de células
eucariontes se puede encontrar tanto en mitocondrias (membrana interna) como
en cloroplastos (membrana tilacoidal). Para catalizar la formacién de ATP a partir
de ADP y Pi, la enzima emplea la energia almacenada en el gradiente de protones
formado por la cadena de transporte de electrones ubicada en la misma
membrana. Sin embargo, esta enzima es capaz de catalizar la reaccion en ambos
sentidos, (sintesis o hidrolisis de ATP) dependiendo de las condiciones especificas
de ese momento. Bajo condiciones fisiolégicas como la ausencia de nutrientes o
de moléculas aceptoras de electrones (como el Oz en mitocondrias) la ATP sintasa
cataliza la reaccion en la direccion de hidrdlisis, es decir actia como una ATPasa,
hidrolizando al ATP para formar ADP y Pi, mientras bombea H* del interior al
exterior de la membrana. En algunos microorganismos, como Streptococcus sp. 0

Escherichia coli, la actividad de ATPasa es una actividad fisiol6gica de la enzima,
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ya que provee una forma de mantener el potencial de membrana a expensas de la
hidrolisis de ATP en condiciones donde la cadena de transporte de electrones no
puede hacerlo (Ferrandiz & De La Campa, 2002; Ugurbil et al., 1978).

a)

Complejo V

ATP sintasa
b) Mitocondria Cloroplasto Bacteria (E. coli)
L 4 .b | - X 1 *
P Tt B < D,
—=4¢ \s [7) e ——— e —te Bt —
Matriz Lumen Citoplasma
Mitocondrial del tilacoide
( ATP H (ATP
el { s ranasd Joossae | s e | S vaare
frossn §  ame— [P posse | _ccosesccm e — e
H' H'
( Espacio
Espacio ATP Intermembranal
intermembranal Estroma (periplasma)

Fig. 3 Ubicacion de la ATP sintasa

a) cadena de transporte de electrones/ fosforilacion oxidativa. Se muestran los 5 complejos de la
respiracion embebidos en una membrana lipidica. Modificada del Protein Data Bank (Goodsell,
et al,, 2014).

b) Localizacién de la ATP sintasa en diferentes organismos y membranas. Modificada de (Garcia-
Trejo, et al., 2012; Nelson & Cox, 2008)

Estructura de la ATP sintasa

La ATP sintasa es un complejo multiproteico que se compone de dos fracciones
conocidas como Fo y Fi1, (Figura 4). La fraccibn Fo corresponde a la porcién

intermembranal de la enzima y la fraccion F1 a la parte hidrosoluble de la enzima
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que en el caso de las mitocondrias esta ubicada hacia la matriz mitocondrial, en
cloroplastos hacia el estroma y en bacterias hacia el citosol. Cada fraccion a su

vez esta compuesta de varias subunidades que se detallan mas adelante.

b)

Fraccion F,

Fraccion F,

Fig. 4 Estructura de una ATP sintasa bacteriana

a) Se muestra una representacion en caricatura de la estructura de la enzima de Bacillus PS3

(modificado de Guo Et al., 2019). b) Se muestra una representacion en hilos y listones de la ATP

sintasa de P. denitrificans (PDB 5DN6, Morales-Rios et al., 2015). El color de las subunidades se

indica a continuacién: a color rojo, , v color azul, , € color

rosa, ¢ color verde, b color morado, a color verde oscuro, ¢ color gris.
Cabe recalcar que existen diferencias importantes entre las estructuras de las ATP
sintasas de diferentes organismos, las enzimas mas simples son las
pertenecientes a bacterias. En organismos mas complejos, la enzima presenta
varias subunidades extra, ademas de que la estructura de las mismas
subunidades puede ser mas compleja. En general, se considera que las
subunidades canoénicas de la enzima, es decir las que componen a la enzima mas
simple y que estan presentes en la mayoria de los organismos son, en la fraccion
Fo, las subunidades: a y ¢, con 8-17 monomeros dependiendo de la especie
(Kuhlbrandt, 2019; Nesci et al., 2016), y en la fraccion F1 las subunidades: a (tres
subunidades), B (tres subunidades), v, 8, y €. Ademas, conectando a las fracciones

F1y Fo, en el brazo periférico, las subunidades b (dos subunidades). En el caso de
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las ATP sintasas de mitocondrias se ha observado que las subunidades extra
numerarias permiten que la enzima se asocie formando dimeros y tetrameros
(Flygaard et al., 2020; Gu et al., 2019; Guo et al., 2020; Minauro-Sanmiguel et al.,
2005; Pinke et al., 2020), recientemente se han observado incluso hexdmeros de
la ATP sintasa en mitocondrias de Toxoplasma sp (Muhleip et al., 2021). Se ha
planteado que estas asociaciones de la enzima ayudan a crear y estabilizar la
curvatura de las crestas mitocondriales (Blum et al., 2019; Davies et al., 2011). Ya
que las diferencias entre las enzimas de diferentes especies son considerables y
el tipo de asociacion entre las enzimas también lo es, existe una amplia diversidad
estructural de las ATP sintasas tal como se ejemplifica en la figura 5, en dicha
figura en los incisos c) y d) se observan los dimeros y tetrdmeros de la ATP
sintasa que se forman en las mitocondrias de levadura y mamifero,
respectivamente. A continuacion, se describen mas detalladamente las fracciones

y subunidades de la enzima candnica bacteriana.
Fraccion Fo

A esta fraccion se le otorgd el nombre de Fo (subindice o, no cero) ya que se
descubrié que este era el sitio en donde actuaba el antibiético oligomicina, de ahi
que se abrevid Fo y con el tiempo paso a ser escrita también como Fo (F subindice
cero). Como se menciond anteriormente, esta parte de la enzima se encuentra
embebida en la membrana y por lo tanto las subunidades que la componen tienen
una gran cantidad de residuos hidrofébicos que pueden interactuar con el caracter
no polar de los lipidos membranales. La fraccion Fo esta formada por un namero
variable de subunidades ¢ y una sola subunidad a. La subunidad c tiene un peso
de 7.6 kDa (en P. denitrificans) y esta formada por dos alfa hélices
perpendiculares al plano de la membrana, que interactian entre si para formar
una estructura circular similar a un anillo. El nUmero de subunidades ¢ formando el
anillo es especifico de cada organismo, con anillos formados con 8 hasta 17
subunidades. Esto tiene implicaciones importantes en la estequiometria de la
reaccion de sintesis de ATP, ya que entre mas grande es el numero de

subunidades c por anillo se necesita un mayor flujo de protones para impulsar la
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ATP sintasa de Bacillus PS3
(Guo et al., 2019)

(Morales-Rios et al., 2015)

ATP sintasa de P. denitrificans

Fig. 5 ATP sintasas de diferentes especies.

a) Bacillus PS3 (PDB 6n2y), b) P. denitrificans
(PDB 5dn6), c) Saccharomyces cerevisiae (PDB
6b8h), d) Sus scrofa (PDB 6j5k).

En levadura y mamiferos la ATPsintasa se
organiza como dimeros 'y  tetrameros
respectivamente, las transparencias en los
incisos c¢) y d) muestran las enzimas adicionales
presentes para formar dichos dimeros vy
tetrdmeros. En los incisos c) y d) en la parte
derecha se muestra una vista superior.
Subunidades a en rojo, B amarillo, y azul, &
morado claro, € rosa, { verde, b morado, a verde
oscuro, ¢ gris.

ATP sintasa de levadura
S. cerevisiae (Guo et al,,
2017)

(Dimeros)

ATP sintasa de mamifero
S. scrofa (Gu et al., 2019)
(Tetrdmeros (dimeros de
dimeros))
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rotacion de éste y por lo tanto se emplean mas H* para que el rotor complete un
giro de 360° sintetizando 3 ATPs. Posiblemente el tamafio del anillo de
subunidades ¢ sea un reflejo de las adaptaciones evolutivas de la enzima a
diferentes condiciones fisiolégicas, ya que un anillo mas grande implica una
mayor eficiencia como bomba de protones (actividad de ATPasa) y un anillo mas
pequefio como el de las mitocondrias una eficiencia mayor para la sintesis de ATP
(Kdhlbrandt, 2019). Como ejemplos tenemos el caso de Bacillus pseudofirmus con
13 subunidades c formando el anillo (Preiss et al., 2014), mientras que en E. coli,
una de las bacterias mas estudiadas hasta la fecha, el anillo se forma por diez
subunidades c (Sobti et al., 2020), y en mitocondrias de mamifero (S. scrofa) por
ocho subunidades ¢ (Gu et al., 2019). En P. denitrificans, la bacteria pertinente a
este proyecto, el anillo se forma por 12 subunidades c. La figura 6 detalla la

estructura de esta region.

Aspartico o
glutamico

Fig. 6 Estructura de la fraccién Fo

a) Estructura de la ATP sintasa de Bacillus PS3 la zona dentro del circulo azul se magnifica en el
inciso b). b) Estructura del anillo de subunidades c y la subunidad a, la zona dentro del circulo
azul se magnifica en el inciso c). c) Subunidad c en la cual se indica el residuo protonable ya sea
glutamico (en este caso) o aspartico (en otras especies). (PDB 6N2Y).

La otra subunidad de la fraccion Fo es la subunidad a, la cual es una proteina de
27.6 kDa (en P. denitrificans) que esta formada principalmente por hélices alfa

intramembranales. Entre la intercara de las subunidades a y ¢ se forman dos
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hemicanales que le permiten a la ATP sintasa translocar protones de un lado al
otro de la membrana. Un hemicanal forma un conducto desde la parte externa
hasta el centro del anillo de subunidades c y el otro hemicanal desde la parte
interna hasta otra region localizada a la altura del centro de la bicapa lipidica en el
anillo de subunidades c, tal como se puede ver en la figura 7 (Kihlbrandt, 2019;
Zubareva et al., 2020).

b)

protons

proton release
channe

Fig. 7 Estructura de los hemicanales en F,

a) Diagrama de la estructura de los hemicanales, en purpura se ilustra el camino que siguen los
protones para translocarse al otro lado de la membrana. b) Hemicanales de la ATP sintasa de
Spinacia oleracea el hemicanal de entrada y de salida se ejemplifican con colores azul y rojo.
(Kuhlbrandt, 2019; Zubareva et al., 2020). Una vista detallada de los hemicanales se muestra en
el anexo Il. Para apreciar una animacién del movimiento de los protones a través de los
hemicanales se recomienda revisar el video suplementario 5, en (Kuhlbrandt, 2019):
https://www.annualreviews.org/doi/suppl/10.1146/annurev-biochem-013118-110903

Aproximadamente en el centro de cada subunidad c, en la region que esta a la
altura de la parte mas profunda de los hemicanales, existe un residuo de
aminodacido con caracteristicas acidas (acido aspartico o acido glutamico segun la
especie), ver figuras 6 y 7, el cual es capaz de protonarse o desprotonarse segun
sea el caso. Para que se transloque un proton al otro lado de la membrana,
ocurren los siguientes pasos de forma secuencial: primero la subunidad ¢ debe de
protonarse, posteriormente la subunidad c protonada debe girar en forma paralela
a la membrana hasta llegar al otro hemicanal, realizando un giro practicamente de
360°, y por ultimo el residuo acido de la subunidad c se desprotona y el protén

resultante se libera al otro lado de la membrana por medio del hemicanal (Figura
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https://www.youtube.com/watch?v=NEh3WPGOB5c

7). Para que este proceso pueda llevarse a cabo es indispensable que los dos
hemicanales no estén conectados directamente, ya que entonces los protones
fluirian sin impulsar el giro de la enzima, por esto existe un residuo de arginina

muy conservado que se encuentra dividiendo ambos hemicanales.
Brazo periférico

Las fracciones Fo y F1 se conectan por un brazo periférico que ademas de
mantener unidas a las dos fracciones, permite que una parte de la enzima se
mantenga inmovil (subunidad a, la fraccion F1 y el brazo periférico), mientras el
anillo de subunidades c y el centro de la enzima rotan sobre si mismas. Las
subunidades b se ilustran en color morado en la figura 8. En las ATP sintasas mas
simples el brazo periférico estd compuesto por un dimero de subunidades b, las
cuales son proteinas de 20.1 kDa (en P. denitrificans), con una estructura
secundaria de alfa hélice. En ATP sintasas mas complejas el brazo periférico tiene
subunidades extra y una estructura mucho mas compleja tal como ocurre en

Polytomella sp. (Murphy et al., 2019).

Fig. 8 Estructura del brazo periférico de la ATP sintasa de Bacillus PS3
Se observan las subunidades b, las cuales forman el brazo periférico en color morado. (PDB
6N2Y)

En algunos otros organismos como las arqueas extremofilas existen dos o incluso
tres brazos periféricos para brindar mayor estabilidad a la enzima en condiciones

de temperaturas o presiones extremas. Las subunidades b recorren el largo de
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toda la enzima, su extremo amino se ubica en la fraccion Fo interactuando con la
subunidad a, para después a la altura de la fraccion F1 acercarse entre si para
formar una hélice superenrollada (“coiled coil” en inglés, Revington et al., 2002;
Sobti et al.,, 2016) y finalmente el extremo carboxilo interactiia con diferentes
regiones de la subunidad d y en algunos casos con la region de la subunidad a

mas proxima.
Fraccion F1

La fraccion Fi1 es la parte hidrosoluble de la enzima y esta conectada a la fraccion
Fo en 2 regiones, la primera es por el brazo periférico donde, como se menciond
previamente, las subunidades b interactian con las subunidades & y a. La otra
interaccion con Fo ocurre mediante las subunidades € y v, las cuales estan
conectadas a Fo mediante la interaccion con el anillo de subunidades c. La parte
mas superior de esta fraccidon es la subunidad & la cual es una proteina de 20 kDa
en P. denitrificans y confiere estabilidad a la parte inmovil de la enzima (estator)
funcionando como una conexién entre las subunidades b y el hexamero de
subunidades a y B, como se ilustra en el esquema de la figura 4. Las subunidades
a y B se encuentran justo por debajo de &, y son subunidades con una alta
similitud entre si, pero tienen ciertas diferencias importantes para el mecanismo
catalitico. A grandes rasgos, estas subunidades se componen de una porcién
amino terminal con un motivo de hojas B plegadas formando un barril B en la parte
superior de la subunidad, para continuar con un dominio central formado por alfa-
hélices y hojas beta plegadas intercaladas, en el cual se encuentra el sitio de
union a nucledtidos y una region carboxilo terminal formado por seis (en el caso de
B) o siete (en el caso de a) alfa-hélices (Nicholls & Ferguson, 2013, p. 200). Las
subunidades a y B forman un hexdmero en donde se intercalan entre si una
subunidad a con una subunidad B (a-B-a-B-a-B); Coloquialmente, a manera de
ejemplificar la organizacion de estas subunidades se suele aludir a su similitud con

los gajos de una naranja (Figura 9).
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a) Sitios cataliticos:

BEmpty

Sitio de union a nucleétidos (Brp) en P. denitrificans

r —waw A/ s
* k \ < ARG 104 \’\,s -

. B dine

¥ “7[\“ %L)% % -

Superficie (potencial electrostatico) Representacion de hilos y listones Esquema de residuos importantes

Fig. 9 Sitios cataliticos en la ATP sintasa

a) ATPasa de levadura (PDBs 7TJX 7TJW) A la derecha se muestra una E E
figura de la ATPasa seguida de una ilustracion en un corte transversal a la

altura de los sitios cataliticos, a la izquierda se detalla cada sitio por

separado, cada uno en una conformacion diferente. Una amplificacion de =1
la figura se encuentra en el anexo lll.
b) Se muestran 3 representaciones diferentes del sitio catalitico Bt en P. E =

denitrificans. Derecha: representacién de superficie con tonos azules para
potencial electrostatico positivo y rojos para negativo. Centro:
representacion de hilos y listones. Izquierda: esquema de algunos
residuos importantes para la catdlisis. PDB 5DN6. (Las imagenes de ambos
incisos se generaron con ChimeraX)

A la derecha se provee un cédigo QR y un enlace a un video
suplementario con los sitios cataliticos en P. denitrificans.

k Enlace al video suplementario
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https://youtu.be/zuZE0FSuooI?t=1

En total, la fraccién F1 contiene seis sitios de union a nucleétidos, los cuales se
encuentran en la intercara de la region central de las subunidades a y B. Casi la
totalidad de cada sitio esta formado por residuos de una sola subunidad, ya sea a
0 [3, sin embargo, para la catalisis también participa un residuo de arginina de la
subunidad contigua. Solo tres de los seis sitios de unién a nucleétidos son sitios
cataliticos; los tres sitios restantes pueden unir nucleotidos, pero estos
permanecen sin reaccionar. Los sitios cataliticos corresponden a los formados
mayoritariamente por residuos de la subunidad B, con la participacién de la
arginina de la subunidad a contigua (R374 en el caso de P. denitrificans) en la

intercara de las subunidades, como se detalla en la figura 9.

Desde una perspectiva estructural, el sitio catalitico estd formado por un motivo
Walker A, el cual es una secuencia conservada de los residuos GXXXXGK(T/S)
(Nicholls & Ferguson, 2013, p. 202), ubicado en un asa P (“P-loop” 0 asa de unién
a fosfato del inglés: “phosphate binding loop”), que en la ATPasa de P.
denitrificans comprende los residuos 151 a 158 de la subunidad B (GGAGVGKT).
Esta region interactla con los fosfatos de los nucledtidos. Ademas de esta region,
un residuo de &cido glutamico (E183) y una arginina (R184), también en la
subunidad (3, interactian con el fosfato terminal del ATP. La base nitrogenada de
los nucledtidos ocupa un sitio relativamente hidrofébico formado por los residuos
de aminoacidos 414-421, Y341, y V159, entre estos residuos de aminoacidos se
encuentran dos fenilalaninas, una tirosina, y tres valinas, entre otros residuos, los
cuales forman un espacio adecuado para la interaccién con el anillo de adenina.
Por ultimo, como se mencion6 anteriormente, participa un residuo de arginina de
la subunidad a, en este caso la R374, que se orienta hacia la intercara de a y £.

Los detalles del sitio se pueden apreciar de una forma mas visual en la figura 9.

En el centro del hexdmero formado por las subunidades a y B se inserta la
subunidad y. Esta subunidad se encuentra en la parte central de la enzima,
recorriendo practicamente todo el centro del hexamero a-p hasta llegar a hacer
contacto con el anillo de subunidades ¢ en la fraccién Fo. A su vez, en la porcién

mas cercana a Fo interactua con la subunidad €. Los extremos amino y carboxilo
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de la subunidad y se estructuran formando dos alfa-hélices que interactian entre
si y se introducen en el centro del hexamero a-B, como se puede apreciar en la
figura 10. Cabe destacar que este par de alfa-hélices no es completamente
simétrico, por lo cual el contacto con diferentes subunidades a y 3 es diferente
dependiendo de su posicion con respecto a y. Mientras tanto, el resto de la
subunidad y forma un dominio globular de alfa-hélices y hojas B plegadas, y esta

region es quien esta en contacto con € y el anillo de subunidades c.

Por ultimo, la subunidad € se encuentra en la parte inferior de la fraccion Fu,
adyacente a la parte globular de la subunidad y (se sugiere revisar tanto la figura 4

como la figura 15).

