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Resumen

La F;Fo-ATP sintasa es una enzima ubicua cuya principal funcién es la produccion
de ATP y, bajo ciertas condiciones, también es capaz de catalizar la reaccién inversa,
hidrolizando el ATP. Para evitar esta ultima actividad, han evolucionado diversos me-
canismos de regulacion. En las a-proteobacterias la inhibicion de la hidrélisis de ATP
es causada por la subunidad ¢, la cual presenta una estructura diferente a la de otros
inhibidores conocidos (IF1, ¢), ademds de un sitio de unién a ADP/ATP que regula su
actividad. Sin embargo, aiin no existe una descripcién detallada del sitio de unién a
nucledtidos, ni del mecanismo de regulacion de la actividad inhibitoria de la subuni-
dad (. En este estudio, se caracterizo el sitio de unién de nucleétidos de la subunidad
¢ de Paracoccus denitrificans computacional y experimentalmente. Se identificaron los
residuos clave involucrados en la unién de nucleétidos, y se observaron cambios con-
formacionales en presencia del ligando causados por diferentes reorganizaciones del
nucleo hidréfobo segun se uniera ADP o ATP. Los experimentos de inhibicién de hi-
drdlisis de ATP demostraron que el ATP debe unirse a la subunidad { antes de que esta
se una e inhiba la hidrdlisis, y que la actividad inhibitoria disminuye al incrementar
la concentracion de ATP o la afinidad de la subunidad ¢ por el mismo. También, simu-
laciones de dindmica molecular a pH constante no mostraron cambios en la union de
nucledtidos a pH 6.0, 7.0 y 8.0. Este ultimo, facilita la formacién del conférmelo inhi-
bitorio de la subunidad ¢, sugiriendo una regulacién adicional en funcién del pH. Los
resultados apuntan a que la subunidad ¢ regula su actividad inhibitoria en funcién del
pH y la concentracién de ATP.
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1. Introduccidn

1.1. ATP sintasas

El adenosin trifosfato (ATP) es una de las moléculas mas importantes en los seres vivos.
Cumple la funcidon de moneda energética que impulsa los procesos biolégicos endergo-
nicos [1, 2]. Su papel se extiende a multiples procesos, como lo son la sintesis del Acido
desoxirribonucleico (DNA) [3], sefializacidn tanto intracelular como extracelular [4-6],
la activacion de aminodcidos [7] y la sintesis de metabolitos intermedios de alta ener-
gia [8]. A pesar de que existen diversas vias metabdlicas que sintetizan ATP a nivel de
sustrato, como las glucdlisis o el ciclo de Krebs [9], la mayor parte de la produccidon es
gracias a la ATP sintasa, durante la fosforilacién oxidativa y la fotofosforilacion [10].

La ATP sintasa es una enzima ubicua, se localiza en la membrana plasmatica de bacte-
rias, asi como en la membrana interna de las mitocondrias y en la membrana tilacoidal
de los cloroplastos. Su principal funcidn es la sintesis de ATP a partir de adenosin difos-
fato (ADP) y fosfato inorganico, aprovechando la energia de un gradiente electroquimi-
co de protones a través de la membrana [11]. Ademads, la enzima tiene la capacidad de
catalizar la reaccion inversa (ATPasa), hidrolizando el ATP para generar ADP y fosfato
inorgédnico, al tiempo que transporta protones hacia el lado opuesto de la membrana.

Se distinguen diferentes tipos de ATP sintasas: las tipo F y las de tipo V/A. Las prime-
ras se hallan en bacterias, mitocondrias y cloroplastos. En cuanto a las del tipo V/A,
unicamente las de tipo A funcionan como ATP sintasas en arqueas y ciertas bacterias
extremofilas [12], mientras que las V-ATPasas actian como bombas de protones en va-
cuolas de eucariontes [13]. Tanto las ATP sintasas tipo F como las de tipo A presentan
un mecanismo rotacional y composicion similares, diferencidndose en que las de tipo
A cuentan con un mayor numero de subunidades [14]. Todas las ATP sintasas contienen
dos motores (Fo y F; en las tipo F, y Ag y A; en las tipo A), vinculados entre si (Figura
1.1a), de modo que uno de estos motores puede activar al otro [15].
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Bacteria «-proteobacteria Cloroplasto Mitocondria
E. coli P. denitrificans  S. oleracea S. cerevisiae
F; o3 o3 o3 3
B3 B3 B3 Bs
Y Y v Y
5 5 5 OSCP
e* € e* )
- - - €
- c* - IF1*
Fo a a a a
b, b, b b,b’ b
Cio C12 Ci4 Cio