Esta subunidad consta de un dominio globular formado por hojas 3 plegadas y dos
alfa-hélices en la porcion carboxilo terminal. EI domino globular interactda con la
subunidad y y con el anillo de subunidades c en la fraccion Fo de la enzima, como
se mencion0 anteriormente. Las alfa-hélices en el extremo carboxilo terminal de la
subunidad € pueden tomar una conformacion compacta o extendida, siendo esto
una forma de regulacién de la enzima que se detalla en secciones posteriores. En
algunos organismos las dos alfa-hélices forman un sitio de unién a ATP que
favorece el estado compacto de la subunidad € al unir ATP, pero este sitio no esta
presente en el caso de P. denitrificans (Mendoza-Hoffmann et al., 2022; Mendoza-
Hoffmann, et al., 2018a). Se ha observado que la subunidad € brinda estabilidad

tanto a la fracciéon F1 aislada como al complejo FoF1 (Zarco-Zavala et al., 2014).
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a) Subunidad y

Vista lateral: Vista superior:

Rotacion (120°):

Superposicién de las
3 orientaciones

b) Interaccion con la subunidad

Vista lateral:

Vista superior:

2 Para visualizar la rotacién en forma
de video, siga el siguiente enlace (ya
sea escaneandolo o con un click en
la edicién digital):

P-loop

'ﬁ“‘i’ Regién B DELSSED

N

v Subunidad y Rotacion de la Subunidad y

Fig. 10 Estructura de la Subunidad vy e interacciones con la subunidad B

a) Se observa la ATPasa completa de Bacillus PS3 destacando la posicién de la subunidad y en
color azul. A la derecha muestra Unicamente dicha subunidad desde una perspectiva lateral y
superior. La Ultima imagen a la derecha muestra la sobreposicion de las 3 diferentes
orientaciones de esta subunidad al girar sobre si misma.

b) Se ilustra la interaccion entre y y B. En la imagen izquierda se aprecia la regién del DELSEED en
la cual estd involucrada en el contacto con y. En la imagen central se observa una vista superior
con 2 orientaciones de y. Por ultimo, se ofrece un enlace para observar un video suplementario
de la rotacién de esta subunidad. (PDB 6N2Y, 6N2Z, 6N30, imdgenes creadas con ChimeraX)
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Mecanismo catalitico

La estructura de la ATP sintasa forma, a escalas moleculares, un nanomotor que
es capaz de girar sobre si mismo. Como cualquier motor consta de dos partes,
una movil a la cual se le denomina rotor y otra inmévil conocida como estator. En
este caso el rotor de la enzima estd formado por la parte central: el anillo de
subunidades c, la subunidad ¢ y la subunidad v. El estator lo componen el resto de
las subunidades (a, bz, 8, as y B3). Es importante considerar que tanto el rotor y el
estator estan formados con regiones de ambas fracciones, Fo y F1, como se puede
observar en la figura 11. EI mecanismo catalitico esta directamente relacionado
con el movimiento del rotor con respecto al estator, desde una perspectiva de Fo a
F1 el giro en el sentido de las manecillas del reloj cataliza la sintesis de ATP y el

giro en contra de las manecillas del reloj cataliza la hidrélisis de ATP.

El giro del rotor en el sentido de la sintesis de ATP es impulsado por el gradiente
electroquimico formado gracias a la cadena de transporte de electrones, en la
respiracion. Una vez que se acumula una mayor concentracion de protones en un
lado de la membrana, un proton accede por medio de un hemicanal, al anillo de
subunidades c, donde como se describié previamente, se protona un residuo con
caracteristicas acidas y el anillo gira hasta llegar al siguiente hemicanal donde

consecuentemente el residuo se desprotona y se transloca un proton.
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1018153

1010y

Fig. 11 Estructura del nanomotor en la ATP sintasa de Bacillus PS3
En color azul se ilustra la region correspondiente al estator de la
enzima y en color verde la parte correspondiente al rotor de la
enzima. A la derecha se observan las partes por separado analogas
a un motor eléctrico macroscopico. (PDB 6N2Y).

A la derecha se provee un cédigo QR y un enlace para ver el
movimiento rotacional de la enzima. (Modificado de Mendoza
Hoffmann, 2018).

W Enlacealvideo suplementario

Las subunidades € y y estan conectadas al anillo de subunidades ¢ formando parte
del rotor de la enzima (parte central), por lo tanto, el giro del anillo mueve
conjuntamente todas estas subunidades de la parte central (c, €, y v). A su vez la
subunidad y penetra en el centro de la enzima contactando al hexamero de
subunidades a y B de forma asimétrica, y su movimiento induce cambios
conformacionales en regiones de a y B. El contacto entre B y y se lleva a cabo en
la region de B conocida como DELSEED, (denominado asi por las iniciales de su
secuencia consenso). En esta region el movimiento de y acopla o impulsa el

movimiento de B, con lo cual se transfiere la energia mecanica del rotor al estator
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https://www.youtube.com/watch?v=xDuqKs9knEs

(desde la subunidad y a la subunidad B, o viceversa en el sentido de la hidrélisis
de ATP). ElI movimiento del DELSEED produce cambios conformacionales
subsecuentes en varias regiones de a y B y entre estos se encuentra el
movimiento de los sitios de unién a nucledétidos, lo cual permite completar el ciclo

catalitico.

El ciclo catalitico de la reaccion de sintesis de ATP consta de forma simplificada
de tres pasos, cada uno con diferentes conformaciones del sitio de union a
nucleodtidos. La primera conformacion seria aquella en la cual el sitio catalitico se
encuentra vacio, a la espera de la llegada de los sustratos, y a la subunidad 3 en
esta conformacion se le denomina Be (“Empty” del inglés vacia). La siguiente
conformacion corresponde al estado en el cual los sustratos, inicialmente el ADP y
posteriormente Pi y Mg?*, se unen al sitio catalitico; a esta conformacion se le
conoce como Bpp. La ultima conformacion del sitio catalitico se conoce como Be,y

en esta el sitio est4 ocupado por el ATP, el producto de la reaccion.

En la direccién de la sintesis de ATP, el ciclo catalitico recorre las conformaciones
de B en el siguiente orden: Be - Bor - Bre para posteriormente regresar a la
conformacién e iniciar un nuevo ciclo. En la direccion inversa, es decir en la
reaccion de hidrolisis de ATP, el ciclo se lleva a cabo de manera inversa: Bk - Brp -
Bor. Lo anterior se ilustra en la figura 12. Estos cambios conformacionales como
se menciono previamente estan impulsados por el movimiento de vy, impulsado a
su vez por el flujo de H* (en sentido de la sintesis) y por la unién y posterior
hidrolisis de ATP (en el sentido de la hidrolisis). Este mecanismo corresponde al
Mecanismo de Cambio de Union Rotacional propuesto por Paul D. Boyer, el cual
le merecié el premio Nobel de Quimica, al ser descubierto por medio de
reacciones de intercambio isotOpico y cinética enzimaticam aun sin conocer la

estructura de la enzima a detalle (Boyer, 1997).

El estado de transicion en la reaccion de sintesis de ATP ocurre entre la transicion
de Bop a Brp, €n ese estado se logra una interaccién tan buena entre la enzima y
el estado de transicion que se ha reportado (Nicholls & Ferguson, 2013, pp. 204—
206) que, dentro del sitio, el Pi puede unirse y separarse en varias ocasiones del
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ADP, reflejando un AG muy cercano a 0, Unicamente tomando en cuenta la
reaccion dentro del sitio catalitico. Una vez sintetizado el ATP, para pasar de la
conformacién Brtr a Pe, es necesario otro cambio conformacional también
impulsado por el movimiento de y. En el sentido de la sintesis, este es el paso mas
endergonico de ciclo y es necesario para lograr liberar el ATP recién formado
(Boyer, 1997).

@ 5 4;\ ﬁi
N g ' 1: Los sustratos, ADP y Pj,

se unen a un sitio Bgypy
(vacio) para iniciar el ciclo
catalitico. El sitio pasa a
una conformacién Bpp.

3: El ATP recién sintetizado es
liberado del sitio Byp gracias a la
rotacion de la subunidad y.

El sitio pasa a una conformacion

Bempty (vacio), listo para iniciar
un nuevo ciclo.

@ ATP

2: Entre el cambio de
conformacién de Bpp a Brp se
cataliza la condensacién de ADP
y Pi para formar ATP.

Sintesis 4@ e

Fig. 12 Mecanismo catalitico de la ATP sintasa

Diagrama del mecanismo catalitico de la ATP sintasa, también llamado de cambio de unién o
catdlisis alternada. En el centro de la imagen se muestra las 3 orientaciones de la subunidad y
sobrepuestas. Los pasos 1-3 resumen el ciclo en sentido de la sintesis de ATP para un solo sitio.
Por enzima existen 3 sitios cataliticos y las conformaciones de cada uno estan desfasados con
respecto a los demas. Un esquema detallado se ilustra en el anexo IV.

Los cambios conformacionales estan impulsados por los movimientos de y impulsado a su vez
por el flujo de H* (en sentido de la sintesis) y por la unién y posterior hidrélisis de ATP (en el
sentido de la hidrdlisis). (PDBs 6N2Y, 6N2Z, 6N30).

Ya que la ATP sintasa tiene tres sitios cataliticos por enzima, los pasos del ciclo

catalitico descrito antes se repiten para cada uno. Sin embargo, en cualquier
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momento, dado que todos los sitios cataliticos de la enzima se encuentran
siempre en conformaciones distintas, es decir los sitios se van alternando entre si,
0 en palabras coloquiales, estan desfasados. Mientras que un sitio esta en
conformacién Be el siguiente esta como fBor, y el ultimo como Bre. A este
mecanismo se le conoce como mecanismo de sitios alternantes o mecanismo de
cambio de union (Boyer, 1997; Nicholls & Ferguson, 2013, pp. 204-206).

El papel de la rotacidon de la parte central de la enzima en la catélisis se ha podido
comprobar con diferentes técnicas que van desde analisis por entrecruzamiento,
hasta experimentos con molécula Unica donde se acopla a la enzima a filamentos
fluorescentes o perlas de oro (Noji et al., 1997; Zarco-Zavala et al., 2020) e incluso

utilizando técnicas como FRET (Sielaff et al., 2022).
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Regulacion de la ATP sintasa

En los organismos que realizan fosforilacion oxidativa, la gran mayoria de la
produccion de ATP la realiza la ATP sintasa, gracias al gradiente electroquimico
generado por la cadena de transporte de electrones. Sin embargo, existen
condiciones fisiolégicas como la hipoxia en mitocondrias, o la ausencia de
cualquier aceptor final de electrones en cualquier otro organismo, en las cuales no
es posible mantener el gradiente de protones intermembranal y, en estos casos, la
ATP sintasa terminaria por catalizar la reaccion enzimatica en el sentido de la
hidrélisis de ATP, funcionando como ATPasa. Aunque algunos organismos se
pueden beneficiar temporalmente de esta actividad de ATPasa (para mantener el
potencial de membrana a expensas de ATP), de no regularse la actividad
hidrolitica la enzima acabarian por depletarse las reservas de ATP de la célula
llevandola a la muerte, por lo tanto, es vital regular la funcién de hidrélisis de ATP,

lo cual se realiza gracias a diferentes mecanismos detallados a continuacion.
|.  Regulacién por producto/sustrato

El Mg?*ADP ademas de ser un sustrato (en el sentido de la sintesis de ATP) o un
producto (en el sentido de la hidrélisis de ATP), es un inhibidor no competitivo de
la actividad de ATPasa de la enzima. Esta forma de regulacién es la mas comun y
se ha descrito en enzimas mitocondriales (Fitin et al., 1979; Minkov et al., 1979) de
cloroplastos (Dunham & Selman, 1981; Feldman & Boyer, 1985) y de bacterias (
Yoshida & Allison, 1983), siendo uno de los mecanismos mas conservados y
probablemente una caracteristica en comun de todas las ATP sintasas (Schéfer &
Penefsky, 2008, p. 286). La inhibicion por Mg?*ADP ocurre cuando esta molécula
se une a un sitio catalitico con alta afinidad por ADP sin una molécula de Pi, lo
cual puede ser el resultado de la previa hidrélisis de ATP seguida de la liberacion
del Pi o bien puede ser resultado de la unién de ADP al sitio favorecida por una
alta concentracion de dicha molécula en el medio. Una vez que el ADP se
encuentra en dicho sitio, la enzima puede entrar en un estado inhibido en el cual

su actividad se inhibe parcialmente. Para salir del estado inhibido es necesario
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que el movimiento de y cambie la conformacién del sitio donde se unié el
Mg?*ADP para que este pueda liberarse y entonces la enzima continte con el ciclo
catalitico normal. Esto se ejemplifica en la figura 13. Existen algunos factores que
modifican la inhibicion por Mg2?*ADP, entre los cuales se encuentra la
concentracion de Pi, la unién de nucleétidos a sitios no cataliticos en la F1, y la
fuerza proton motriz. En el caso del Pi, este puede ayudar a prevenir o aliviar la
inhibiciéon por Mg?*ADP (Feniouk et al., 2007). La unién de nucleétidos a sitios no
cataliticos de la enzima facilita la salida del ADP de sitio catalitico, lo cual también
alivia la inhibicion por Mg?*ADP. Por (ltimo, se ha comprobado que la fuerza
protén motriz estimula la actividad de hidrélisis de ATP, probablemente facilitando
la salida de la enzima del estado inhibido por Mg?*ADP (Lapashina & Feniouk,
2018; Pacheco-Moisés et al., 2000), aunque la activacion de la actividad de
ATPasa también podria ser el resultado de permitir la remocién de las proteinas
inhibitorias de su sitio de accion, las cuales se detallan en las siguientes

secciones.
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Fig. 13 Mecanismo de inhibicién
por Mg?*ADP

En la parte superior de la figura
resaltado en un circulo gris, se
destaca el ciclo normal de
hidrdlisis de ATP.

En la parte inferior de la figura se
muestra como se genera la
inhibicién por ADP.

Diagrama modificado de
Lapashina & Feniouk 2018.

ADP

> Estadoinhibido

Il.  Regulacion por una proteina inhibidora

a) Subunidad IF;

La regulacion de la ATP sintasa presente en mitocondrias esta mediada por una
subunidad supernumeraria de la enzima que se denomina Factor Inhibidor 1 (IF1),
ver figura 14 (Pullman & Monroy, 1963). Esta subunidad es una proteina pequeiia
de 84 aminoéacidos con un peso aproximado de 10 kDa, y una gran cantidad de
residuos basicos (Frangione et al., 1981). Su extremo amino (residuos 1-46) es
intrinsecamente desordenado en solucion, pero que adquiere un plegamiento de
alfa-hélice al interactuar con F1 (Boreikaite et al., 2019). La subunidad IF1 evita la
hidrélisis de ATP insertando su extremo amino en la intercara de las subunidades
a, B, y y en la fraccion F1 de la enzima. Al insertarse en el sitio de inhibicién surge

un bloqueo mecéanico de la rotacion y por lo tanto se detiene la catalisis,
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impidiendo tanto la hidrdlisis como la sintesis de ATP. Dicha inhibicion sigue una
cinética de tipo no competitiva La region en la cual se inserta IF1 en la ATPasa es
conocida como INGECORE (siglas del inglés que corresponden a region central
de inhibicion general), y es también el sitio de union de las otras proteinas
reguladoras de la enzima que se describen en las secciones siguientes (Mendoza-
Hoffmann et al., 2018; Shirakihara et al., 2015). Varios trabajos han explorado la
region minima necesaria para la inhibicion de la ATPasa mitocondrial por la IFs,
encontrando que los residuos 14-47 (Van Raaij et al., 1996) o 42-58 (Papa, 1996;
Zanotti et al., 2004) son responsables de la inhibicién respectivamente (Mendoza-
Hoffmann et al., 2022).

La inhibicion de la hidrolisis de ATP por IF1 esta relacionada con las condiciones
de pH en la matriz mitocondrial. Las condiciones &cidas son una consecuencia de
una disminucién del potencial de membrana y por lo tanto es en estas condiciones
cuando es necesario inhibir a la ATPasa para evitar la hidrélisis de ATP. Por
debajo de un pH de 7.5, IF1 forma dimeros, los cuales son la forma activa de la
subunidad y se unen a la ATPasa inhibiéndola. Se ha demostrado que el dominio

carboxilo

a) b)

Fig. 14 Estructura de IF1de S. scrofa

a) Estructura de IF; en un dimero. b) Posicion de IF; (color amarillo y rojo) en la formacion de
dimeros y tetrdameros de la ATPasa de cerdo (color gris). (Modificado de la tesis de Mendoza
Hoffmann, 2018 y PDB 6J5K)
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terminal de IF1 no es esencial para la inhibicion (Van Raaij et al., 1996), pero es
esta region de la proteina la cual permite la dimerizacion de la IF1 tanto en su
estado soluble sin asociacion a Fi1 como en el estado asociado a Fi. Lo anterior
permite estabilizar los dimeros de la ATPasa (Garcia et al., 2006; Minauro-
Sanmiguel et al., 2005), los cuales a su vez permiten generar la curvatura de la
membrana en las crestas mitocondriales (Blum et al., 2019; Davies et al., 2011;
Paumard et al., 2002). En cambio, a valores elevados de pH se favorece la
formacion de tetrdmeros de IFi1, en los cuales el extremo amino se encuentra

ocluido, y por lo tanto las subunidades IF1 se encuentran en un estado inactivo.

Ademas, se ha observado que la fosforilacion de un residuo de serina (S39) evita
la unién de IF1 con la ATPasa, y por lo tanto para que IF1 ejerza su funcién
inhibitoria es necesario que se encuentre desfosforilada (Garcia-Bermudez et al.,
2015). Por ultimo, resulta interesante el hecho de que la expresion de la subunidad
IF1 presenta gran variacion en diferentes tejidos y es sobre expresada en
carcinomas animales (Bravo et al., 2004) y humanos (Sanchez-Aragé et al., 2013),

lo cual refleja su relevancia fisiolégica como regulador de la ATPasa.

b) Subunidad €

En la mayoria de las bacterias la actividad hidrolitica de la ATPasa esta regulada
por la subunidad € (Sternweis & Smith, 1980). Como se menciond previamente,
esta subunidad tiene un papel dual para la enzima, la porcién globular afianza la
union entre las fracciones Fo y Fi del rotor y las dos alfa-hélices del extremo

carboxilo terminal participan en la regulacién enzimatica.

Gracias a diferentes estructuras de la enzima (obtenidas por cristalografia de
rayos X y crio-microscopia electrénica), se ha observado que las alfa hélices del
extremo carboxilo de la subunidad € pueden adoptar dos estados a los cuales se
les conoce como conformacion extendida y conformacion compacta, como se
aprecia en la figura 15 (Cingolani & Duncan, 2011). Al adoptar la conformacién
extendida la subunidad € impide que la enzima hidrolice ATP, mientras que en el

estado compacto la enzima si es capaz de hacerlo. Sin embargo, aunque el
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estado extendido impide la catalisis en el sentido de la hidrélisis, se ha
comprobado que este mismo estado si permite que se catalice la reaccion en el
sentido de la sintesis de ATP (Tsunoda et al., 2001). Es decir que la subunidad €
actia como un regulador unidireccional de la ATPasa. Esta caracteristica peculiar
en la forma de la regulacion se explica al profundizar en el mecanismo de €. Para
lograr la inhibicién, las dos alfa-hélices se separan entre si y la hélice mas distal se
inserta en la intercara de las subunidades a, B, y y en F1 en la misma region en
donde se inserta IF1. La hélice mas distal forma una especie de trinquete que
interactia con Fi1 en esta region central de inhibicion general, y permite que v, el
rotor, gire en el sentido de la sintesis. Sin embargo, en el momento que el rotor es
impulsado en el sentido contrario, la alfa hélice de € impide su movimiento,
deteniendo el giro solo en el sentido de la hidrolisis, funcionando tal como el
mecanismo de una ufieta-trinquete o coloquialmente una matraca (Tsunoda et al.,
2001). La conversion entre los dos estados de la subunidad € se ha relacionado
directamente en algunas bacterias como Bacillus PS3 con la concentracion de
ATP intracelular, ya que el sitio de unién de ATP en la subunidad € mantiene a la
subunidad en el estado compacto (Yagi et al., 2007). Cuando la concentracion de
ATP disminuye, las dos alfa hélices de € no se mantienen juntas y se pueden
extender para adoptar la conformacion extendida e inhibitoria. Este mecanismo
funciona como un sensor de ATP, permitiéndole a la célula evitar la hidrdlisis
cuando la concentracion de ATP es baja, es decir, cuando méas preciado es el
ATP. Esta propiedad de la subunidad €, se ha aprovechado para el disefio de
biosensores de ATP in vivo, colocando dos fluoroforos en ambos extremos de la
subunidad que permiten realizar una transferencia de energia de resonancia de
Forster (FRET) (Imamura et al., 2009; Yoshida et al., 2016).
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Fig. 15 Estructura de la subunidad €
a) Estructura de la ATP sintasa de E. coli, enfatizando a la subunidad € en un estado insertado
(color verde). b) Estados compacto (PDB 5T40) y extendido de la subunidad € (PDB 1AQT).

Es importante considerar que la afinidad de la subunidad € al ATP varia entre
especies, como un reflejo tal vez de las diferencias sutiles en la forma que se
responde a las condiciones energéticas de la célula, la forma en la que crece (tipo
de metabolismo) y al peso de la funcién hidrolitica/sintética de la ATPasa. Un
ejemplo notorio es el de E. coli, en donde la subunidad € tiene una afinidad
relativamente baja por ATP comparada con Bacillus sp. En E. coli también se ha
comprobado la presencia de los estados extendido y compacto, y su relaciéon con
la actividad inhibitoria de € (Cingolani & Duncan, 2011; Sobti et al., 2019), pero ya
que la afinidad de € por ATP es relativamente baja, evidentemente el cambio entre
conformaciones extendida y compacta ocurre con diferencias sutiles con respecto
a bacterias como Bacillus sp. EI cambio de conformacion en este caso puede estar
promovido ademas de por la unidn/disociacion de ATP, por la fuerza proton motriz
gue impulsa el giro de la enzima. Ademas, en E. coli se han observado estados
intermedios entre la conformacién extendida y compacta (Liu et al., 2020; Sobti et
al., 2016). El sitio de uniobn a ATP de la subunidad ¢ esta presente, aun con
diferencias en su afinidad, en la mayoria de las bacterias, sin embargo, tanto en

mitocondrias como en a-proteobacterias (como P. denitrificans) esta region se
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perdio, y la subunidad € carece por completo de una funcion reguladora. Como ya
se ha descrito en mitocondrias, la regulacion esta dado por otra proteina diferente
(IF1) y en el caso de a-proteobacterias la regulacion la lleva a cabo la subunidad

como se describe en la seccién subsecuente.

c) Subunidad

En las bacterias pertenecientes al grupo de las a-proteobacterias, la regulacion de
la ATPasa no recae sobre la subunidad ¢, en cambio se lleva a cabo por la
subunidad . Esta subunidad se encontré por primera vez en P. denitrificans, (De
la Rosa Morales, 2005). Desde entonces se ha demostrado su papel como
inhibidor de la ATPasa en bacterias como Rhodobacter sphaeroides, y Jannaschia
sp. (Brito Sanchez, 2021; Zarco Zavala, 2014). Ademéas se ha detectado la
expresion de la proteina en varias a-proteobacterias como lo son: Rhodobacter
capsulatus, Rhizobium etli, Sinorhizobium meliloti, Methylobacterium nodulans, y
Rhodospirillum salinarum, entre otras (Mendoza Hoffmann, 2018). La presencia
del gen que codifica dicha proteina se ha observado en un sinnimero de a-
proteobacterias (Herrera Romo, 2022), sin encontrar la presencia del gen en un

namero significativo de bacterias de otros grupos taxondmicos.

La subunidad ¢ es una proteina relativamente pequefa, la cual consta de 104
aminoécidos (en P. denitrificans) y tiene un peso de 11.7 kDa. Su estructura se ha
determinado utilizando resonancia magnética nuclear (Zarco-Zavala et al., 2013b;
Serrano et al., 2014) y cristalografia de rayos X (Morales-Rios et al., 2015), y los
modelos obtenidos se muestran en la figura 16. Gracias a los modelos de la
estructura de la subunidad ¢ se puede observar que la proteina adquiere una
estructura terciaria formada por 4 alfa-hélices y un domino desordenado (cuando
se encuentra en solucion), que comprende los primeros 18 residuos del extremo
amino terminal. Para llevar a cabo la inhibicion, esta regién intrinsecamente
desordenada entra en contacto con la intercara de las subunidades a, B, y y en la

region conocida como region central de inhibicion general (Garcia-Trejo et al.,
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2016; Mendoza-Hoffmann et al., 2018). En el estado inhibitorio el extremo amino
de { pasa de ser una region desordenada a adquirir una conformacion de alfa-
hélice como se puede apreciar en el modelo del centro de la figura 16 (Mendoza-
Hoffmann, et al., 2018a).

Subunidad ¢

(proteina aislada)
AN )

i

Subunidad {

Fig. 16 Estructura de la subunidad C de P. denitrificans

a) Se muestra la estructura de la subunidad T resaltada en color verde a partir del modelo
obtenido por cristalografia de rayos X. b) Se muestra la subunidad en su sitio de accion en la
fraccién Fy, aqui la subunidad T aparece de color naranja con los primeros 14 aminoacidos de
color marron. c) Se muestra en rosa la estructura de esta subunidad resuelta por RMN, las alfa-
hélices en color rosa, en azul los giros B, y en blanco las regiones sin estructura secundaria
determinada. El extremo amino terminal se encuentra en la parte superior de la proteina, en su
forma desordenada. (Mendoza-Hoffmann et al., 2018, PDB 2LLO y PDB 5DN6).

El modelo para describir el mecanismo de la inhibicion por { mas reciente hasta el
momento de iniciar el presente proyecto de tesis, proponia que la subunidad
empleaba sus primeros 14 residuos del extremo amino (desconociendo de forma
concreta cuantos y cuales eran realmente necesarios) para impedir la rotacion de
la enzima en el sentido de la hidrdlisis, pero permitir la rotacion en el sentido de la
sintesis de ATP, de forma analoga a lo que ocurre con las subunidades € y en
menor medida IF1, es decir actuando como un trinquete que bloquea la rotacién de
la enzima inhibiendo asi solo la funcion de ATPasa, pero permitiendo a la célula

mantener activa la funcion de sintesis de ATP.
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Esto permite a la célula detener la hidrélisis en condiciones que no serian
favorables para la obtencion de ATP y optimizar las condiciones bioenergéticas de
la célula al no hidrolizar ATP practicamente en ningdn momento. Estas
caracteristicas dan como resultado una ATP sintasa practicamente unidireccional
como se ha reportado para la enzima de P. denitrificans (Pérez & Ferguson, 1990;
Pacheco-Moisés et al.,, 2000; Zharova & Vinogradov, 2003). En condiciones de
crecimiento en las cuales no hay abundancia de nutrientes y/o cuando la bacteria
se ve forzada a mantener su metabolismo con base en la fosforilacion oxidativa
(respiracién), la funcion fisiolégica de la subunidad ¢ adquiere una relevancia
esencial para permitir el crecimiento de las bacterias como se demostré en el

trabajo del Dr. Mendoza Hoffmann (Mendoza-Hoffmann et al., 2018)

I1l.  Otros mecanismos de regulacién

Ademas de los mecanismos de regulacibn mencionados anteriormente, existen
otros mecanismos diversos para regular la actividad de ATPasa de la enzima. En
la enzima de cloroplastos la regulacién se realiza por medio de una regién
particular en la subunidad vy la cual presenta dos residuos de cisteina que solo se
encuentran en las ATP sintasas de cloroplastos. Esta region permite a dicha
subunidad formar un puente disulfuro, lo cual forma un asa o loop en esa region
de la subunidad y que obstruye el giro del rotor de la enzima, impidiendo asi la
hidrolisis de ATP. La formacién del puente disulfuro, estd favorecida por un
ambiente oxidante el cual prevalece en condiciones de oscuridad y desaparece
cuando el cloroplasto esta expuesto a la luz, a su vez el ambiente redox es
regulado por las proteinas ferredoxina y tiorredoxina. Este sistema de regulacion le
permite a los cloroplastos sintetizar ATP cuando estan expuestos a la luz, pero
impide que el ATP se hidrolice en condiciones de oscuridad cuando el gradiente
de protones se abate durante la noche (Hahn et al., 2018; Mills & Mitchell, 1982;
Yang et al., 2020).
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En la enzima de Mycobacterium smegmatis se ha propuesto que la inhibicién de la
actividad de ATPasa puede estar relacionada con una region especial de la
subunidad y que forma un asa (Hotra et al., 2016). Ademas, se ha observado que
en esta enzima la subunidad a presenta una extension que entra en contacto con
el rotor de la enzima (y) impidiendo la rotaciébn Unicamente en el sentido de la
hidrolisis de ATP (Guo et al., 2020)

La forma de regulacibn mas recientemente descubierta involucra a una nueva
subunidad denominada subunidad 6, la cual esta presente en cianobacterias
(Song et al., 2022). Esta pequefia subunidad se expresa uUnicamente en
condiciones de oscuridad, y se ha propuesto que en su mecanismo de inhibicién
esta proteina interactia con las subunidades a y ¢ de la fraccion Fo de la enzima;
lo cual constituye un mecanismo fundamentalmente distinto al de otras proteinas
inhibidoras. La inhibicion de la ATPasa impide que la enzima hidrolice el ATP en
condiciones de oscuridad, conservando el ATP cuando mas valioso es (Burnap,
2022).
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P. denitrificans y su ATP sintasa como modelos de estudio

P. denitrificans es una bacteria Gram negativa, con una morfologia de cocos o
cocobacilos cortos, inmovil y que no presenta formaciéon de esporas. Suele
encontrarse en la tierra, lodos, agua y drenaje (Garrity et al., 2005, p. 197). P.
denitrificans es una bacteria metabolicamente diversa, se desarrolla en
condiciones aerobias, aunque puede crecer en condiciones de anaerobiosis
empleando metanol, metilamina, tiosulfato o H2 como donadores de electrones o
fuente de energia (Madigan et al., 2014), y usando diferentes compuestos de
nitrégeno tales como NOs, NO2, NO y N2O como aceptores finales de electrones.
La reduccién de estos compuestos puede llevar al nitrégeno desde sus estados
mas oxidados, hasta Nz, en el proceso conocido como desnitrificacion. Ademas,
es capaz de crecer con COz2 (Ye et al., 2020) o succinato como fuente de carbono.
P. denitrificans se aisld por primera vez en 1910 por Martinus Beijerinck, quien lo
denomind en ese entonces como Micrococcus denitrificans (Beijerinck & Minkman,
1910), y no fue hasta 1969 que se cred el género Paracoccus con P. denitrificans
como especie tipo (Davis et al., 1969). Su clasificacién taxon6mica actual es la
siguiente: Dominio: Bacteria, Filo: Proteobacteria, Clase: Alphaproteobacteria,
Orden: Rhodobacterales, Familia: Rhodobacteraceae, Género: Paracoccus,

Especie: denitrificans.

El genoma de P. denitrificans se compone de 2 cromosomas circulares y un mega
plasmido, los cuales contienen alrededor de 5000 genes en total (KEGG
GENOME: Paracoccus denitrificans, 2022). El contenido de G y C es alto,
alrededor del 67% (Paracoccus denitrificans (ID 1658) - Genome - NCBI, 2022), lo
cual puede traer ciertas complicaciones cuando se realizan algunas técnicas de

biologia molecular con estos genes.

Esta bacteria es ampliamente usada como un organismo modelo, ya sea para
estudiar el proceso de desnitrificacion (Carlson & Ingraham, 1983; Gaimster et al.,
2018) y/o en el campo de la bioenergética para el estudio de la cadena de
transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa , su cadena respiratoria se

ilustra en la figura 17 (Ferguson, 2018; Nicholls & Ferguson, 2002).
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El frecuente uso de P. denitrificans en la bioenergética se debe a que esta bacteria
al ser parte de la clase Alphaproteobacteria, tiene una cercania filogenética con el
protoendosimibionte que dio origen a la mitocondria segun la teoria de la
endosimbiosis (Sagan, 1967) (aunque actualmente se piensa que las bacterias
mA&s cercanas son las rickettsiales), y por lo tanto comparte ciertas caracteristicas
bioenergéticas con la mitocondria a tal punto de ser llamada en el pasado como

una mitocondria de vida libre.
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Fig. 17 Cadena respiratoria en P. denitrificans

Se ilustra todos los caminos posibles del transporte de electrones en P. denitrificans. En color se
muestra el camino de los complejos respiratorios candnicos. (modificado de Ferguson et. al.
2013)

Algunas de las caracteristicas que comparte P. denitrificans con las mitocondrias
son las siguientes: la composicibn de su membrana es similar a la de las
mitocondrias, su cadena respiratoria cuenta con los cuatro complejos respiratorios
y estos tienen una semejanza con su contraparte mitocondrial, la sensibilidad por
algunos inhibidores de la fosforilacion oxidativa se conserva, y por ultimo las
membranas invertidas de P. denitrificans exhiben un control respiratorio, lo cual se
refiere a la propiedad de aumentar la velocidad respiratoria como funcion de la
adicion de ADP (Zarco Zavala, 2014).
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La ATP sintasa de P. denitrificans resulta de un interés particular, ya que su
actividad de sintesis de ATP es mucho mayor a su actividad de hidrolisis de ATP,
por lo cual la enzima actua practicamente como un catalizador unidireccional de la
reaccion. Se ha reportado que la actividad de ATPasa corresponde Unicamente al
0.8-5.0% de la actividad de sintesis (Pacheco-Moisés et al., 2000; Pérez &
Ferguson, 1990; Zharova & Vinogradov, 2003). El mecanismo por el cual la
enzima mantiene dicha relacion entre sus actividades de sintesis e hidrolisis se
comprendié a mayor profundidad al observar que esta enzima contenia una
subunidad extra, la cual era responsable de controlar su actividad hidrolitica
(Morales-Rios et al., 2009; De la Rosa Morales, 2005). A esta subunidad se le
denomind subunidad ¢, y corresponde a la proteina inhibidora descrita de forma
breve en una seccion previa. Desde su descubrimiento, se ha logrado describir su
estructura (Morales-Rios et al., 2015; Serrano et al., 2014; Zarco-Zavala et al.,
2013a), sus caracteristicas como inhibidor (Garcia-Trejo et al., 2016; Zarco-Zavala
et al., 2014), y su papel fisiolégico (Mendoza-Hoffmann et al., 2018), avances que
han permitido proponer un mecanismo de acciéon y un conocimiento mas profundo

de su funcion.
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Antecedentes directos y planteamiento

del problema

El antecedente mas directo en el cual se analizé la region inhibitoria (el extremo
amino) de la subunidad ¢, corresponde al proyecto de doctorado de la Dra. Mariel
Zarco Zavala (Zarco Zavala, 2014), aunando a otros articulos referentes a la
estructura de la ATP sintasa de P. denitrificans que reforzaron el modelo
propuesto. En dicho proyecto de doctorado se describen las caracteristicas de la
subunidad ¢ como proteina inhibitoria, lo cual permitié conocer las diferentes
subunidades en la fraccion F1 con las cuales interactua ¢ (a, B, v, y €), esto gracias
a experimentos de entrecruzamiento. Ademas, se realizaron andlisis de protedlisis
limitada donde se observo que la actividad de ATPasa se incrementaba al mismo
tiempo que la subunidad ¢ (y otras) se proteolisaban y uno de los cortes eliminaba
el extremo amino (Garcia-Trejo et al., 2016); Lo anterior, en conjunto con el hecho
de que la secuencia del extremo amino es altamente conservada y de que la
estructura resuelta por resonancia magnética nuclear mostré6 un amino terminal
muy flexible (Serrano et al., 2014; Zarco-Zavala et al., 2013a), sugieren que la
funcién inhibitoria residia en esta porcidén del subunidad ¢. Para comprobar dicha
hipétesis se obtuvo una subunidad ¢ con una ablacion de los primeros 14
aminoacidos, denominada PdZ2NT, Para esto se empleé mutagénesis por PCR con
desoxioligonucle6tidos adecuados para lograr la mutacion deseada en el gen de la
(. Los resultados de los ensayos de actividad de ATPasa revelaron que la
subunidad C sin los primeros 14 aminoacidos es incapaz de inhibir la actividad de
ATPasa de la fraccion F1 de la ATPasa de P. denitrificans. Esto implica que los
primeros 14 aminoacidos son los responsables de llevar a cabo la inhibicion de la
hidrolisis de ATP, ver figura 18. Cabe destacar que para tener la certeza de que
dicha pérdida de la funcion no se debioé a un plegamiento anémalo, se realizaron
experimentos de competencia con la subunidad  silvestre y se comprobd su
capacidad para interactuar con la PdF1 mediante un ensayo de reconstitucion y

posterior filtracion en gel. Ambos resultados indican que la ¢ mutante era capaz de
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interactuar con PdF1 y de competir con la C silvestre (en el caso del ensayo de
competencia). Ademas, convenientemente la estructura de la subunidad ¢ de otra
a-proteobacteria se habia resuelto por RMN Unicamente con los aminoacidos 21
en adelante (los primeros aminoacidos se removieron para facilitar su
determinacion estructural) (Serrano et al., 2014). En esta estructura de ( trunca, se
comprueba un plegamiento practicamente idéntico con la estructura de la ¢
silvestre de P. denitrificans, por lo cual se evidencia que la remocion de los
primeros 20 aminoacidos no altera el plegamiento de la region globular de ¢, lo

cual es también relevante para el presente proyecto.

Los estudios estructurales de la FoF1 ATPasa de P. denitrificans incluyendo a la
subunidad ¢ (por medio de modelado molecular (Garcia-Trejo et al., 2016) y
gracias a un modelo a partir de difraccién de rayos x (Morales-Rios et al., 2015))
reforzaron de manera indiscutible la relevancia de los primeros 14 aminoacidos de
¢ para ejercer su actividad inhibitoria. En estas estructuras se puede apreciar
como el extremo amino terminal de la subunidad { entra en contacto con las
subunidades a, B, y vy en F1, como se muestra en la figura 16, en donde los

primeros 14 aminoacidos de ¢ estan representados en color rojo.
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Fig. 18 Ensayos de inhibicion con la ZANT

Se observan los ensayos de inhibicion realizados por la Dra. Zarco Zavala empleando una
subunidad T sin los primeros 14 aminodcidos. Se observa la pérdida de la funcion al remover esa
regidn en el amino terminal. (Zarco Zavala, 2014).
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Gracias a los experimentos mencionados anteriormente se conocia que la funcién
de ¢ como inhibidor de la hidrolisis de ATP recae sobre los primeros 14
aminoacidos, y gracias a las estructuras de ¢ en su sitio inhibitorio se pueden
inferir ciertos contactos que la subunidad ¢ mantiene con las subunidades a, 3, y v.
Sin embargo, las interacciones esenciales entre los residuos de  y F1 no se
conocian, es decir, no se sabia con certeza que residuos del extremo amino eran
imprescindibles para la funcién de ¢. Por lo tanto, la pregunta principal que este
proyecto pretende resolver es: ¢ Cual es la region minima necesaria en el extremo
amino terminal de la subunidad ¢ para que esta sea capaz de inhibir la actividad
de la ATPasa? De forma que el objetivo de este proyecto fue analizar de forma
mA&s concreta esta region minima del amino utilizando deleciones secuenciales en
dicha region. Es preciso mencionar que con el fin de analizar de forma detallada
las interacciones de ¢ en Fi1, ademas del presente proyecto se llevaron a cabo
proyectos complementarios, en los cuales se pretende realizar mutaciones sitio
especificas en ciertos residuos del extremo amino terminal de ¢ de forma que el
andlisis de dichas mutaciones puntales y el andlisis de las deleciones
secuenciales se complementen  simultaneamente. Dichos  proyectos
complementarios se estan llevando a cabo por Joselyn Luna y Oliver Sotelo

estudiantes de maestria del mismo grupo de trabajo.

¢ Cual es la secuencia minima inhibitoria en el extremo
N-terminal de la subunidad (?

A
/ \

Deleciones secuenciales Mutagénesis dirigida a
(4 aa por delecion) residuos especificos

Gilberto Garduiio Joselyn Luna/Oliver Sotelo
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Objetivos

Objetivo General

Determinar experimentalmente la longitud minima de residuos del extremo amino
terminal de la subunidad ¢ con los cuales dicha subunidad mantiene su capacidad

de inhibir a la ATPasa de P. denitrificans.