B B B d; ) f) g, h)j) k; 8

(a) F1Fo-ATP sintasa (b) Composicién en diferentes organismos

Figura 1.1. Subunidades de la F;Fo-ATP sintasa. a) Subunidades candnicas en la F;Fo-ATP
sintasa de Bacillus PS3 (PDB: 6N2Y) [16]. b) Composicidn de las F; Fo-ATP sintasas de diferentes
grupos de organismos. Las filas representan las subunidades homologas entre los diferentes
organismos. El subindice representa el numero de copias de esa subunidad por cada ATP sin-
tasa [17, 18]. Las ocho subunidades canénicas corresponden a las mostradas para la enzima de
E. coli, mientras que para la de mitocondria se afiaden las subunidades accesorias en la dltima
fila [17]. *Subunidades inhibitorias.

1.2. ATPsintasastipoF

Las ATP sintasas de tipo F son complejos multiproteicos compuestos por dos fraccio-
nes: Fo y F;. La fraccion F se encuentra integrada en la membrana celular de bacte-
rias, la membrana interna de las mitocondrias y en la membrana del tilacoide en los
cloroplastos, desempenando la funcidn de canal de protones. Por otro lado, F; se halla
soluble en el citoplasma bacteriano, en la matriz mitocondrial y en los estromas en clo-
roplastos, siendo el sitio donde tiene lugar la actividad catalitica de la enzima. Ademas,
estas fracciones estan interconectadas mediante un brazo periférico.

Todas las ATP sintasas constan de ocho subunidades canoénicas (Figura 1.1), las cuales
forman las ATP sintasas mas simples en bacterias y cloroplastos [19, 20]. La fraccién Fo
se compone de un numero variable de subunidades c (entre 8 y 15), dependiendo de la
especie [17], y la subunidad a. Por otro lado, F; esta conformada por tres subunidades
«, tres subunidades 3, y una copia de las subunidades v, 0 y ¢, siendo y y ¢ las que
constituyen el rotor central de la enzima. El brazo periférico conecta las fracciones F,
y Fo, con la participacidn de dos subunidades b en bacterias.

En mitocondrias, las ATP sintasas son estructuralmente mas complejas, ya que ade-
mas de las ocho subunidades canonicas, incorporan subunidades supernumerarias
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que participan en la formacion de dimeros, tetrameros e incluso hexameros de la ATP
sintasa [21], 1o cual resulta en una amplia diversidad estructural entre las ATP sintasas
de diferentes organismos (Figura 1.2). La mayoria de estas subunidades supernumera-
rias son proteinas de membrana asociadas a la fraccion Fg [19], o con el brazo periféri-
co. Estos estados oligoméricos de la ATP sintasa son responsables de la morfologia de
las crestas mitocondriales [22-25]. En el presente trabajo, se detallaran las subunidades
correspondientes a las ATP sintasas bacterianas.

Spinacia oleracea Mycobacterium smegmatis Saccharomyces cerevisi Euglena gracilis

Sus scrofa Tetrahymena thermophila

Figura 1.2. Diversidad estructural de las ATP sintasas tipo F. Las subunidades homdlogas «
(rojo), p (amarillo), v (azul oscuro), 6 (morado claro), ¢ (rosa), a (verde), b (azul claro) y c (gris)
estan coloreadas en todas las estructuras. De izquierda a derecha, de arriba a abajo: Spinacia ole-
racea (PDB: 6FKF), Mycobacterium smegmatis (PDB: 7G5]J), Saccharomyces cerevisiae (PDB: 6B8H),
Euglena gracilis (PDB: 6TDU), Sus scrofa (PDB: 6]J5K), Tetrahymena thermophila (PDB: 6YNZ) y To-
xoplasma gondii (PDB: 6TML). Basada en [21].

1.2.1. Fraccion Fq

Para sintetizar el ATP, la ATP sintasa utiliza un gradiente electroquimico de protones
que impulsa la rotacién del eje central y promueve la catalisis. La fraccion Fo funciona
como un canal para el flujo de protones, a través de dos hemicanales que se forman en
la interfaz de las subunidades ¢ y a que la componen.

La subunidad c estd formada por dos x-hélices antiparalelas, las cuales se asocian para
formar un anillo de subunidades c. El numero de estas subunidades en el anillo varia
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segun la especie [17], y determina los protones necesarios para una rotacion completa
de 360°, lo que equivale a la sintesis de 3 moléculas de ATP. De la misma forma, la hidré-
lisis de 3 moléculas de ATP bombea ese numero de protones a través de la membrana.
El nimero de subunidades ¢ parece resultar de una adaptacion a las condicionas épti-
mas de crecimiento del organismo, o al ambiente fisiolégico de la ATP sintasa [17, 26].
Por ejemplo, hay 8 subunidades ¢ en mitocondrias bovinas [27], 10 en Escherichia coli
[28], 12 en Paracoccus denitrificans [18] y 15 en la cianobacteria Spirulina platensis [29,
30].

Una de las «-hélices de la subunidad c (la que se encuentra orientada hacia el exterior
del anillo) contiene un residuo acido (acido aspartico o glutdmico, dependiendo de la
especie), en el cual se unen los protones para poder ser trasportados a través de la
membrana durante la rotacion del anillo ¢ de un hemicanal hasta el segundo, antes de
ser liberados [17].

Este anillo se asocia con la subunidad a y forman asi los hemicanales para el transpor-
te de los protones. La subunidad a estd conformada por «-hélices transmembranales.
De éstas, una horquilla de 2 x-hélices forma un angulo de aproximadamente 70° con
el anillo de subunidades ¢, un elemento conservado en todas las ATP sintasas [12]. Esta
interaccion resulta crucial para acoplar la translocacion de protones con la sintesis de
ATP, ya que en esta region se encuentra un residuo esencial de arginina que separa los
hemicanales y contacta al residuo 4cido cargado de la subunidad ¢, lo que permite la
liberacidn de los protones. Ademas, la cadena lateral voluminosa y con carga positiva
de esta arginina evita la fuga de protones desde el hemicanal de entrada al de salida,
previniendo un corto circuito y el flujo de protones en favor del gradiente de concen-
tracidn, sin inducir la rotacion del anillo [31-34].

1.2.2. Fraccion F;

La fraccidn F; constituye la region catalitica de la enzima. Esta fraccion hidrosoluble
se encuentra proyectada hacia el citoplasma en bacterias, la matriz mitocondrial y los
estromas en cloroplastos. F; se compone de tres subunidades «, tres 3, una subunidad
Y, una 0 y una ¢. Las subunidades « y 3 se organizan de forma intercalada (o3 x3)
formando un anillo hexamérico de simetria triple, con la subunidad y insertada en el
centro del anillo. La subunidad ¢ se asocia con la subunidad y y juntas forman el rotor
central de la enzima. Por su parte, la subunidad 0 es la encargada de conectar el brazo
periférico con F; (Figuras 1.1, 1.2, 1.3).

Las subunidades oy 3 presentan similitudes en secuencia y estructura. Cada una cons-
ta de tres dominios estructurales [35-37]: un dominio N-terminal conformado por un
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Figura 1.3. Fracciéon Fo de la F1Fo-ATP sintasa. A) i. F1Fo-ATP sintasa de Spinacia oleracea
(PDB: 6FKF). ii. Subunidad a (verde) y anillo de subunidades c (gris) en vista superior y late-
ral. iii. Subunidad ¢, se muestra el residuo protonable (aspartato o glutamato). B) Anillos de
subunidades c de Bos taurus (verde, PDB: 6ZPO), Bacillus PS3 (naranja, PDB: 6N2Y), Paracoccus
denitrificans (azul, PDB: 5DN6) y Arthrospira platensis (rosa, PDB: 2WIE). C) Translocacién de
protones en la ATP sintasa (PDB: 6ZPO). La flecha azul indica el camino de los protones en la
interfaz de las subunidades a y c. La arginina conservada de la subunidad a y los residuos 4ci-
dos en ¢ estan representados en esferas. En la derecha se muestra la superficie electrostética
de la subunidad a, con las cargas positiva y negativa en colores azul y rojo, respectivamente.
Tomada de [21]



1.2. ATP sintasas tipo F 6

barril 3, un dominio de unién a nucledtidos formado por hebras-f rodeadas de «-
hélices, y un dominio C-terminal compuesto por «-hélices. En la subunidad £, se en-
cuentra la secuencia DELSEED (nombrado asi por su secuencia conservada de aminoa-
cidos), esencial para la transmisién del torque entre y y 3 [38, 39].