Objetivos particulares

e Realizar tres mutaciones al gen de la subunidad ¢ removiendo, desde el
extremo amino terminal, 4, 8 y 12 aminoacidos respectivamente. (C
T2_Db5del, ¢ T2_R9del y ¢ T2_A13del respectivamente)

e Clonar estas mutantes en los plasmidos pJET (mantenimiento) y PT7-7
(sobre expresion)

e Purificar las proteinas recombinantes

e Obtener particulas sub-bacterianas (PSBs) de P. denitrificans (cepa PdAQ)

e Realizar ensayos de reconstitucion homologa con las proteinas mutantes

sobre PSBs Al para para evaluar la capacidad inhibitoria de cada mutante.
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Materiales y Métodos

Extraccién de ADN plasmidico

El ADN plasmidico se obtuvo mediante lisis alcalina. Para este protocolo se parte
de un cultivo saturado de células crecidas en medio LB (1% de peptona, 1%
extracto de levadura, 0.5% de NaCl en H20 destilada). 1.5mL de medio de cultivo
se transfirieron a un tubo tipo Eppendorf y se centrifugd a 14,000rpm (16,873x Q)
por 1min. La pastilla se resuspendié en 200ul de solucion | (glucosa 50mM, EDTA
10mM pH=8, Trizma-base 25mM) y se agregaron 3ul de RNAasa al 0.4ug/ul.
Posteriormente se agregaron 200ul de solucion I (NaOH 0.2N, SDS 1% en agua)
y se mezcl6 agitando suavemente, se incub6 a temperatura ambiente por 5 min. Al
terminar se adicionaron 200ul de solucién Il (60mL de acetato de potasio 5M +
40mL de &cido acético glacial), se mezclé suavemente y se incubd en hielo por
15min, posteriormente, se centrifugd a 14,000rpm (16,873x g) por 15min y el
sobrenadante se transfirid a un tubo tipo Eppendorf nuevo. Al sobrenadante limpio
se le agregd 1mL de etanol absoluto y se mezcl6 agitando con la mano, se incubd
en hielo por 5 min y se centrifugd a 14,000rpm (16,873% g) por 10min. La pastilla
se lavé con etanol al 70% y se volvié a centrifugar a la misma velocidad por 5min.
La pastilla resultante se secé a temperatura ambiente por 5 min y se disolvié en

50ul de agua destilada estéril.

Disefio de desoxioligonucledtidos para la amplificacion del

gen de la subunidad 7 mutante

Para el disefio de los desoxioligonucleétidos especificos para realizar mutagénesis
dirigida, se partio de la secuencia del gen de la subunidad ¢ de P. denitrificans
depositada en la base de datos del NCBI como gene locus_tag="Pden_2862". A
partir de esta secuencia se disefiaron tres desoxioligonucleétidos especificos que,
al amplificar la secuencia del gen, generaran una delecion de 12, 24 y 36

nucledtidos respectivamente. Cada una de estas mutaciones corresponden a
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remover aproximadamente un giro de alfa hélice en el extremo amino de la
subunidad ¢. Al disefiar los desoxioligonucleotidos se incluyeron secuencias para
el reconocimiento de las enzimas de restriccion BamHI y Ndel. En el laboratorio ya
se contaba con el desoxioligonucleétido anti-sentido adecuado asi que se cuidd
que las temperaturas de alineamiento (Tm) de los desoxioligonucleétidos fueran

similares, ademas de procurar un contenido de G y C cercano al 50%.

¢ T2_D5del, mutante con -12pb

Secuencia Pares de bases Tm GyC
Desoxioligonucledtido 3'CAT ATG GAC CGC GAG CGC 27 75°C 67%
Forward GCG CAT GAG 5’
Desoxioligonucledtido 3'GGA TCC TCA GAT CTC GCT GAT 31 69 52%
Reverse GATCTGTTCGY

(T2_R9del, mutante con -24pb

Secuencia Pares de Tm GyC
bases
Desoxioligonucledtido 3" CAT ATG GCG CAT GAG GC 5’ 17 54°C 58.8%
Forward
Desoxioligonucledtido 3~ GGT ACC GAG CTC TCA GAT 42 78.2°C 59.5%
Reverse CTC GCT GAT GAT CTG TTC GCG
CGC5

(T2 _Al3del, mutante con -36pb

Secuencia Pares de bases Tm GyC
Desoxioligonucleétido 3"~ CAT ATG AAA TTC GCC CAT GAT 30 68°C 47%
Forward GCG GAACTG Y
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Desoxioligonucleétido 3"GGA TCC TCA GAT CTC GCT GAT 31 69°C 52%
Reverse GATCTGTTC G5’

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de las secuencias mutantes de la subunidad ¢ se llevo a cabo por
medio de PCR utilizando el ADN del plasmido de sobreexpresion de ¢ (pT7-7 +
P. den w.t.) como ADN molde. Se emplearon las siguientes condiciones de
reaccion: 5 min de desnaturalizacion inicial a 95 °C, seguido de 35 ciclos con un
tiempo de 20s de desnaturalizacion a 95 °C, 30s de hibridacion (a 68°C en el caso
de las mutantes (T2 _D5del y a 57 °C para la mutante (T2_R9del) y 30s de
extension a 68°C. Por ultimo, se llevé a cabo una extension final de 30s a 68 °C.
Se utilizaron las enzimas: polimerasa de alta fidelidad Vent (New England
BioLabs, Estados Unidos) para la mutante ¢ T2 D5del y PFU ADN polimerasa
para la mutante {T2_R9del (BioBasic, Canada). El producto de PCR se visualizé
por una electroforesis a 85V durante 90min sobre un gel de agarosa al 1% disuelto
en TBE y tefiido con bromuro de etidio. Posteriormente, los productos de
amplificacion se extrajeron del gel utilizando el kit comercial QIAquick® Gel
Extraction Kit (QIAGEN). En el caso de la mutante {T2_R9del la reaccién de PCR
produjo secuencias inespecificas por lo cual se realiz6 un PCR al ADN extraido de
la banda purificada del gel y se volvié a purificar una segunda vez de la misma

manera.

Transformacion por choque térmico

Se utilizaron 200ul de células competentes y se agregaron 20ul de mezcla de
ligacion (o aproximadamente 200ng de ADN plasmidico). Las células se incubaron
en hielo por 30 min, posteriormente a 42°C por 2min, y otra vez en hielo por 2 min.
Posteriormente se agreg6é 1 mL de medio LB y se incubaron a 37°C por 1 hora, al
término de la cual se plaquearon en cajas Petri con medio LB semi sélido (medio

LB + 15¢g/L de agar bacteriologico) con el respectivo antibidtico para cada cepa, y
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se incubaron a 37°C durante una noche. Por ultimo, se seleccionaron colonias y

se crecieron en medio liquido y en caja Petri.

Clonacién de las subunidades ¢ mutantes de P

denitrificans

Los productos de PCR se subclonaron al vector pJET/Blunt 1.2, de acuerdo con el
protocolo que provee el kit comercial CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). La mezcla de ligacion se
transformé mediante choque térmico en células competentes E. coli DH5a.
Posteriormente, se picaron colonias, se crecieron en 2mL de medio LB +

Ampicilina (100ug/mL) y se incubaron a 37 °C por 24h.

Para comprobar que las colonias contaran con el plasmido y el inserto, se extrajo
ADN plasmidico y se realizé andlisis de restriccion con las enzimas Ndel, BamHl,
Bglll y Hindlll. El producto de la digestion se observo en un gel de agarosa al 1%
disuelto en TBE y tefiido con bromuro de etidio y se confirmd que las clonas

poseian el inserto correcto.

Las colonias con el inserto correcto se crecieron en medio LB con ampicilina
durante toda la noche y al dia siguiente se extrajo ADN plasmidico por el método
de lisis alcalina. EI ADN plasmidico se incub6 con las enzimas de restriccion
adecuadas y se visualiz6 en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
La banda correspondiente al inserto se purificé del gel utilizando el kit comercial
QIAquick® Gel Extraction Kit (50) (QIAGEN). Dicha banda se ligd al vector de
sobre expresion pT7-7 el cual fue previamente digerido con las mismas enzimas
de restriccion y purificado del gel de forma similar. Para la ligacion al vector de
sobre expresion se utilizo el protocolo que recomienda el proveedor de la ligasa T4
(Thermo Fisher Scientific). La mezcla de ligacion se transformo mediante choque
térmico a células competentes E. coli DH5a. Posteriormente, se picaron colonias,
se crecieron en 2mL de medio LB + Ampicilina (100ug/mL) y se incubaron a 37 °C
por 24h.
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Para confirmar la ligacion al vector pT7-7 se realiz6 un analisis de restriccion de

forma similar al efectuado para confirmar la ligacion al vector pJET1.2.

El ADN plasmidico en donde el analisis de restriccion sefialaba un inserto correcto
se envid a secuenciar a la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia
Celular, de la UNAM. Para la secuenciacion, se aprovechd que tanto el plasmido
pJET1.2 como el pT7-7 cuentan con una secuencia del promotor T7 antes del sitio
de clonacién multiple y por lo tanto para secuenciar se indico que se utilizara el

desoxioligonucleétido genérico para esta secuencia.

Pruebas de induccion con IPTG

En el caso donde la secuencia de ADN fue exactamente la deseada para las
mutaciones requeridas, el ADN plasmidico se transformd mediante choque térmico
a diferentes cepas de E. coli como: BL21 DE3 pLysS codoén plus, OrigamiB pLysS,
BI21 DE3 pLysS, BL21 codon plus (RIL), con el fin de conocer que cepa producia
la mejor sobre expresion de proteina. Se picaron colonias y se crecieron en 2mL
de medio LB + respectivo antibiético de cada cepa y plasmido, al llegar a una
densidad Optica adecuada (0.72D.0. a 600nm) se adicioné IPTG a una
concentracion final de 0.5mM y se permiti6 que sobre expresaran la proteina
deseada durante 3h o durante toda la noche. Posterior a ese tiempo, 1mL de
células se centrifugaron y el pellet se resuspendié en 100ul de H20 destilada. Una
alicuota de 7.5ul de células resuspendidas se calentaron a 95 °C durante 10min
en presencia de ditiotreitol (DTT) y B-mercaptoetanol. Estas muestras se cargaron
en un gel de poliacrilamida al 12 y 4% en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) el cual se corri6 a 120V durante 1:30h. El resultado se visualizo tifiendo
con azul de Coomassie caliente durante 5min y destifiendo con solucion

destefidora caliente las veces necesarias.

Cuantificacion de proteina por el método de Lowry-TCA

Para cuantificar proteina se utilizé el protocolo de Lowry (Lowry et al., 1951) previa

precipitacion con &cido tricloroacético. Para esto se parte de una solucién de
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Na2COs al 2% en agua (disolucion A), la cual se mezcla con una solucion de
CuSOs4 al 1%, Tartrato de Na y K al 2% en NaOH a 0.1N (disolucion B). Estas
soluciones se mezclan en proporcion 50 A : 1 B (volumen : volumen). Se debe
preparar ademas la solucion de del reactivo de Folin, que consiste en 50% agua y
50% del reactivo de Folin & Ciocalteu’s fenol (Sigma Aldrich Co.). Una vez listas
las soluciones se realiza una curva patron por triplicado empleando
concentraciones crecientes de albumina con un volumen total de 1mL. Las
muestras se preparan también por triplicado y se llevan al mismo volumen final de
1mL. A todos los tubos se les agrega 100 pl del detergente Desoxicolato al 15%,
se mezcla e incuba por 10min a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de
incubacion, se afaden 100ul de acido tricloroacético al 72%, se mezcla y se
incuba en bafo de hielo durante 10min. Posteriormente, se centrifugan los tubos a
14,000rpm (16,873x g) durante 15min y se elimina el sobrenadante. El precipitado
se resuspende en 97.5ul de agua con 2.5 pyl de NaOH 2N. Posteriormente, se
afiaden a cada tubo 100ul de la disolucion A:B (50:1), se mezcla y se incuba a
temperatura ambiente por 10min, para después afadir 100 pl de la solucion de
Folin con agua para volver a mezclar e incubar ahora durante 30 min a
temperatura ambiente. Las muestras se leyeron a 600nm en un espectrofotometro
UV/Vis WPA Lightwave Il (Biochrom). Por altimo, se construye una curva estandar
con albumina sérica bovina, y las absorbancias de las muestras se interpolan para

deducir su concentracion.

Cuantificacion de proteina con acido bicinconinico

Algunas muestras se cuantificaron utilizando acido bicinconinico mediante el
protocolo del fabricante (Sigma-Aldrich). La mezcla de reaccion se prepardé con
acido bicinconinico: sulfato de cobre pentahidratado 4% 50:1. Se realizé una curva
con albumina sérica bovina desde 0 hasta 250ug/ul, y se prepararon diluciones de
las muestras a cuantificar. En tubos tipo Eppendorf con 20ul de las muestras de la
curva y muestras a cuantificar se agregaron 400ul de mezcla de reaccion, se agito
brevemente y se incubd a 60 °C por 30min. Posteriormente, se dejaron enfriar y se

leyd la absorbancia de las muestras a 562 nm con un espectrofotometro UV/Vis
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WPA Lightwave Il (Biochrom). Con las absorbancias y las cantidades de albumina
se construy6 una curva en donde se interpolaron las muestras problemas para

conocer su concentracion de proteina.

Purificacién de la subunidad ¢ silvestre (recombinante) de P,

denitrificans

En el laboratorio se contaba con la construccion de la subunidad ¢ de P.
denitrificans previamente clonada en el plasmido de sobre expresion pT7-7 (Tabor
& Richardson, 1985). Ademés, se contaba con células de E. coli BL21 (DE3) pLys
S codon plus transformadas con dicho pladsmido. Estas células se crecieron en 6L
de medio LB + Amp (100ug/mL) y se indujo la expresion del gen de interés con
0.5mM de IPTG toda la noche. Posteriormente se colectaron mediante
centrifugacion a 6000rpm (6441x g). Las células se resuspendieron en
amortiguador Bz" (20 mM de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) pH 7, 1mM
de EDTA y 1mM de PMSF) y se lisaron mediante sonicacién (12 veces de 30 s
intercaladas con 1min de intervalo de descanso). EI ADN se removié afiadiendo
una pizca de DNAsa y MgCl2 10 mM y se centrifugé 15min a 12,000rpm (17211x
g) para eliminar la fraccion membranal. El sobrenadante se precipité con sulfato de
amonio al 50% (314 mg/mL de muestra) y se centrifugd a 12,000rpm (17211x @)
durante 15min a 4 °C. Al sobrenadante se afiadi6 sulfato de amonio para llegar a
80 % (210mg/mL de muestra), y se repitid el proceso de centrifugacion. El
precipitado se recolecto y resuspendio en un volumen minimo de amortiguador Bz.
Se realizé una dialisis con una membrana de poro de 3kDa para eliminar el sulfato
de amonio de la muestra con un cambio de amortiguador. Una vez desalada la
muestra, se utiliz6 una columna de intercambio i6nico de sefarosa dietilaminoetil
(DEAE) (Pharmacia Biotech) de la cual se eluyo la proteina utilizando un gradiente
discontinuo de fosfato monobasico de potasio (100 a 500mM). Las fracciones se

* En este proyecto se emplea el nombre Bz para dicho amortiguador con el fin de evitar
confusiones con el amortiguador B empleado en la obtencion de PSBs
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visualizaron en un gel SDS-PAGE al 12 y 4% teiido con azul de Coomassie a
partir de este gel seleccionaron distintas fracciones que contenian la proteina de
interés y se concentran mediante filtros Amicon de poro de 3kDa. Posteriormente
se empled una columna de exclusion molecular Superdex 75 (GE Healthcare). Las
fracciones resultantes de la columna Superdex 75, se colectaron y se realizé un
gel SDS-PAGE 12 y 4% para analizarlas y seleccionarlas. Las fracciones elegidas
se concentraron utilizando filtros Amicon de 30kDa y 3kDa, se visualiz6 en un
SDS-PAGE 12 y 4% y por ultimo se realiz6 la cuantificacion de proteina por el
método de Lowry-TCA.

Purificacién de la subunidad 7 T2 D5del (-4aa) de P

denitrificans

Se purificaron 2 lotes diferentes de proteina, en ambos se utilizaron células E. coli
OrigamiB pLysS transformadas mediante choque térmico con el pldsmido pT7-7 +
(T2D5del (pldsmido de sobre expresién con la ¢ mutante). Estas células se
crecieron en medio LB + Amp, KAN, y CAM, 4L en total, y se indujo la expresiéon
de los genes de interés con 0.5mM de IPTG toda la noche. Ademas, se agrego
Rifampicina (0.25pug/mL) después de 2h de agregar el IPTG. Las células se
colectaron el dia siguiente mediante centrifugacion a 6000rpm (6441x g) y se
resuspendieron en amortiguador Bz (20mM de fosfato de potasio monobasico
(KH2PO4) (pH 7), 1mM de EDTA y 1mM de PMSF) y se lisaron mediante
sonicacion (12 veces de 30 seg intercaladas con 1min de intervalo de descanso).
El ADN se removi6 afiadiendo una pizca de DNAsa y MgCl2 10mM y se centrifugo
15min a 12,000rpm (17211x g) para eliminar la fraccion membranal. El
sobrenadante se precipitd con sulfato de amonio al 50% (314 mg/mL de muestra)
y se centrifug6 a 12,000rpm (17211x g) durante 15min a 4 °C. Al sobrenadante se
afiadio sulfato de amonio para llegar a 80% (210mg/mL de muestra), y se repitio el
proceso de centrifugacion. El precipitado se recolecté y resuspendid en
amortiguador Bz. Se realizé una dialisis con una membrana de poro de 3.5 kDa

para eliminar el sulfato de amonio de la muestra. Una vez desalada la muestra, se
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cargd en una columna de intercambio idnico de sefarosa dietilaminoetil (DEAE)
(Pharmacia Biotech) de la cual se eluyd la proteina utilizando un gradiente
discontinuo de fosfato monobasico de potasio (100 a 500mM). Las fracciones se
visualizaron en un gel SDS-PAGE al 12 y 4% tefiido con azul de Coomassie y se
seleccionaron distintas fracciones que contenian la proteina de interés. Las
fracciones se concentraron mediante filtros Amicon de poro de 3kDa. El primer lote
de proteina se pasOd una segunda vez por una columna nueva de DEAE
(posiblemente la primera columna estaba fracturada o demasiado vieja) y las
fracciones seleccionadas se concentraron y guardaron. El segundo lote sigui6 el
protocolo normal y después de la columna de intercambio iénico se empled una
columna de exclusion molecular Superdex 75 (GE Healthcare). Las fracciones
resultantes de la columna Superdex 75 se colectaron y se realiz6 un gel SDS-
PAGE al 12 y 4% para analizarlas y seleccionarlas. Las fracciones elegidas se
concentraron utilizando filtros Amicon de 30kDa y 3 kDa, se cuantificé la proteina

por Lowry-TCA y &cido bicinconinico y se visualizé en un gel SDS-PAGE.

Purificacién de la subunidad ¢ T2 R9del (-8aa) de P

denitrificans

El primer lote de proteina se obtuvo utilizando células E. coli BL21 (DE3) pLysS
coddn plus y el segundo lote con células E. coli OrigamiB pLysS. Dichas células se
transformaron mediante choque térmico con el pladsmido pT7-7 + (T2_R9del
(pldsmido de sobre expresion con la { mutante). Estas células se crecieron en
medio LB + Amp (E. coli BL21 DE3 pLysS codoén plus, 5L en total) y LB + Amp,
KAN, y CAM (OrigamiB pLysS 8L en total) y se indujo la expresion de los genes
correspondientes con 0.5mM de IPTG toda la noche. Ademas, se agregoé
Rifampicina (0.25pg/mL) después de 2h de agregar el IPTG. El dia siguiente las
células se colectaron mediante centrifugacion a 6000rpm (6441x g) y se
resuspendieron en amortiguador Bz (20mM de fosfato de potasio monobasico
(KH2PO4) (pH 7), 1mM de EDTA y 1mM de PMSF) y se lisaron mediante

sonicacion (12 veces de 30 seg intercaladas con 1min de intervalo de descanso).
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El ADN se removi6 afiadiendo una pizca de DNAsa y MgCl2 10 mM y se centrifug6
15 min a 12,000rpm (17211x g) para eliminar la fraccibn membranal. El
sobrenadante se precipitd con sulfato de amonio al 50% (314mg/mL de muestra) y
se centrifug6 a 12,000rpm (17211x g) durante 15mins a 4 °C. Al sobrenadante se
afadio sulfato de amonio para llegar a 80% (210 mg/mL de muestra), y se repitid
el proceso de centrifugacion. El precipitado se recolectd y resuspendido en
amortiguador Bz. Se realizé una dialisis con una membrana de poro de 3kDa para
eliminar el sulfato de amonio de la muestra. Una vez desalada la muestra, se
utilizé una columna de intercambio iénico de DEAE sefarosa (Pharmacia Biotech)
y se eluyo la proteina utilizando un gradiente discontinuo de fosfato monobasico
de potasio (100 a 500 mM). Las fracciones se visualizaron y seleccionaron en un
gel SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie. Las fracciones se concentran
mediante amicones de poro de 3kDa. Posteriormente se emple6 una columna de
exclusién molecular Superdex 75 (GE Healthcare) y las fracciones resultantes de
la columna Superdex 75 se colectaron y se realizdé un gel SDS-PAGE al 12 y 4%
para analizarlas y seleccionarlas. Para el primer lote de proteina se utiliz6 ademas
una columna de afinidad “Blue sepharose CL-6B” y se eluyé con 5mM de ADP.
Para el segundo lote de proteina solo se emplearon las columnas de intercambio
i6nico y exclusién molecular. Las fracciones elegidas se concentraron utilizando
amicones de 30kDa y 3kDa, se cuantifico la proteina por Lowry-TCA y &cido

bicinconinico y se visualiz6 en un gel SDS-PAGE al 12 y 4%.