Cada copia de las subunidades o y 3 tiene un sitio de unién a nucleédtidos, pero sélo los
sitios en 3 poseen actividad catalitica. Estos sitios de unién se encuentran en la interfaz
entre estas subunidades. Los tres sitios de unién a nucleétidos no cataliticos presentes
en las subunidades o unen Mg-ATP, y tienen un papel estructural y de regulacién de la
enzima [40-42]. Los sitios cataliticos se encuentran en las subunidades 3, con una argi-
nina esencial que forma parte de «. En el mecanismo catalitico descrito por Boyer [11],
el cual se explicard mas adelante (Seccion 1.3), estos sitios de unidn alternan entre tres
conformaciones, la primera con el sitio vacio (3g) en el que no hay nucleétidos unidos,
después con el Mg-ADP y fosfato unidos (fpp), los cuales se condensan para formar el
Mg-ATP unido en el sitio (B1p). Estas transiciones en las conformaciones del sitio de
unidn se dan en direccidn de la sintesis de ATP, mientras que cuando este se hidroliza
las transiciones se dan en el sentido opuesto (B ->Brp ->Bpp). Un motivo Walker A con
secuencia GxxxxGK(T/S) [43] en el asa-P (P-loop) se une a los oxigenos de los fosfatos
mediante lisina y serina/treonina conservadas.

En el centro del anillo o335 se inserta la subunidad y. Esta subunidad es asimétrica,
por lo que la orientacién de y respecto a « y 3 provoca cambios conformacionales
en estas subunidades, lo que afecta las afinidades por el ATP o ADP y fosfato. Por lo
tanto, la orientacidén de vy estd correlacionada con la conformacién que adoptan los
sitios de unidn cataliticos (g, Bpp 0 Brp). Esta asimetria se debe a que los extremos
N- y C-terminal forman dos «-hélices que interaccionan entre si. La hélice N-terminal
es mas corta que la C-terminal, y ambas se encuentran conectadas por un dominio
globular compuesto por «-hélices y hebras-. Esta ultima regién se encuentra firme
pero reversiblemente unida al anillo de subunidades ¢ por medio de puentes salinos
[17], ademas de interaccionar con la subunidad ¢, lo que refuerza la interacciéon con
las subunidades ¢ [44].

La subunidad ¢ esta compuesta por un sandwich-3 de 10 hebras-f y una horquilla de
dos «-hélices en el extremo C-terminal. Estas hélices pueden adoptar una conforma-
cion compacta (horquilla), o extenderse hacia el resto de F; en algunos organismos,
inhibiendo la hidroélisis de ATP, como se describira en la seccion 1.4.1. Esta subunidad
juega un papel importante en el ensamblaje del complejo F;Fq [45, 46], en la catalisis
[47-49] y, como ya se menciond, en la inhibicién de la actividad de ATPasa en algunos
organismos [50, 51].

Por ultimo, la subunidad 6 es la encargada de conectar a F; con el brazo periférico de la
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enzima. Esta subunidad consiste en un dominio N-terminal compuesto por «-hélices
conectado con un dominio C-terminal que contiene una hoja-f3 central rodeada de «-
hélices. El dominio N-terminal interacciona con «-hélices encontradas en las subuni-
dades « [52], mientras que el C-terminal con las subunidades b del brazo periférico [53].
La subunidad 4 no forma una unidn rigida entre el brazo periférico y Fy, sino que acttia
como un asa, con el dominio N-terminal moviéndose de 20° a 30° respecto al dominio
C-terminal [54]. Este movimiento de asa permite la rotaciéon conjunta entre F; y el rotor
central de la enzima durante los primeros 20° a 30° por cada 120° de rotacién en vy [54].

1.2.3. Brazo periférico

Para conectar a las fracciones F; y Fo, se encuentra el brazo periférico. Este se com-
pone de x-hélices extensas, que corresponden a las subunidades by V/, que en ciertas
bacterias como E. coli son idénticas, mientras que en otros casos, como P. denitrificans,
presentan variaciones [18]. Ambas subunidades estan ancladas a la membrana, inter-
accionando con la subunidad a, extendiéndose hasta la subunidad 6 en F;. Su funcién
principal es impedir la rotacién entre las secciones inméviles de la enzima (subunidad
ay el anillo «3f33), y el anillo de subunidades c, en junto con el rotor central (yy ¢€) [55].
A pesar de esto, el brazo periférico no se mantiene estatico, sino que puede flexionar-
se hasta 12° durante la rotacién [56, 57], lo que colabora con el acoplamiento flexible
entre Fo y Fy [17].