Electroforesis en geles de poliacrilamida, en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Se siguio el protocolo de Schagger y VonJagow (Schagger, 2006) para preparar
los geles y llevar a cabo la electroforesis. Los geles se corrieron a voltaje de 120V
hasta 160V dependiendo de cada gel, y se prepararon al 12% (gel separador) y
4% (gel concentrador) con vidrios separadores de 0.75mm y 1mm segun fuera el

caso.
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Inmunorréplica tipo Western blot

Para realizar los experimentos de inmunorréplica tipo westerns blot, previamente
se realiz6 una electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes como se describe en el parrafo anterior, pero con marcadores
de peso molecular “Precision Plus Protein WesternC Blotting Standards ®” (Bio-
Rad) y/o “Precision Plus Protein Kaleidoscope Prestained Protein Standards ®”
(Bio-Rad). Posteriormente, el gel se incubdé en amortiguador Towbin (25mM de
Tris, 192mM de glicina, metanol al 20%, con pH=8.3) durante 30min. Mientras
tanto se cort6 una membrana de PVDF con poros de 0.22uM inmobilon P-SQ
(Milipore) con las dimensiones similares al gel SDS-PAGE. La membrana de
PVDF se incubé en metanol grado HPLC durante 15 min y posteriormente en
amortiguador Towbin 30min. Al terminar las incubaciones del gel y la membrana
de PVDF, se realiz6 una transferencia Semi-Seca utilizando el equipo “Trans-
Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell” (Bio-Rad), se siguieron las instrucciones del
fabricante y se aplicaron 12V durante 15-19min. La membrana de PVDF con las
proteinas ya unidas se incubd en agitacion suave a 4°C toda una noche en una
solucion al 5% de leche en polvo Svelty (Nestlé, Vevey, Suecia) en amortiguador
TPBS (136mM de NaCl, 2.68mM de KCI, 10mM de NazHPO4, 1.76mM de KH2POa4,
y 0.1% Tween20) con el fin de inactivar la membrana. Al dia siguiente la
membrana se enjuagé con amortiguador TPBS 3 veces y se incub6 con el
anticuerpo primario (suero inmune anti-, obtenido previamente por colegas del
laboratorio del Dr. José de Jesus Garcia Trejo, o con anticuerpo anti-subunidad 3
de la ATP sintasa) durante 2h a 4 °C en agitacion suave. El anticuerpo primario se
utilizé en una proporcién 1:60,000 anticuerpo:solucion, y se aplicé en una solucién
de leche en polvo Svelty al 2.5% en amortiguador TPBS. Al mismo tiempo se
agrego 1yl de Streptactina conjugada con HRP (peroxidasa de rabano) (Bio-Rad)
por cada 100mL de solucion. Posterior a las 2h de incubacion con el anticuerpo
primario, la membrana se enjuagd 3 veces con TPBS y se incub6 con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) durante 2h a
4°C con agitacion suave, para el caso de ¢ se utilizd un anticuerpo secundario

“anti-conejo” y para el caso de B “anti-raton”. Posteriormente la membrana se
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enjuagé con PBS (amortiguador TPBS sin Tween20) 3 veces. La membrana
enjuagada se reveld con los reactivos de revelado “Inmobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore)”, se dejé reposar 3min y se retir0 el
excedente de liquido y se capturaron imagenes a diferentes tiempos de exposicion
utilizando el equipo MICROCHEMI (DNR Bio-Imaging Systems).

Obtencién de particulas sub-bacterianas (PSBs)

La mayor parte de los experimentos con PSBs se llevaron a cabo con PSBs
carentes de subunidad {, para esto se emple6é una cepa de P. denitrificans a la
cual se le elimind con técnicas de biologia molecular el gen que codifica para
dicha subunidad (Mendoza-Hoffmann et al., 2018), estas particulas se denominan
en este trabajo como PSBs Al. Para la obtencién de PSBs, se crecieron 10L de la
cepa de P denitrificans A, en medio succinato (KH2PO4 50mM, NH4Cl 75mM,
Na.S04 11.5 mM, MgClz 1.25mM, &cido citrico 1mM, acido succinico 10g/L, a esto
se agrega 1mL/L de un stock de sales que consiste en: CaCl2 100mM, FeCl2
90mM, MnCl2 50mM, ZnCl2 25mM, CoCl2 10mM, CuClz 5mM, HsBOs 5mM,
Na2MoO4 10 mM en HCI diluido 1:1 pH final del medio= 6.2). Se utilizé kanamicina
(50pg/mL) y rifampicina (50ug/mL) y se incubaron a 37 °C, por 2 dias, con
agitacion de 180rpm. Después de 2 dias, cuando se alcanz6 una densidad Optica
de 1.5 (medida a 600nm), las células se colectaron a 6000rpm (6441x g) durante
15min. Posteriormente las células sedimentadas se lavaron con amortiguador A
(NaCl 50mM, Tris-HCI 10mM pH=7.5) y se volvieron a centrifugar con el método
anterior. La pastilla de células se guardo a -70°C, por una noche. Posteriormente
se resuspendié en aproximadamente 800mL de amortiguador B (sacarosa 0.5M,
Tris-HCI 10mM) y se afadi6 EDTA (5mM concentracién final), y lisozima
330pg/mL, para remover la pared celular y obtener esferoplastos. Se incub6 con
agitacion suave a 37°C por 3 h. Posteriormente se centrifugo a 10,000rpm (17888x
g) por 20min y la pastilla de esferoplastos se resuspendid6 en 45mL de
amortiguador C (pH=7.5, Tris-acetato 0.1M, ATP 10Mm) y se afiadieron 405mL de
amortiguador D (benzamidina 5mM y PMSF 1mM) por lo cual se tiene una

solucion hipotonica (0.01M de Tris-acetato) que provoca un choque osmotico y
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rompe la membrana celular. Se incub6 20 min con agitacion hasta homogeneizar y
se afladié DNAasa (la punta de una espatula) y MgSO4 0.6mM y se incub6 a 30 °C
hasta que se perdi6é la viscosidad. Posteriormente se centrifugdé a 12,000rpm
(17211x g) por 1h y el sedimento de membranas se resuspendiéo en 45mL de
amortiguador A+ (glicerol 10%, sacarosa 50mM, Tris-HCI 20mM, EDTA 1mM, ATP
2mM, PMSF 1mM, benzamidina 5mM y 4 tabletas de Complete (coctel de
inhibidores de proteasas)/litro). Para continuar con la obtencion de PSBs las
membranas se sonicaron en bafio de hielo 10 veces por 10s con 45s de descanso
entre cada sonicacion y se centrifugaron a 13,000rpm (20199x g) por 20min. El
sobrenadante se separd y se guardd y el sedimento se resuspendié en 45 mL de
amortiguador A+ y se procedié a sonicar y centrifugar de la misma forma. Los dos
sobrenadantes obtenidos se colectaron y se centrifugaron a 45,000rpm (144000x
g) por 1h. Por ultimo, el sedimento se resuspendié en aproximadamente 3mL de

amortiguador A+ y se guardo a -70°C.

Actividad de hidrdlisis de ATP en medio regenerante

La actividad de hidrodlisis de ATP se midié siguiendo el protocolo reportado por
Pullman (Pullman et al.,, 1960). En este método, se emplea la enzima piruvato
cinasa que toma el ADP que se forma en la hidrolisis de ATP por la ATP sintasa, y
lo emplea para formar piruvato y ATP, por lo que la concentracion de ATP
permanece constante por un tiempo determinado. A su vez, se emplea la enzima
lactato deshidrogenasa para tomar el piruvato y producir lactato, lo cual conlleva la
oxidacion del NADH, que se puede seguir espectrofotométricamente midiendo la
absorbancia a 340nm. Por lo tanto, mientras el sistema se mantenga en estado
estacionario la cantidad de ATP hidrolizado es directamente proporcional a la
cantidad de NADH que se consume. La mezcla de reaccion estd formada por:
Sacarosa 250mM, Tris-acetato 50mM, Mg-acetato 3mM, K-acetato 30mM,
fosfoenolpiruvato 1.5mM, ATP 3mM, NADH ~200uM, piruvato cinasa 4 unidades,
lactato deshidrogenasa 4 unidades, pH=8.0. Opcionalmente y segun cada
experimento, se agregd oxido de laurildimetilamina (LDAO) 0.15%, rotenona 1-2

pMg/mL, KCN 5mM, y en algunas mediciones se utilizé sulfito 1.5mM. Las PSBs
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(50ug) se pre-incubaron a temperatura ambiente por 30min, con diferentes
concentraciones de subunidad C silvestre o ¢ mutante, en 50ul amortiguador de
reconstitucion (sacarosa 250mM, Tris 20mM) al cual se agregé 1mM de ATP. Al
término de la pre-incubacion la reaccion se inicio al agregar los 50ul de PSBs a
950ul de mezcla de reaccién en una celda de plastico desechable. La absorbancia
del NADH a 340nm se siguié en el espectrofotdmetro UV/Vis 8453 Agilent. El
software del equipo calcula la pendiente automaticamente y la velocidad de la
reaccion se reporta en unidades de absorbancia por min (AU/min). La actividad
especifica de hidrdlisis de ATP en unidades de pmol/min*mg se calculdé de la

siguiente manera:

Abs = el1]]

[ _4bs 1

min min &l

Actividad e (Abs 1 ><ml reaccién)( 1 )
ctividad especifica = p———— T g Proteina

pmol (Abs lumolcm 1 ><1ml)( 1 )

Actividad fi = m
ctividad especifica minmg min  6.22ml cm/\ 1 0.05mg

¢ = coeficiente de extincion molar del NADH a 340 nm = 6.22umol cm ml™!
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PSBs & PK: piruvato cinasa
. LDH: Lactato deshidrogenasa
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Resultados

La mutagénesis de la subunidad T se consiguié mediante
PCR

Para llevar a cabo las mutaciones deseadas se llevaron a cabo varias reacciones
de PCR con los desoxioligonucleotidos adecuados para eliminar ya sea 12 o 24
pares de bases después del codon de inicio del gen de la subunidad (. Se
probaron diversas temperaturas de alineamiento para encontrar las condiciones
ideales de amplificacion de cada mutante y los resultados se visualizaron en geles
de agarosa al 1.5%, tefiidos con bromuro de etidio (ver figuras 19 y 20). En el caso
de la mutacién (T2_D5del (-4aa) la temperatura Optima para la amplificacién fue
de 68°C.

PCR {T2_D5del (-4aa)

a) Mp  66°C68°C69°C MP b)
- ' e
95°C 95°C
500pb | W 400pb
.. P
e
250pb | W% »  200pb
- 100pb

Fig. 19 Amplificacion exitosa del gen de la subunidad { T2_D5del (-4aa)

a) Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio, en donde se observan los productos de
amplificacién de la mutante ZT2 _D5del a diferentes temperaturas, se selecciond la
amplificacién a 68°C. b) Condiciones del termociclador para realizar el PCR.
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PCR {T2_R9del (-8aa)

b) C)
MP (pb) {T2_R9del 7T2_R9del MP (pb)

700 x1
600
soo

400 95°C 95°C
300

a)

200

100

Primer PCR PCR del PCR

Fig. 20 Amplificacion exitosa del gen de la subunidad { T2_R9del (-8aa)

a) Yy b) Geles de agarosa al 1.5% teflido con bromuro de etidio, en donde se observan los
productos de amplificacién de la mutante ZT2_R9del. Los rectangulos azules indican el
fragmento de interés, en b) se muestra el producto de amplificaciéon ya purificado que fue el
resultado de una segunda PCR utilizando como molde el fragmento recortado del gel anterior.
c¢) Condiciones del termociclador para realizar las PCRs.

Gracias a los resultados obtenidos a partir de las primeras 2 mutantes ((T2_D5del
(-4aa) y (T2_R9del (-8aa)) no fue necesario realizar la tercera mutante planificada
(CT2_A13del (-12aa)) por lo cual no se llevé a cabo PCR, ni la subsiguiente
clonacion y purificacion de dicha mutante. Esto se ahonda en la seccion de

discusion.

Clonacién a pJET1.2/Blunt (plasmido de mantenimiento) y
pT7-7 (plasmido de sobre expresién)

Los productos de amplificacién se purificaron a partir de un gel de agarosa y se
ligaron primero al vector de mantenimiento pJET1.2/Blunt y posteriormente al
vector de sobre expresion pT7- 7. EI ADN plasmidico de las colonias
transformantes se analizé utilizando enzimas de restriccion para verificar la
presencia del inserto y plasmido. El pJET es un plasmido de mantenimiento que
nos permitid conservar las construcciones de la { mutante para futuros proyectos.
Para subclonar desde pJET1.2/Blunt a pT7-7, el pJET + inserto se digirid con las
enzimas de restriccion Ndel y Hindlll, a su vez el pT7-7 vacio se digiri6 con las
mismas enzimas. Posteriormente se ligaron el inserto y el pT7-7 para lograr tener

un plasmido de sobreexpresion con el gen de ¢ mutante. (Ver figuras 21-24)
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Clonacién de {T2_D5del (-4aa) a pJET y pT7-7

pJET + {T2_D5del pJET + {T2_D5del
+Bglll +Ndel +Hindlll
| MPMP (pb)  (pb) MP + MP(pb) ot o

3000

Bglll (299)
 BlII (32¢)

3000

- HindIIX (s65)

o

~550pb &
“— §§ <
500 PIET +272_Dsdel L
i
250
500
~350pb
b
250
a) b)

Fig. 21 Clonacion de {T2_D5del (-4aa) a pJET

a) Yy b) Geles de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio, en donde se observa el resultado
de la digestion del ADN plasmidico de una de las colonias transformantes con diferentes enzimas de
restricciéon. Las flechas azules sefialan el inserto esperado, en a) se cortd con Bglll y se esperaba un
inserto de aproximadamente 350pb y en b) se cortd Ndel y Hindlll y se esperaba un inserto de
550pb. c) Mapa del plasmido pJET + {T2_D5del.

# de colonia Colonia # 7
(corte con Ndel + Hindlll) sin Ndel+ Ndel+
cortar MP BamHI Xbal Hindill Bell

Ndel ()

3 45 67 8 91011 MP

1 (299)
BamHI (307)
(2648) Bglll - BglIl (324)

3000pb

2000pb

HindIIx (ses)

1000pb pT7-7 + 2T2_DSdel
2934 b5

750pb

750pb
500pb

500pb
00Pb 5 50pb

Inserto esperado: 563pb

a) b) Inserto esperado: 305pb 375pb 563pb 646pby c)
671pb

Fig. 22 Clonacion de {T2_D5del (-4aa) a pT7-7

a) Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio, en donde se observa el resultado de la
digestién del ADN plasmidico de diferentes colonias transformantes con Ndel y Hindlll. Solo en la
colonia 7 se observd inserto. b) Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio donde se
aprecia el resultado del analisis de restriccion de la colonia 7 con diversas en enzimas de restriccion.
Todos los fragmentos corresponden a lo esperado c) Mapa del plasmido pT7-7 + {T2_D5del.
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Clonacion de {T2_R9del (-8aa) a pJETy pT7-7

# de colonia Colonia #6

(corte con Bglll) (corte con Ndel +Hindlll)
1 23 4 5 6 MP(pb) (pb) Mp

(0) Bgllt Ndel (36)

MP

Bglll (321)
BIII (352)

HindIII (593)

10w

PIET + 2T2_R9del
3280 bp

C4P binding S 4 g\

S
s
S,

600

~550pb
500

b) <

Fig. 23. Clonacion de {T2_R9del (-8aa) a pJET

a) y b) Geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio. En a) se observa el resultado de
la digestidn del ADN plasmidico de diferentes colonias transformantes con Bglll, todas las colonias
excepto la 4 muestran el inserto esperado (~350pb). b) ADN plasmidico de la colonia #6 cortado

con Ndel y Hindlll, se observa un fragmento del tamafio esperado(~550pb). c) Mapa del plasmido
pJET +{T2_R9del.

# de colonia
(corte con Ndel + Hindlll)
(pb) Mp 1 2 3 4

Bglll (265)

(2640) BQIIl Balll (316)

HindIII (s57)

PT7-7 +2T2_R9del
2088 bp.

b)

Inserto esperado: 557pb

Fig. 24 Clonacién de {T2_R9del (-8aa) a pT7-7

a) Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio, en donde se observa el resultado de la
digestién del ADN plasmidico de diferentes colonias transformantes con Ndel y Hindlll. Solo en la
colonia 2 se observd un fragmento del tamafio esperado. b) Mapa del plasmido pT7-7 +{T2_R9del.
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La presencia de las mutaciones deseadas se confirmé por
secuenciacion

Con el fin de asegurar que las construcciones de la subunidad { mutantes fueran
idénticas en secuencia a lo que se esperaba, el ADN plasmidico se envié a
secuenciar a la unidad de biologia molecular en el Instituto de Fisiologia Celular,
en Ciudad Universitaria. Para las muestras enviadas se utiliz6 secuenciacion
capilar y se empleod el desoxioligonucleétido genérico para el promotor T7, el cual
se encuentra rio abajo del inserto en ambos plasmidos. Ambas secuencias
resultaron ser correctas en el 100% de su identidad con respecto a lo planeado.
(Figuras 25y 26).

I.  Secuenciacion de {T2_D5del (-4aa)

Secuencia recibida, en color azul la seccion que corresponde al gen de {T2_D5del

NNNNNNNCGGAtGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATCATATGGACCGCGAGCGCGCGCATGAGGCGAAATTCGCCCATGATGC
GGAACTGAACTTCAAGGCCGAGGCGCGGCGCAATCGCCTGCTGGGCGAATGGGCGGCCGGCCTGCTGGGCAAGACGGGCGA
CGATGCCCGCGCCTATGCGCTGACCGTGGTCACCTCGGATTTCGACGAGCCGGGCGACGAGGACGTGTTCCGCAAGCTGGC
GGCCGACCTGGAAGGCAAGGCCGACGAGGAAACCATCCGCGCCAAGATGGTCGAGCTGCGCGCCACCGCGCGCGAACAGAT
CATCAGCGAGATCTGAGGATCCATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCT
TTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTA
GGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTA
TTCTGCATTTTTTTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAA
GAAAGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATG
TTTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTATTATCCGCTCATAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAA
AGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCAATTGCTTTCCAGTCGGGAAACCT
GTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGC
TCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGNNNCNNGCGGNNTCANNNCACTTCAAAGGCGGTAANAACGNNNNN

Alineamiento de la secuencia recibida contra la secuencia

Score Expect Identities Gaps Strand

555 bits(300) 26-153 300/300(100%) 0/300(0%) Plus/Plus

Query 4 GCGCGCGCATGAGGCGAMTTCGCCCATGATGCGGAACTGAACTTCAAGGCC 63 Fig. 25 La secuencia de
) ||HHHIIIHIIIHIIIHIIIHIIIHIIIHIIIHIHHIIHHHIIII ADN de la subunidad

Sbjct 29151 CGAGCGCGCGCATGAGGCGAAATTCGCCCATGATGCGGAACTGAACTTCAAGGCC 29210

{T2_D5del es correcta
Query 64 GAGGCGCGGCGCAATCGCCTGCTGGGCGAATGGGCGECCAGCCTGCTGGGCAAGACGGGC 123 .,
s Comparacion de la

Sbjet 29211 GAGGCGCGGCGCAATCGCCTGCTGGGCGAATGGGCGGCCGGCCTGCTGGGCAAGACGGGE 29270

secuencia recibida
Query 124 TGACCGTGGTCACCTCGGATTTCGACGAGCCGGGCGAC 183 contra |a secuencia
Iy . o e
Query 184 CGGCCGACCTGGAAGGCAAGGCCGACGAGGARACCATC 243 \f/ herramienta BLAST del
Shict 291 T NCBI, todas las bases
Query 244 CGCGCCAAGATGGTCGAGCTGCGCGCCACCGCGCGCGAACAGATCATCAGCGAGATCTGA 303 coinciden con |O

) CLCEEEECEE TP EL LT esperado ‘
Sbjct 29391 CGCGCCAAGATGGTCGAGCTGCGCECCACCGCGCGCGAACAGATCATCAGCGAGATCTGA 29450 P .



Il.  Secuenciacion de {T2_R9del (-8AA)

Secuencia recibida, en color azul la seccidén que corresponde al gen de {T2_R9del

NNNNNANNNtcNgNAEtNNTTTTGTTTACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCGCATGAGGCGAAATTCGCCC
ATGATGCGGAACTGAACTTCAAGGCCGAGGCGCGGCGCAATCGCCTGCTGGGCGAATGGGCGGCCGGCCTGLT
GGGCAAGACGGGCGACGATGCCCGCGCCTATGCGCTGACCGTGGTCACCTCGGATTTCGACGAGCCGGGCGAC
GAGGACGTGTTCCGCAAGCTGGCGGCCGACCTGGAAGGCAAGGCCGACGAGGAAACCATCCGCGCCAAGATGG
TCGAGCTGCGCGCCACCGCGCGCGAACAGATCATCAGCGAGATCTGAGAGCTCGGTACCATCTTTCTAGAAGA
TCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTA
TATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGG
CAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTT
TTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGAATTAAATCAATCTAAAGTATA
TATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTC
GTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAG
TGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGG
GCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCagCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAG
AGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCAATTGCTACAGGCATCGNNNGTCACGCCTC
GTCGTTTGGNAATGGGCTTCNTTCAGCNNN

Alineamiento de la secuencia recibida contra la secuencia esperada

Expect Identities Gaps Strand

;38 bits(291) Ge-158 291/291(100%) 0/291(0%) Plus/Plus Flg 26 La secuencia de

ADN de la subunidad
{T2_R9del es correcta
Comparacién de la

Query

Sbjet 1

Query 61 120
oo ... secuencia recibida
sbjct 61 120 .
e e e 55 .. contra la secuencia
Query 121 uGCuCLTA.G;GUAu uuuTuq.uACuAuGSAALTLUALGA'_LGJG,CAuuAGGA‘ GTG 180
I R R N R R RN RN RN NN E Y tedrica. Se utilizd la
Sbjct 121 ‘Gh::CTATS'GCTCAL~GTCGMLR::TVGQAMTTLbMPwAJ P”waGhyuR”GAuaT\ 180 .
: ~ herramienta BLAST
Query 181 TTCCGCAAGCTGG CCGACCTGGAAGGCAA CGACGAGGAAACCATI( GCCARAG 240
EECRRREEERE e e e e e e e todas las bases
Sbjct 181 TTCCGCAAGCTGG CCGACCTGGAAGGCAAGGCCGACGAGGAAACCATCCGCGCCAAG 240 .
coinciden con lo

Query 241 ATGGTCGAGCTGCGCGCCACCGCGCGCGAACAGATCATCAGCGAGATCTGA 291

I R RN Y esperado.
Sbjct 241 ATGGTCGAGCTGCGCGCCACCGCGCGCGAACAGATCATCAGCGAGATCTGA 291
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Purificacion de la subunidad T silvestre y mutantes

Subunidad T silvestre de P. denitrificans

Para purificar esta proteina se empleo el plasmido pT7-7 + C silvestre construido
previamente en el laboratorio del Dr. Garcia Trejo, el cual se transformé en células
E. coli BL21 DES3 pLysS codon plus. La proteina se sobre expresé y purific6 como
se detalla en la seccién de Materiales y Métodos (columna de intercambio i6nico,
seguida de exclusion molecular y filtros Amicon), como se aprecia en la figura 27.
Al finalizar el proceso de purificacién se realizé una cuantificacién por el método

de Lowry-TCA y se estimo la concentracion de la proteina pura en 1.92ug/pl.

kDa MP Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B10 B11 B12 (1 c2 c9 c10
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1800 e >30kDa MP kDa ¢ MP (pb)
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Fig. 27 Purificacion de la subunidad T silvestre de P. denitrificans

a) Fracciones obtenidas después de la segunda columna, Superdex75 (exclusion molecular). La
barra roja en la parte inferior indica las fracciones seleccionadas. b) Cromatograma de las fracciones
de la columna de exclusion molecular, en la parte superior de cada sefial se indica el nimero de
fraccion que corresponde al gel en el inciso a). c) parte final de la purificacién, posterior a la
superdex75 se emplearon filtros Amicon para terminar de limpiar la proteina. Se muestra lo
retenido arriba de 30KDa y la subunidad C limpia (que corresponde a el filtrado del Amicon de
30kDa y posteriormente lo retenido en el filtro de 10KDa.

72



Purificacion de la subunidad T2_D5del (-4aa)

Para la purificacion de la subunidad ¢ T2_D5del (-4aa) se utilizé el plasmido pT7-7
+(T2_Db5del, previamente descrito, y se transformd en células E. coli BL21 DE3
pLysS codon plus (primer lote) y OrigamiB pLysS (segundo lote). Se purificaron
dos lotes diferentes de proteina, el primer lote del 19 de septiembre del 2021 y el
segundo lote el 15 de noviembre del 2021. En el primer lote purificado las
fracciones obtenidas de la columna de intercambio iOnico no tuvieron una buena
separacion por lo que se decidid seleccionar ciertas fracciones y emplear otra
columna recién empacada con resina DEAE nueva. Posterior a este paso se
obtuvieron fracciones relativamente limpias y se decidié omitir la columna de
exclusién molecular. Para el segundo lote de purificacion se siguioé el protocolo
estandar, es decir precipitacion con sulfato de amonio, seguido de una columna de
intercambio i6nico (DEAE), columna de exclusién molecular (Superdex 75) y por
altimo filtros Amicon de 30KDa y 10KDa, figuras 28 y 29.

[KH2POs) mM Vol de cada fx  # de fx

100 4 ml 1,234
Columna de 120 4 ml 5,6,7,8,
intercambio iénico 170 4 ml 9,10,11,12
(DEAE) 220 4 ml 13,14,15,16
320 4 ml 17,18,19,20
b) 520 10 ml 21,22
c) Lavados # de fraccion
[KH2POa] —» 20mM 100mM 120mM 170mM 220mM 320mM &VI

MP A B C L1 12 131 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 MP

-~ ';—"-_ET? - -
! ,,,QM.,,_ Es==So-=gE=T¥

- . - - - - — - —_—

- B T Rl B B W -25KDa
Py & : s - - - : -

- ‘ -15KDa
B Ba 2 —— - ¢

W -10KDa

A: PP posterior a dialisis Fx seleccionadas
B: Ingreso a columna DEAE
C: Volumen muerto

Fig. 28 Perfil de elucidn resultante de la columna DEAE

a) Columna de intercambio iénico utilizada en el laboratorio. b) Tabla en donde se muestra los
incrementos en la concentracion de sal para eluir la proteina de la columna, las fracciones
seleccionadas estan en color rojo. Geles SDS-PAGE con las fracciones eluidas de la columna, en
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color rojo se enfatizan las fracciones seleccionadas. La subunidad T T2-D5del tiene un peso de
11.2KDa. Se unieron 4 geles para la figura.

Se muestra el proceso detallado de purificacién para el caso del segundo lote de
proteina, y en la figura 29 se aprecia el resultado final con la subunidad  pura en
ambos lotes de purificacion. Posterior a la dialisis se observé un precipitado que
se removié con centrifugacion y se analizé en los geles SDS-PAGE (figura 29,
inciso ¢, muestra A) este precipitado se formé con una proteina de
aproximadamente 20KDa y no afect6 el proceso de purificacion de la subunidad
T2_D5del.

# de fraccidn

(KDa) mpP A 13 18 19 20 21 22 23 24 25
- - —
I — — o
. ’ -
— &
< - —— =
-
20- - - .
15- - =
7 A —
10- -
a)
A: Ingreso la columna Superdex 75 Fx seleccionadas
{T2_D5del T MP {T2_D5del T MP (pb)
] 13-17
. 18-20
-25KDa -25KDa
21-25 -
-15KDa -15KDa
- — ¢
-10KDa -10KDa
b) . . ¢) 1" purificacién 2° purificacion

Fig. 29 Perfil de elucién resultante de la columna Superdex 75

Las fracciones seleccionadas de la columna DEAE se unieron y concentraron y se aplicaron a la
columna de exclusién molecular Superdex 75. a) geles SDS-PAGE con diferentes fracciones de
obtenidas de la Superdex 75, el color del nimero de fraccién indica el pico en el cromatograma en
gue se obtuvo dicha fraccion. La subunidad {T2_D5 eluyd en las fracciones 21-25 (color rojo). b)
Cromatograma de la Superdex 75 se obtuvieron 3 picos principales. C)Resultado final de la
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purificacion, posterior a la Superdex 75 se emplearon filtros Amicon de 30KDa y 10KDa para
concentrar y limpiar la proteina y el resultado se muestra en los geles SDS-PAGE. Se muestra el
resultado del primer y segundo lote de purificacion.

Purificacion de la subunidad T2_R9del (-8aa)

Para purificar esta subunidad se emple6 el plasmido pT7-7 +{T2_R9del,
previamente descrito. Al igual que en la purificaciéon de la subunidad {T2_D5del,
se purificaron dos lotes diferentes de proteina, el primero se realizd el 19 de
septiembre del 2019 y el segundo lote el dia 01 de diciembre del 2020. EIl
plasmido se transformé mediante choque térmico a células competentes E. coli
BL21 DE3 pLysS codon plus (primer lote) y OrigamiB pLysS (segundo lote). Ver
figura 30.

1 (pb) MP A B

A: células sin inducir s

(pb) MP A B
YA Ingreso a la DEAE

B: células inducidas B: PP después de didlisis

p—
| —

C: células inducidas + Rif

D: PP después de sonicar E

E: SN después de sonicar

F: PP al 50% de (NH4)2504 25 - =

G: SN al 50% de (NH4)2504 — i

H: PP al 80% de (NH4)2504 15-| .-

I: SN al 80% de (NH4)2504
o

410‘ -

[KH,PO] mM Vol de cada fx # de fx

100 4ml 1,2,3,4
| Columnade 120 4ml 5,6,7,8,
¥ | intercambio i6nico 170 4 ml 9,10,11,12
(DEAE) 220 4ml 13,14,15,16
320 4ml 17,18,19,20
c) d) 520 10 ml 21,22
Lavados # de fraccidn
20mM 100mM 120mM 170mM 220mM 320mM 52M <«—[KH2PO4]
ALl 12 13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 MP (ph)
— — | W— — — — S, p— — N -
D o— i p— p— — C B R A s dl .
= E@EEC=E__ = BPgESs- - -
- ig=R ’ v — : -
- e - -2 v R e — b W% |-25KDa
: s -— — -
% -15KDa
— — ¢
S o - --— e % -10KDa
—
e) a e ettt
A: volumen muerto Fxseleccionadas

Fig. 30 Proceso de purificacion de {T2_R9del
a) y b) Geles SDS-PAGE con diferentes partes del proceso de purificacion. ¢) Columna de
intercambio iénico utilizada en el laboratorio. d) Tabla en donde se muestra los incrementos en la
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concentracion de sal para eluir la proteina de la columna, las fracciones seleccionadas estan en
color rojo. e) Geles SDS-PAGE con las fracciones eluidas de la columna DEAE, en color rojo se
enfatizan las fracciones seleccionadas. La subunidad { T2-R9del tiene un peso de 10.65KDa.

Se siguié el protocolo estandar de purificacion (precipitacion con sulfato de
amonio, seguido de una columna de intercambio i6énico (DEAE), columna de
exclusion molecular (Superdex 75) y por ultimo filtros Amicon de 30kDa y 10kDa
(Figura 31), la unica diferencia fue que para el primer lote fue necesario un ultimo

paso que consistio en una columna de afinidad (Blue sepharose CL-6B).

(pb) MP A (pb) 25 26 30 MP
X =
- X
- —

- -
e - -5
- - -
- - 15
15- — — _<
~ w' - -10
& 10-
a) ls\l:”i)negr:‘ees)gas la b) Fx seleccionadas
|
- (pb) MP {T2_R9del MP {T2_R9del
-
—
15-18 —
‘ \ 19-22 -
25- — -
-
30
J 15- -
& 10- e -
<) 5 7 2 I O d) Primer lote Segundo lote

Fig. 31 Resultado de la columna Superdex 75

a), b) y d) Geles SDS-PAGE con el proceso de purificacién. En a) se muestra el ingreso a la columna
de exclusion molecular. En b) se observan diferentes fracciones obtenidas al eluir la proteina. c)
Cromatograma de la elucion. En cada sefial se indican las fracciones correspondientes en color a al
inciso b. d) Resultado final de la purificacion de {T2_R9del (-8aa). Se muestran los resultados de
ambos lotes de purificacion, la subunidad {T2_R9del tiene un peso de 10.65KDa.
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En este caso también aparecié un precipitado posterior a la didlisis, tratAndose de
una proteina que no era de interés. Se emple6 el mismo protocolo descrito en la
figura 28 inciso b. Se muestra el proceso detallado del segundo lote de
purificacion, y el resultado final con las subunidades ¢T2_R9del puras (primer y

segundo lotes).

Las particulas sub-bacterianas (PSBs) obtenidas presentan
una actividad de 0.53umol min-! mg-*

A partir de 10L de células de la cepa P. denitrificans Al se prepararon PSBs
siguiendo el protocolo que se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Las
alicuotas se guardaron a -70°C y se cuantificé la cantidad de proteina en las PSBs
dando un total de 72ug/uL. Ademas, se evalué la actividad de hidrélisis de ATP en

las PSBs dando una actividad “especifica” de 0.53umol min-*mg.

La presencia o ausencia de la subunidad 7 en PSBs
silvestres y PSBs AT se confirma mediante ensayos de
inmunorréplica tipo Western blot

Para confirmar la identidad de las proteinas purificadas, ademas de revisar la
ausencia de ¢ (en PSBs AQ) y presencia de ¢ (en PSBs silvestre previamente

obtenidas en el laboratorio) se empleé la técnica de Western Blot.

Los resultados de las inmunorréplicas tipo Western blot (Figura 32 y 33) permiten
asegurar que las proteinas purificadas (¢, {T2_D5del y {T2_R9del) son en efecto
la subunidad {. Las subunidades mutantes muestran un peso molecular
ligeramente menor comparado con la subunidad { silvestre, lo cual coincide
perfectamente con lo esperado. Ademas, se confirmé la ausencia de subunidad
en las PSBs AC y la presencia de C en las PSBs silvestres que en este caso se
emplearon como control positivo (Figura 34). En las PSBs se empled también un
anticuerpo contra la subunidad B de la ATP sintasa para confirmar que

efectivamente las PSBs tuvieran presencia del complejo V.
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¢
z TZ D5de| T2_D5de| Wwild Type

{Wild Type

-20KDa
-20KDa

-10KDa -10KDa

b)

Primer lote Segundo lote

a)

Fig. 32 ldentificacién de la subunidad { T2_D5del (-4aa) por ensayos de inmunorréplica tipo
Western Blot

a) Se observa la deteccién de la subunidad T silvestre (primeros dos carriles) y la deteccion de la
subunidad T2_D5del purificada en el primer lote (siguientes tres carriles). b) Se observa la
deteccién de la subunidad {T2_D5del purificada en el segundo lote (segundo carril) y la deteccién
de la subunidad Csilvestre (tercer carril). La subunidad {T2_D5del tiene un peso de 11.2KDa.

¢ ¢ ¢
MP T2_R9del MP T2_R9del  WildType MP

-20KDa
20KDa-
-10KDa
10KDa-
a) b)
Primer lote Segundo lote

Fig. 33 Identificaciéon de la subunidad T T2_R9del (-8aa) por ensayos de inmunorréplica tipo
Western Blot

a) Se observa la deteccién de la subunidad {T2_R9del purificada en el primer lote. b) Se observa la
deteccidon de la subunidad TT2_D5del purificada en el segundo lote (segundo y tercer carril) y la
deteccién de la subunidad T silvestre (cuarto carril). La subunidad {T2_R9del tiene un peso de
10.65KDa.
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PSBs
A7 Wild Type

Fig. 34 La subunidad T silvestre esta ausente en PSBs Al

S s B Se muestra la deteccion de la subunidad By la subunidad ¢
en particulas sub bacterianas silvestre y particulas sub
bacterianas AL El tercer carril corresponde a las PSBs AZ en
donde se observa subunidad B, pero no subunidad T. El
cuarto carril corresponde a PSBs silvestre donde se observan
tanto B, como T La subunidad [ tiene un peso de 50.34kDay
la subunidad C tiene un peso de 11.7KDa.

25KDa-
20KDa-

10KDa-

La subunidad t inhibe la actividad de hidrolisis de ATP en
PSBs AT con una ICsyde 0.89 uM

Los ensayos de actividad de hidrdlisis de ATP se realizaron con un método
acoplado a las enzimas lactato deshidrogenasa y piruvato cinasa, como se
describe con mas detalle en la seccién de Materiales y Métodos. La actividad se
midié en particulas sub-bacterianas carentes de subunidad ¢ (PSBs AQ) y de la
subunidad C silvestre y subunidad { mutantes se pre-incubaron con las PSBs
30min antes de iniciar la reaccion, esto en presencia de una concentracion
relativamente baja de MgATP (1mM).

Para conocer la concentracion inhibitoria 50 (ICs0) de la subunidad  silvestre, se
realizd una curva de titulacion a la cual se agregaron concentraciones crecientes
de subunidad C silvestre, y se registré su actividad de hidrélisis de ATP. Los datos
de la curva se ajustaron a un modelo de inhibicibn no competitiva utilizando el
software OriginPro 2019 (Figura 35). La ICso calculada para la ¢ en PSBs AC fue de
0.894 uM.
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Reduced Residual Sum R-Square Adj. R-S

0.5 Nonco  0.00292 0.04677 0.87279 0.84894

1C5y: 0.894
0.4 4 Error std: 0.518

Actividad especifca en PSBs A (M/(min*mg))

[z wild type] (uM)

Fig. 35 La subunidad Zsilvestre inhibe la actividad de hidrdlisis de ATP en PSBs AT
c) Curva de titulacién de la subunidad T silvestre en PSBs A, los puntos representan el promedio de
un triplicado. La actividad se midié segun se describe en la seccidon de Materiales y Métodos.

Las deleciones de los aminoacidos 2-5 y 2-9 en la
subunidad ¢ generan una pérdida de la funcion inhibitoria
de dicha subunidad

Posteriormente se realizaron ensayos con las subunidades mutantes (T2_D5del (-
4aa) y (T2_R9del (-8aa), con el fin de conocer si éstas conservaban su capacidad
inhibitoria. ElI resumen de los ensayos se muestra en la figura 36,
correspondientes a mediciones realizadas con los segundos lotes de proteina
purificados, y en condiciones estandar descritas en la seccion de materiales y

metodos.

A partir de estos experimentos se puede observar que ambas mutantes, tanto la
sin los primeros cuatro aminoécidos ({T2_D5del) como la ¢ sin los primeros ocho
aminoécidos (¢T2_R9del), carecen de actividad como inhibidor de la ATPasa de P.
denitrificans. Por lo tanto los primeros cuatro aminoacidos son esenciales para la

funcion de la subunidad C silvestre.
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Fig. 36 Las deleciones de cuatro (CT2_D5del) y ocho (y T T2_R9del) aminoécidos en el extremo
amino de la subunidad  resultan en una pérdida de su capacidad inhibitoria

En cuadrados negros se observa el porcentaje de inhibicion por la subunidad T silvestre, en
tridangulos azules el porcentaje de inhibicion por la {T2_D5del (-4aa), y en triangulos rojos por la C
T2 _R9del (-8aa). Los puntos corresponden a un promedio ponderado de 3 experimentos. Las
subunidades { mutantes no tiene actividad como inhibidor de la ATPasa.

Ademas, se llevaron a cabo ensayos con concentraciones mas elevadas de
subunidad ¢ (tanto silvestre como mutantes), estos experimentos se muestran en
la figura 37. En dichos experimentos se emplearon 20ug de C por celda lo cual
equivale a una concentracion de 34.28uM (C silvestre), 35.07uM ({T2_D5del) y
37.57uM (CT2_R9del), aproximadamente 40 veces la ICs0. A pesar de esto no se

observo inhibicion por alguna subunidad ¢ mutante.
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Ensayos de actividad con un exceso de T (~35uM)
120 +
100 +

80

60
10 +
20 ‘
0
PSBssin T PSBs+ {w.t. PSBs + C PSBs + C
T2_D5del T2_R9del

% de Actividad de ATPasa

Fig. 37 La pérdida de la funcidon de las subunidades mutantes se observa aln con altas
concentraciones (35uM) de subunidades mutantes

Ensayos de actividad de ATPasa donde se empled un total de 20 pg de subunidad g, tanto silvestre
como mutante, en la pre-incubacién. Esto corresponde aproximadamente a emplear 35uM de
subunidad C aproximadamente 35 veces el ICso. A pesar de esto ninguna de las mutantes inhibid la
actividad de ATPasa mientras que la subunidad T silvestre inhibio dicha actividad casi por completo
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Discusion

De los objetivos planteados inicialmente, los cuales hacian referencia a la
construccion de tres mutaciones secuenciales en la subunidad ¢, se comenzd con
la construccidon de la mutante {T2_R9del y posterior purificacion, la cual consiste
en la delecion de los aminoacidos 2 al 9 en el extremo amino terminal de . De
esta forma 8 aminoacidos en la region inicial de { se eliminaron, lo cual
corresponde aproximadamente a eliminar 2 vueltas de a-hélice en la proteina. El
comenzar a realizar las pruebas de actividad con esta subunidad { mutante nos
permitié prescindir de realizar la Gltima mutacién planeada, ya que se observé que
la subunidad ¢ sin 8 aminoacidos en su extremo amino, {T2_R9del, perdi6 su
funcién inhibitoria, y por lo tanto se previo que la mutante a la cual se le planeaba
eliminar 12 aminoacidos (es decir 4 mas que la anterior), también seria una
subunidad carente de actividad. Por esta razon, la mutante {T2_12del no se clono

ni purificd. Un modelo de las mutaciones realizadas se muestra en la figura 38.

a) Subunidad ¢ silvestre b) Subunidad  T2_Db5del (-4aa) c) Subunidad ¢ T2_R9del (-8aa)

Secuencia de los primeros aminoacidos: Secuencia de los primeros aminodcidos: x Secuencia de los primeros aminodcidos: x

TTFD TTFDDRERA

Fig. 38 Estructura de la subunidad {y las mutaciones realizadas

Se muestra un esquema de la subunidad  silvestre en el inciso a) y las dos mutantes realizadas en
este proyecto, incisos b) y c). Ambas mutantes evaluadas perdieron la funcion inhibitoria y la Ultima
fue innecesaria. En color verde la subunidad , las mutaciones los aminoacidos eliminados en cada
mutante se muestran de color gris. En amarillo los residuos de la subunidad Bor, amarillo oscuro Bre,
azuly, y rojo a. Una amplificacion de estos modelos se encuentra en el anexo VI.

Una vez realizadas las mutaciones y su clonacién a los plasmidos pJET y pT7-7,
estos plasmidos se analizaron mediante un ensayo con enzimas de restriccion y

con esto se comprobo que el inserto es reconocido por las enzimas de restriccion
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y que presenta el tamafio adecuado. Sin embargo, con el fin de asegurarse que la
construccion fuera exactamente la esperada el ADN plasmidico se envié a
secuenciar y los resultados confirmaron que las mutaciones eran las esperadas. El
corroborar que todos los pares de bases de la secuencia son correctos es de vital
importancia en proyectos como el presente, en el cual la proteina a evaluar

contiene mutaciones deliberadas que deben ser absolutamente precisas.

Una vez concluida la seccion del proyecto correspondiente a las técnicas de
biologia molecular, se procedié a purificar las proteinas mutantes, (T2 D5del y
(T2_RO9del. Estas purificaciones se realizaron por duplicado (primer lote y segundo
lote en cada caso), lo cual nos permite aseverar con mayor solidez las
conclusiones obtenidas de los experimentos posteriores. Como es imprescindible

realizar controles con la subunidad  silvestre, también se purifico esta proteina.

Con la finalidad de realizar los ensayos de actividad de ATPasa (ensayos de
actividad hidrolitica en donde se reconstituyen las subunidades { mutantes en este
caso particular), se obtuvieron particulas sub-bacterianas (PSBs) a partir de
membranas de P. denitrificans. En este procedimiento las membranas se rompen
y se vuelven a unir, formando muy pequefias vesiculas invertidas selladas las
cuales conservan los componentes presentes en las membranas originales, entre
estos las proteinas membranales, particularmente para este proyecto son de
crucial importancia la presencia de los complejos respiratorios y la ATP sintasa
con su estructura membranal nativa. Este sistema aporta varias ventajas
experimentales: ya que la orientaciébn de las membranas se encuentra invertida,
los sitios cataliticos de la ATP sintasa y otras proteinas membranales se
encuentran expuestos al medio, y por lo tanto habilitados para reaccionar sin
necesidad de ser transportadas a través de la membrana. Ademas, permite, en
caso de que se requiera, la medicién de la sintesis de ATP y/o el potencial de
membrana, ya que la sintesis de ATP es una reaccion acoplada a la translocacion
de protones por la ATPsintasa, para medir esta actividad es necesario que la
enzima se encuentre dentro de una membrana, como en las PSBs, algo en que en

la enzima purificada no es posible realizar. Las PSBs también son aptas para los
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ensayos de actividad hidrolitica (es decir el inverso de la sintesis de ATP,
llamados también actividad de ATPasa). Por ultimo, las PSBs pueden emplearse
en otras mediciones como la de actividad desnitrificante o emplearse
simultaneamente con otras metodologias segun el interés especifico. Para este
trabajo se emplearon PSBs de P. denitrificans silvestre, y ademas se obtuvieron
PSBs de una cepa de P. denitrificans a la cual se le delet6 el gen de la subunidad
¢, a las cuales se refiere como PSBs AC. Esta cepa se construy6 por un colega del
laboratorio (Mendoza-Hoffmann et al., 2018) y su empleo nos permitié llevar a
cabo ensayos en sistemas carentes de la subunidad ¢ silvestre los cuales de otro
modo habrian de ser obtenidos removiendo la subunidad de la ATP sintasa. Esto
implica que en los ensayos donde se reconstituye subunidad { ya sea mutante o
silvestre al sistema, toda la actividad inhibitoria observada es consecuencia de la
subunidad ¢ afiadida, y no existe interferencia por la subunidad ¢ endogena la cual

podria estar presente en la ATP sintasa de las PSBs silvestre.

La identidad de las proteinas purificadas fue confirmada gracias a los
experimentos de inmunorréplica tipo Western blot como se muestra en las figuras
32 y 33. Estos experimentos se realizaron con un anticuerpo policlonal con
reconocimiento a la subunidad ¢ silvestre de P. denitrificans. A pesar de que el
anticuerpo es policlonal, su alta especificidad se ha probado en numerosas
ocasiones, y en particular para este proyecto se realizaron pruebas para confirmar
gue no existiera un reconocimiento inespecifico al menos contra las proteinas de
la cepa Origami B pLysS, la cual se us6 para la sobre expresion de las mutantes.
La confirmaciéon de la identidad por inmunorréplica tipo Western blot proporciona
otra confirmacién adicional, esta vez a nivel de proteina, que indica que
efectivamente las proteinas purificadas corresponden a mutantes de la subunidad
¢, o a la C silvestre. Como podria esperarse en el caso de las subunidades
mutantes la sefial de la banda observada en el ensayo de inmunorréplica tipo
Western blot fue ligeramente menos intensa a comparacién de la subunidad
silvestre, esto posiblemente se debe a que al eliminar ya sea cuatro u ocho
aminoacidos en el amino terminal, existen menos epitopes que permitan a los

diferentes anticuerpos (ya que se trata de un anticuerpo policlonal) reconocer a la
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proteina. Este tipo de experimentos, permitieron, a también confirmar la ausencia
y presencia de subunidad ¢ en las PSBs AC y PSBs silvestre, donde corresponde.
Para estos dos Ultimos casos se emple6 simultaneamente un anticuerpo
monoclonal contra la subunidad B de la ATP sintasa, con lo cual se confirmé la
presencia de la enzima en ambos tipos de PSBs, figura 34.

Una vez con la certeza respecto de la secuencia e identidad de las proteinas
mutantes purificadas, solo resta confirmar que estas subunidades adquieran una
estructura correcta que les permita interactuar con la ATP sintasa. Sin embargo,
es posible mencionar que existen diversos antecedentes experimentales en el
laboratorio que aportan la suficiente confianza para sugerir que en ambas
mutantes truncas de la subunidad (, se conserva una estructura terciara
semejante a la subunidad C silvestre. Entre estos antecedentes se encuentran los
experimentos realizados con la subunidad  trunca de P. denitrificans a la cual se
le removieron 14 amino&cidos, y con la subunidad ¢ trunca de Jannashia sp (sin
los primeros 20 aminoacidos). Justo como se mencion6 en la seccion de
antecedentes directos, se demostrd que estas proteinas truncas podian interactuar
con la F1 de P. denitrificans mediante un ensayo de reconstitucion y posterior
filtracion en gel, en donde se observo que la ¢ trunca (¢ de P. denitrificans con una
delecion de 14 aminoacidos en este caso) eluia en conjunto con la F1 implicando
su unién a la enzima. Posteriormente se realizaron ensayos de actividad inhibitoria
con las subunidades C silvestre y C truncas (¢ de P. denitrificans con una delecién
de 14 aminoécidos y ¢ de Jannashia sp con una delecién de 20 aminoacidos),
observandose que existia una competencia entre las subunidades ¢ silvestres y ¢
truncas (Zarco-Zavala, 2014). Esto implica una estructura terciaria de las mutantes
truncas semejante a la silvestre para permitir la unibn a la enzima y la
competencia con la subunidad ¢ silvestre, ain cuando se eliminan ya sea 14 o 20
aminoacidos en el extremo amino terminal. Sin embargo, la prueba mas

contundente de un plegamiento correcto se obtuvo gracias a la colaboracién con el
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Dr. Kurt Witricht en cuyo laboratorio se resolvid por medio de resonancia
magneética nuclear la estructura de la subunidades ¢ trunca de Jannashia sp
(ademas de la estructura de P. denitrificans silvestre) (Serrano et al., 2014). En el
modelo obtenido se observa un plegamiento idéntico al silvestre en la parte
globular de la subunidad C, la cual esta compuesta unicamente de 4 a-hélices. La
preservacion de la estructura terciara con las deleciones de la region amino
terminal era de esperarse puesto que esta region (primeros 19 aminoacidos en P.
denitrificans) no adquiere una estructura secundaria especifica, sino que conforma
una region intrinsecamente desordenada en solucion. Previa demostracion de un
plegamiento correcto en las deleciones de 14 y 20* aminoacidos en esta region, se
espera que las deleciones de cuatro y ocho aminoacidos correspondientes al

presente proyecto mantengan de la misma forma un correcto plegamiento.
Efectos de las mutaciones en la actividad de ATPasa

Los ensayos de la actividad de ATPasa se realizaron tal como se indica en la
seccién de Materiales y Métodos. Inicialmente se realiz6 una curva de inhibicion
sobre las PSB Al empleando la subunidad C silvestre. La curva de inhibicion se
ajustd a un modelo de inhibicion no competitiva, que coinciden con los datos
obtenidos previamente en el laboratorio. A partir de estos resultados se pudo
obtener una concentracion inhibitoria 50 (ICs0) de 0.89uM. Esta ICso se encuentra
en el mismo orden de magnitud que la reportada en la tesis del Dr. Edgar Morales
Rios (Morales Rios, 2011) en donde se reporta una ICso de 0.44uM; Sin embargo,
es destacable la observacion de que la ICso del presente trabajo es
aproximadamente el doble que la reportada previamente. Esto es congruente con
el hecho de que la determinacion de la ICso en el trabajo del Dr. Morales fue
realizada empleando PSBs de la cepa silvestre de P. denitrificans, las cuales

contienen una poblacion de ATPasa en la cual la subunidad { enddgena esta

T Skaggs Institute for Chemical Biology, The Scripps Research Institute, La Jolla, CA 92037, USA.
* Delecion de 20 aminoacidos e insercion de 1 glicina para dar en total una proteina con 84 aa. Ver
pagina 45 y material suplementario de (Serrano et al., 2014).
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unida a la enzima. Esto implica que la cantidad necesaria de subunidad ¢ para
alcanzar el 50% de la inhibicion debe ser mayor cuando se emplean PSBs
carentes de subunidad ¢ (PSBs AC), a comparacion de cuando se emplean PSBs
de la cepa silvestre como fue el caso del trabajo del Dr. Morales. Ademas,
concuerda con datos no publicados del trabajo de Carlos Chavez Castafieda, un
exalumno del laboratorio del Dr. Garcia Trejo, que indicaron que en las PSBs de la
cepa silvestre de P. denitrificans, aproximadamente 1 de cada 2 ATPasas trae
consigo a la subunidad C unida, lo cual concuerda con la observacion previa en
donde se sugiere que la ICso (PSBs AC) de este trabajo es el doble que la ICso

reportada previamente (PSBs silvestres).

Posteriormente se evalué la capacidad de las subunidades ¢ mutantes para inhibir
la actividad de ATPasa. Cronoldgicamente, la primera subunidad mutante
evaluada fue la subunidad ¢ T2_R9del, la cual corresponde a la subunidad ¢ a la
cual se le eliminaron ocho amino&cidos en el extremo amino terminal. Para los
ensayos de actividad se realiz6 una curva a diferentes concentraciones de
subunidad (T2 _Db5del tal como se muestra en la figura 36. A partir de dicho
experimento se puede deducir que la delecién de ocho aminoécidos impide que la
subunidad ejerza su papel de inhibidor. Aunque en algunos puntos se observa una
ligera diminucién de la actividad de ATPasa, en el punto mas bajo la diminucién
solo es de aproximadamente un 15%, mientras que a esa misma concentracion la
subunidad ¢ silvestre ejerce una inhibicion de aproximadamente 90% de la
actividad de ATPasa. Dicha curva de titulacion se realiz6 con una concentracion
maxima de 15uM de subunidad ¢ reconstituida (ya sea silvestre o mutante), lo cual
es alrededor de 15 veces mas que la ICso de la subunidad C silvestre. Con estos
datos se puede concluir que al menos a esas concentraciones de subunidad (
mutante, la delecion impide ejercer su funcién a la subunidad ¢ T2_R9del. A pesar
de esto, cabria la posibilidad de que la delecion de la subunidad { solo habria
disminuido su afinidad por Fi, lo cual podria explicar la razon por la cual no se
observa inhibicién, pero esto implicaria que a concentraciones mas elevadas de
subunidad ¢ mutante se podria observar inhibicién. Este no es el caso, ademas de

la curva de titulacion se realiz6 una prueba de actividad de ATPasa
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reconstituyendo una concentracion grande de subunidad ¢ mutante (ademas de la
subunidad silvestre como control positivo) tal como se muestra en la figura 37. La
cantidad de subunidad ¢ reconstituida en esta prueba fue de 20ug lo cual equivale
a una concentracion de 37.57uM (y a una concentracion de 34.25uM de (
silvestre), lo cual es aproximadamente mas de 40 veces la concentracion de la
ICs0 para la subunidad  silvestre. En esta prueba no se observé ningun efecto de
inhibicion por parte de la subunidad { mutante, tal como se puede observar en la
figura 37. Esto evidencia que la cantidad de subunidad ¢ mutante en el ensayo es
mas que suficiente para poder concluir que la delecion de ocho aminoéacidos es

responsable de la pérdida de su funcion.

Los resultados obtenidos con esta subunidad ¢ mutante dieron pie a descartar la
construccion de la mutante { T2_Al3del, ya que lo mas plausible es que esta
mutante sin 12 aminoacidos también muestre una pérdida de la funcion, y al
mismo tiempo permitieron enfocarnos en la construccion y evaluacion de la
actividad de la subunidad mutante ¢ T2 D5del, la cual solo tiene cuatro

aminoacidos eliminados.

Los ensayos de inhibicion para la subunidad mutante {T2_D5del, fueron analogos
a los descritos para la subunidad mutante ¢ T2_R9del, es decir constaron de una
curva de titulacion con la subunidad ¢ y ademas de un ensayo con una
concentracion grande de subunidad ¢ ((T2_D5del a 35.7uM y C silvestre a
34.28uM) para descartar su efecto inhibitorio a altas concentraciones. Los
resultados de dichos experimentos se muestran en las figuras 36 y 37, y como se

puede observar, en ninguno de los casos se observé una inhibicion significativa.

La pérdida de la funcion en ambas subunidades mutantes implica que los cuatro
primeros aminoacidos (posteriores a la metionina 1, la cual estd presente en
ambas mutantes pues indica el codon de inicio) del extremo amino terminal de la

subunidad ¢, son esenciales para su funcién.

Los contactos de diferentes subunidades de la ATPasa con los residuos de la

subunidad ¢ en su sitio inhibitorio fueron reportados en 2015 cuando se obtuvo el
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primer modelo de la ATP sintasa de P. denitrificans por cristalografia de rayos X
(Morales-Rios et al., 2015). En este trabajo se reportaron especificamente los
contactos de ¢, con las subunidades aop, Bop, y v en la fraccion Fi, contiguos al
sitio donde interactua ¢. Es relevante mencionar que los contactos se calcularon
con el programa CONTACTS a una distancia menor de 4 A (angstroms), y
Gnicamente se calcularon con las subunidades antes mencionadas, dejando fuera
del andlisis otras subunidades de la enzima. Los contactos reportados se pueden
apreciar en la figura 39. Estos contactos y algunos alineamientos de secuencias
de ¢, fueron empleados al inicio de este proyecto para planear las mutaciones
realizadas.

a) Table 52. Interactions of the C-inhibitor protein with the y-, ope-,
and ppe-subunits of the F-ATPase from P. dentrificans

g ¥t tpp Pop

T1 513 0382

T2 R10, 513, V14

RE F407 1386

E7 381, 1384, A385

A9 A403, Ad04

H10 F407 1384, A385, G388

E11 YB?_?,_ 1384, @381, R404

b) ™ ] F/ <
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Fig. 39 Contactosde {cona,Byy

a) Contactos reportados en el articulo de Morales-Rios 2015 b) Representacién grafica de los
primeros 12 residuos de ¢ con Fi. La subunidad T se representa de color verde, mientras que la
subunidad y de color azul y las subunidades B y a de color amarillo y rojo. Los contactos de los
primeros 4 residuos se detallan en la figura 41. c) grado de conservacion de los residuos en (, los
residuos mas conservados se colorean de guinda mientras que los menos conservados de azul.

A pesar de que se contaba con este reporte previo de los contactos de { con Fu,
dado que en el laboratorio se sospechaba que no todos los contactos se habian
descrito apropiadamente en el reporte previo (Morales-Rios et al., 2015), en el
transcurso del proyecto se decidié emplear nuevas herramientas para verificar el
calculo de los contactos de (. Para esto se empleé inicialmente el software UCSF
ChimeraX (Pettersen et al., 2021), con la herramienta de “contacts” para contactos
a menos de 4 A. Los resultados de este calculo se muestran en la figura 40. Tal
como se aprecia en dicha figura existen algunos contactos que no se habian
reportado previamente, en particular los concernientes a las interacciones de ¢ con
la subunidad Brr. Esto podria deberse a que en el reporte previo solo se tomo en
cuenta para el céalculo las subunidades apr ,Bop, Y v, las cuales a primera instancia
parecen ser las unicas que forman la intercara donde se une (, pero este nuevo
analisis demostré que la subunidad Brp también contacta a . Independientemente
de la razon por la cual no se reportaron los contactos entre { y Brp, se decidio
analizar nuevamente los contactos de  incluyendo todas las subunidades de Fi,
mediante dos softwares adicionales: PLIP (Protein-Ligand Interaction Profiler
(Adasme et al., 2021) ) y GetContacts (Fonseca, 2016), esto se realiz6 con el

apoyo del colega del laboratorio el Biol. Mol. Jorge Emiliano Salinas Lopez.
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Interacciones reportadas en:

+: (Morales-Rioset al., 2015)

v : Chimera X

v : PLIP (Protein Ligand Interaction Profiler)

Fig. 40 Contactos de T con otras subunidades

La existencia de un contacto se ilustra como una “X”, mientras que indica la ausencia de dicho
contacto. Contactos reportados en el articulo de Morales-Rios 2015 en color rojo, a partir de
ChimeraX en color negro y a partir de PLIP en color azul. Ciertos contactos se reportan en todos los
casos, pero algunos solo se reportan con cierto software especifico.

“ ou

A diferencia de los dos primeros softwares, empleando PLIP y GetContacts se
puede profundizar en el tipo de interaccion entre los dos residuos, la figura 40
incluye el resultado de los diversos analisis de contactos y/o interacciones entre

los primeros 12 aminoacidos de ¢ y las otras subunidades de F.

Analizar nuevamente los contactos e interacciones de la subunidad { con Fu,
resulté en la observacion de varios puntos relevantes. El primero fue la
identificacion de una imprecision en el reporte previo, en el cual se sefialaba un
contacto entre la alanina 9 de ¢ (alanina 10 en realidad, pero no se tomé en cuenta
la metionina 1) y la alanina 404 de a. La existencia de dicho contacto es imposible,
ya que la posicion 404 de la subunidad app corresponde a un residuo de
fenilalanina y no alanina, esta imprecision podria recaer en el hecho de que el
anillo aromatico de la fenilalanina no se pudo resolver en el modelo de
cristalografia de rayos X, por lo que este residuo asemeja incorrectamente una
alanina, dicha correccion ya se incluye en la figura 40. El segundo hallazgo
novedoso fue la identificacidn de interacciones entre la fenilalanina 4 de C y los
residuos de isoleucina 383 y 386 de la subunidad Brp, las cuales habian pasado

inadvertidas previamente. Estas interacciones recientemente observadas, toman
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un papel trascendental en el analisis de los resultados experimentales del
presente proyecto ya que no solo se encuentran en la region que al ser delatada
provoco la pérdida de la funcidén de C (tanto en {T2_D5del como {T2_R9del), sino
que, ademas, el contacto reside en una fenilalanina altamente conservada en
diferentes alineamientos de subunidades ¢ de diferentes especies, como se ilustra
en la figura 39 (inciso c). Ahondando mas en el analisis de la posicion de la
fenilalanina 4, resulta interesante el hecho de que un aminoacido no polar se
encuentre altamente conservado en una region de la proteina que en solucion se
encuentra expuesta al solvente (formando un dominio intrinsecamente
desordenado (desde el residuo 1 hasta el residuo 18), ver figura 15). Todos estos
factores apuntan hacia la posibilidad de que el residuo de fenilalanina 4 tenga un
papel critico en la funcién de la subunidad { como proteina inhibidora, el cual se

explora en las paginas posteriores.
Implicaciones sobre el mecanismo de inhibicidn de la subunidad T

Partiendo conjuntamente de la evidencia experimental en la cual la delecion de los
aminoacidos 2-5, provocé la pérdida de la funcién inhibitoria de la subunidad ¢, y
del analisis de los contactos e interacciones de estos residuos con la ATPasa
(figuras 39-41), es posible plantear un posible mecanismo a nivel estructural que
expliqgue de una forma mas profunda el mecanismo de inhibicibn de esta
subunidad. En total se proponen 3 diferentes opciones en cuanto al mecanismo de
inhibicion por ¢: Dos opciones principales, las cuales no son mutuamente
excluyentes, y una Ultima propuesta que implica un mecanismo conjunto que

engloba las dos primeras opciones de forma simultanea.
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T2 | S13 D382
T3 | R10, S13, V14
F4 ILE383, ILE386

Fig. 41 Contactos de los primeros cuatro residuos de la subunidad

{ se representa de color verde, mientras que la subunidad y de color azul y las subunidades B y a de
color amarillo y rojo. Los residuos naranjas corresponden a Brp. En la parte inferior se resumen
estos contactos en forma de tabla.

El primer mecanismo posible consiste en que los primeros residuos en el extremo
amino terminal de la subunidad { contacten con el rotor de la ATPasa,
especificamente con la subunidad vy, deteniendo asi el giro del rotor de la enzima
(Figura 42). Esto traeria como consecuencia el bloqueo de la actividad de la
enzima lo cual impediria la hidrélisis de ATP, tal como se observa en condiciones
experimentales al evaluar la inhibicion ejercida por {. Este mecanismo tiene como
base los contactos de los residuos de treonina 2 y 3 de la subunidad ¢, con los
residuos de serina 13, arginina 10, y valina 14, en la subunidad y (parte del rotor).
Las mutantes de la subunidad  evaluadas (tanto (T2 _D5del como (T2_R9del),
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pierden estos contactos entre { y vy, a su vez perdiendo la funcion inhibitoria. Por lo
tanto, segun esta posibilidad, la subunidad C ejerceria su funciéon unicamente al
bloquear el giro de la subunidad y (parte del rotor), lo cual impide la actividad
hidrolitica de la ATPasa.

Fig. 42 Contactos entre la subunidad {y la subunidad y
Las treoninas 2 y 3 hacen contacto directamente con el rotor de la enzima en la subunidad v, se
muestran los contactos y las superficies de los residuos involucrados.

La segunda posibilidad sobre el mecanismo de  recae sobre el contacto que
establece la subunidad ¢ con las subunidades Bor y Brr. COmo se aprecia en la
figura 41, la treonina 2 de C contacta con el aspartico 382 de la subunidad Bory la
fenilalanina 4 mantiene un par de contactos con las isoleucinas 383 y 386 de Brr.
Las interacciones de la fenilalanina 4 de ¢ son de particular interés, ya que como
se mencioné antes, este es un residuo hidrofobico altamente conservado, e
interactua con una subunidad B que no es la mas proxima al sitio de unién de ¢
(intercara entre app y Bor), sino que interactua con la subunidad Brr. Los residuos

contactados por ¢ en ambas subunidades B (tanto Bor, como Btp) Se encuentran
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en una a-hélice inmediatamente previa a la region del DELSEED en la secuencia
de la subunidad B, la cual tiene una importancia crucial en la transmision del
movimiento mecanico entre el rotor (y) y la subunidad B. En el funcionamiento
normal de la enzima, cuando la subunidad vy gira, esta impulsa el movimiento de 3
inicialmente en el DELSEED, desplazandolo hacia una parte superior de la F1
(tomando como referencia la subunidad &, como la parte superior de la enzima y
las subunidades ¢ como la parte inferior). Este movimiento de [3, posteriormente se
traduce en otros cambios conformacionales que terminan por permitir el
mecanismo catalitico de la enzima. Sin embargo, cuando ¢ esta unida a la Fi, la
posicion de la fenilalanina 4 de { y su interaccién con las isoleucinas 383 y 386 de
Brp en esa region hidrofébica, mantiene ocupado el espacio necesario para que el
DELSEED de Brp se desplace hacia la parte superior, generando un bloqueo
mecénico que impide a la enzima llevar a cabo la catalisis, inhibiendo la actividad
de ATPasa. Como se demostr6 experimentalmente en las subunidades (
mutantes, cuando la interaccion de ¢ con Brp, se pierde, también se pierde la

funcién ¢ de inhibir eficientemente la actividad de ATPasa.

El mecanismo previo podria aplicar en menor medida también para los contactos
entre ¢ y la subunidad Bor (T2 de { y D382 de Bor), sin embargo, la posicién de la
treonina 2, al menos en el modelo de cristalografia de rayos X, no parece
proporcionar un bloqueo mecéanico tan evidente como en el caso de la fenilalanina
4 con la subunidad Brp. Esto aunado al hecho de que la mayoria de los contactos
entre ¢ y Bor que permitirian estabilizar la interaccion de estas dos subunidades
(residuo 7 de C en adelante) si estan presentes en el caso de la subunidad
mutante {T2_D5del y pesar de esto dicha mutante no muestra actividad inhibitoria,
podria sugerir que los contactos entre ¢ y PBrep tienen un peso mayor en el
mecanismo de inhibicibn a comparacién de los contactos entre ¢ y fop

(especificamente refiriendose al caso de la treonina 2).
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b)

, SN |
Fig. 43 Contactos entre la subunidad Ty la subunidad By y
a) La fenilalanina 4 de ¢, contacta con la subunidad Bre y el glutdmico 8 contacta con la subunidad
Bor. b) El contacto con la subunidad Bre se encuentra justo por arriba del DELSEED (color gris) de
esta subunidad y forma un bloqueo mecanico que impediria el movimiento de este. Subunidades a
rojo, Bor amarillo, Bre dorado y azul, { verde, y en gris la regién DELSEED de la subunidad B3.(PDB

5dn6 y modificado de (Guo & Rubinstein, 2022))

En resumen, se han propuesto dos posibles mecanismos para la inhibicion de la

actividad de ATPasa por la subunidad C: El primero considera que la inhibicién se
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debe principalmente a las interacciones de ¢ con el rotor de la enzima (subunidad
y) impidiendo que este gire y deteniendo la actividad enzimatica como
consecuencia. El segundo considera que la inhibicion se debe mayoritariamente a
las interacciones de { con la subunidad Brp, blogueando mecénicamente el
desplazamiento del DELSEED, lo cual detiene la actividad enziméatica. Es de suma
importancia remarcar nuevamente que estos dos posibles mecanismos no son
mutuamente excluyentes, sino que es posible que sean complementarios entre si
y es esta la tercera propuesta sobre el mecanismo de inhibiciébn. En este
mecanismo conjunto, tanto los contactos con el rotor, como los contactos con la
subunidad Brp, son necesarios para la inhibicion de la actividad de ATPasa por C.
Ademas de que actien en conjunto cabe la posibilidad de que los contactos de las
treoninas 2 y 3 con vy, asistan al bloqueo mecénico del desplazamiento del
DELSEED, al encontrarse estos residuos en una region inmediatamente superior a
la alfa-hélice anterior al DELSEED en la subunidad Bre (ver figuras 43 y 44). Es
este Gltimo mecanismo en donde ambas interacciones son necesarias, es el que el
autor de esta tesis considera el mas plausible tomando en cuenta los datos con los

gue se cuenta hasta la fecha.

Para elucidar los contactos esenciales o el peso especifico de cada contacto entre
¢ y F1 en la inhibicion, una aproximacion que permitird contar con datos
experimentales es llevar a cabo mutaciones puntuales por ejemplo por alaninas
(“alanine scanning”) de los residuos relevantes como las treoninas 2y 3y la
fenilalanina 4, entre otros. Dicho proyecto se esta realizando de manera
simultdnea en colaboracion con el colega del laboratorio el Biol. Mol. Oliver Sotelo,
y se espera sus resultados permitan complementar los obtenidos en este trabajo,
asi como se espera que los resultados obtenidos en este proyecto le permita a él

guiar y complementar sus analisis.
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Fig. 44 Los contactos mas plausibles que permiten la inhibicién por la subunidad {

Se muestran las superficies en los contactos simultdneamente entre { y el rotor (y), y Ty la
subunidad Bre, las dos interacciones que dan pie a los mecanismos propuestos en esta tesis.
Subunidades a color rojo Bpe amarillo, Bre dorado, y azul, { verde (PDB 5dn6).
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Conclusiones

Se obtuvieron las mutantes de la subunidad { T2_D5del y ¢ T2_R9del.

Ambas mutantes pierden su funcién inhibitoria. Por lo tanto, los aminoacidos dos
al cinco, de la subunidad ¢ en su extremo amino son esenciales para que esta

subunidad ejerza su funcion.

El mecanismo de inhibiciéon de la subunidad { debe recaer en las interacciones
entre los primeros cinco residuos de { y Fi. Esto sugiere que los residuos T2, T3 Y
F4, permiten la funcion de ¢ al interactuar, ya sea con el rotor (T2 y T3 de ¢, con la

subunidad y), con la subunidad Brr (F4 de ), o con ambos.

A partir de los datos experimentales y el analisis de los modelos estructurales se
plantearon 3 posibles mecanismos de inhibicion por la subunidad { que
profundizan en el conocimiento que se tenia hasta la fecha acerca de dicha forma

de inhibicién en la Fi1Fo ATPasa de P. denitrificans.
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Perspectivas

Comprobar experimentalmente la capacidad de las subunidades mutantes
para competir contra la subunidad ¢ silvestre en la inhibicion de la ATPasa.
Para esto se planea emplear un ensayo de la actividad de hidrolisis de ATP
con subunidades mutantes y silvestre simultaneamente.
Comprobar experimentalmente la capacidad de las subunidades mutantes
para interactuar con la ATPasa de P. denitrificans. Se propone emplear
filtracion en gel para dicho propdésito, en un ensayo que evidencie la union
de las subunidades mutantes a la Fi.
Para describir el correcto plegamiento de las subunidades mutantes se
plantea la posibilidad de emplear técnicas como el dicroismo circular o
lograr alguna colaboracién con otros equipos de investigacion para
determinar la estructura de dichas mutantes.
Conjuntar y analizar los datos generados en este proyecto con los
resultados que se obtengan por los colegas del laboratorio para
complementar el analisis del mecanismo de inhibicién de la subunidad ¢.
A partir de lo concluido en esta tesis se propone realizar la siguiente serie
de mutaciones para lograr definir puntualmente los residuos involucrados
en la inhibicion por C:
Para discernir entre los 3 posibles mecanismos de inhibicién
propuestos en esta tesis se plantean las siguientes mutaciones:
= Sustituir a la fenilalanina 4 de { (Unico contacto con Brp) por
una alanina con el fin de interrumpir dicho contacto.
= Sustituir las treoninas 2 y 3 por alanina ya sea de forma
independiente ((T2A, o (T3A) o simultanea ({T2_T3delinsaa)
para eliminar los contactos entre { y y. A su vez, se podrian
realizar las sustituciones correspondientes en y, con la
condicion de evaluar que la actividad de ATPasa de F1 quede

intacta.
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e Como consideracion final se debe tener presente la posibilidad de que la
subunidad C logre la inhibicién gracias a una serie conjunta de contactos
con F1, dentro de los cuales cada uno de dichos contactos sea esencial. En
otras palabras, que el remover uno solo de estos contactos sea suficiente
para observar una pérdida de la funcién, lo cual seria una hipotesis
alternativa para explicar la pérdida de la funcion en la subunidad (
T2_D5del. Los resultados de los proyectos que se llevan a cabo
simultdneamente en el laboratorio del Dr. Garcia Trejo permitiran evaluar

esta posibilidad.
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Anexo |

Anexos

Abreviaturas y estructuras de los 20 aminoacidos comunes. Créditos en la figura.

A GUIDETO THE TWENTY COMMON AMINO ACIDS

AMINO ACIDS ARE THE BUILDING BLOCKS OF PROTEINS IN LIVING ORGANISMS. THERE ARE OVER 500 AMINO ACIDS FOUND IN NATURE - HOWEVER, THE HUMAN GENETIC CODE
ONLY DIRECTLY ENCODES 20. ‘ESSENTIAL AMINO ACIDS MUST BE OBTAINED FROM THE DIET, WHILST NON-ESSENTIAL AMINO ACIDS CAN BE SYNTHESISED IN THE BODY.
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‘Note: This chart only shows those amino acids for which the human genetic code directly codes for. Selenocysteine is often referred ta as the 21st amino acid, but is encaded in a special manner.
In some cases, distinguishing between asparagine/aspartic acid and glutamine/glutamic acid is difficult. In these cases, the codes asx (B) and glx (Z) are respectively used.

@ © COMPOUND INTEREST 2014 - WWW.COMPOUNDCHEM.COM | Twitter: @compoundchem | Facebook: www.facebook.com/compoundchem
Shared under a Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivatives licence.

BY MWC WD

119



Anexo |l
Hemicanales y anillo de subunidades c
a)

to matrix
(pH 7.9-8)

Mitochondria ‘ Protons Chloroplasts

Protons
to stroma
(pH 7.9-8)

Matrix Stroma

Lumenal membrane surface

Protons from Protons from
crista lumen thylakoid lumen
(pH 7.0-7.4) (pH 5.5-6.5)

Hemicanales y anillo de subunidades ¢

a) detalle de los Hemicanales en mitocondria (izquierda) y cloroplasto
(derecha). b) Anillos de subunidades ¢ de diferetes especies y
tamafios. (Kihlbrandt, Et al,, 2019) c) vista inferior (desde Fo a F1) del
anillo de subunidades c. El movimiento se ejemplifica con una
animacion en el video suplementario 2 de (Sobti, Et al., 2020):
https://www.nature.com/articles/s41467-020-16387-2#Sec15
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Anexo Il

Amplificacion de la figura 9:

Sitios cataliticos:




Anexo IV

Esquema detallado de los pasos del ciclo catalitico de la ATPasa. Tomado del

material suplementario de (Sobti et al., 2021)

waiting for product release and ATP hydrolysis
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Anexo V

Resumen de datos crudos de los ensayos de hidrélisis de ATP.

duplicado

triplicado

- [] uM preincubacion actividad esp (uM/min*mg) actividad esp (uM/min*mg) actividad esp (uUM/min*mg)

Actividades
primera
- 0
- 0
- promedio de O
z wild type 0.5
z wild type 1
z wild type 1.5
z wild type 5
z wild type 8
z wild type 15
experimentos subunidades mutantes primera

muestra [TuMz

control sin zeta 0
control sin zeta 0
zeta wt pd 15
prom 0

z-4aa 1uM 1
z-4aa 5uM 5
z-4aa 15uM 15
z-8aa 1uM 1
z-8aa 5uM 5
z-8aa 15uM 15

experimentos con mutantes hasta 20 ug

muestra [TuMz

z-4AA 20ug 35.70001
control sin zeta 0
z-8AA 20ug 37.56609284
control sin zeta 0

34.27885851
34.27885851

z wt (experimento 1)
z wt (experimento 2)

actividad esp (uM/min*mg) actividad esp (uM/min*mg)

primera

0.524115756
0.549839228
0.536977492
0.321543408
0.247588424

0.057234727
0.035691318
0.025209003

0.450160772

0.022057878
0.450160772
0.405144695
0.437299035
0.495176849
0.434083601

0.40192926
0.430868167

0.810836013
0.933954984
0.0018511
0.0016195
0.019801
0.00040795

duplicado

duplicado

0.294186495
0.277987138
0.286086817
0.244659164

0.18521865
0.147167203
0.050096463
0.029749518

0.02183119

0.303603613
0.323726096
0.313664854
0.246644314
0.216451599

0.21287866
0.070743781
0.042621425
0.027851582

triplicado

actividad esp (UM/min*mg)
0.355916399
0.317881029

0.323215434
0.289659164

0.306437299
0.288138264
0.290086817
0.281707395
0.267244373
0.263102894
0.258491961

0.336898714
0.311881029
0.294212219

0.27922508
0.295199357
0.280411576
0.272237942

triplicado
0.879453376 -
0.916173633
0.0019416 -
0.0014907 -
0.020261 -
0.00035192 -

0.880385852

promedio ponderado
%

100
71.50752461
57.11639098
56.73588247
15.66555835
9.506421095
6.588356988

promedio ponderado
%

100
91.92198837
93.42488109
96.58092641

91.1321684
86.46058619
87.93789651

promedio ponderado (%)
92.8555447
96.72746971
121.9439264
100
2.226064014
22.63005594

Ejemplo de un curso temporal de actividad de hidrolisis de ATP en medio

regenerante con diferentes concentraciones de inhibidor:

g
<

024

100

Time(s

300

400
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Anexo VI

Modelos de la figura 38 en un tamafio mayor.

Subunidad Csilvestre:
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Subunidad T T2_R9del:

Subunidad { T2_A13del:
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