1.3. Mecanismo catalitico

Para sintetizar ATP, la F,1Fo-ATP sintasa aprovecha la fuerza protén-motriz, un gradien-
te electroquimico de protones que impulsa la rotacion del anillo de subunidades c. La
fraccion Fq se encarga de translocar los protones desde el espacio intermembranal al
citoplasma en bacterias, mediante los hemicanales presentes en la interfaz entre las
subunidades a y c. Durante la sintesis de ATP, las subunidades c rotan en sentido anti-
horario (hacialaizquierda) desde la perspectiva de Fy, lo que causa que se aproximen a
la interfaz con la subunidad a. En este proceso, los protones del espacio intermembra-
nal ingresan por el hemicanal y protonan el residuo acido cargado en la subunidad ¢
proxima (aspartato en E. coli, glutamato en P. denitrificans), neutralizando su carga. La
subunidad c protonaday sin carga entra al entorno hidr6fobo de la membrana, movién-
dose en sentido antihorario. Esto aproxima el residuo acido de la siguiente subunidad
c al hemicanal, y el ciclo se repite. Una vez que n — 1 subunidades han sido protonadas
(n es el numero de subunidades c en el anillo), el residuo acido protonado se encuentra
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con el hemicanal de salida y el protdn se libera hacia el medio con pH mas elevado del
citoplasma.

Utilizando estructuras de alta resolucion resueltas por cristalografia de rayos X y si-
mulaciones de dindmica molecular, se demostrd que la cadena lateral de los residuos
acidos puede adoptar dos conformaciones diferentes dependiendo del entorno en que
este presente [30, 58-61]. Cuando la cadena lateral se encuentra en un ambiente hidro-
filico adopta una conformacion abierta que permite el intercambio de protones. En
un ambiente hidréfobo, la cadena lateral se encuentra protonada y en una conforma-
cion cerrada. Cuando una subunidad ¢ protonada llega al hemicanal de salida (citoplas-
ma), su cadena lateral adopta la conformacién abierta, lo que permite la liberacién del
proton. En esta conformacion desprotonada se puede establecer una interaccion con
la arginina conservada de la subunidad q, lo cual libera la cadena lateral 4cida de la
subunidad c anterior y permite la protonacién de esa subunidad, por lo tanto el cam-
bio ala conformacion cerrada. Una vez protonada y en esta conformacion, esa subuni-
dad puede volver a entrar a la interfaz hidréfoba entre el anillo de subunidades cy la
membrana lipidica, y el siguiente ciclo de translocacién de protones comienza [60].

La rotacion del anillo de subunidades c también causa la rotacion de las subunidadesy
y €, las cuales conforman el rotor central de la enzima, y son las encargadas de transfe-
rir el torque generado por la translocacién de protones a la fraccion F;. La orientacion
de la subunidad y va a determinar los estados conformacionales de « y 3. La interac-
ci6én de y con la region DELSEED en el dominio C-terminal de la subunidad 3 genera
un movimiento de bisagra entre este y el dominio de unién a nucleétidos [35, 39]. Las
propiedades dinamicas de cada una de las subunidades 3 son fundamentales para el
funcionamiento de la enzima [35, 62, 63], ya que estos cambios conformacionales su-
ceden de forma alternada durante la rotacién de vy, dando lugar a las conformaciones
del sitio de unién a nucleé6tidos mencionadas previamente: 3g, Bpp ¥ Brp. Mientras uno
de los sitios se encuentra en la conformacion g, el siguiente se encontrard en fpp y
el tercero como frp. Durante la transiciéon de fpp a Brp se condensan el Mg-ADP y el
fosfato formando Mg-ATP. Entonces, por cada 360° de rotacion de vy, cada subunidad
B habra pasado por los 3 estados, sintetizando 3 moléculas de ATP durante la rotacion.
A este mecanismo se le conoce como el mecanismo de cambio de unién o de sitios
alternantes [11].

La sintesis de una molécula de ATP estd asociada entonces con una rotacion de ~120°
de la subunidad vy. Esta rotacién se descompone en dos pasos: un giro de ~80° en el
que se unen el Mg-ADP y el fosfato (binding dwell), y un giro de ~40° en el que se lleva
a cabo la catdlisis (catalytic dwell) [64-69]. Esto se ha estudiado principalmente durante
la hidrdlisis de ATP, la cual se mencionard enseguida. Ademads, no en todos los orga-
nismos estd presente este comportamiento. En P. denitrificans, se dan inicamente tres
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pasos de 120°, a diferencia de los seis mencionados previamente [70].

También, existe un desfase entre los seis pasos en F; y el numero de pasos en Fg, co-
rrespondiente con el numero de subunidades c. Esto sugiere que la enzima alterna
entre una conformacidn tensa y relajada durante el ciclo catalitico [71, 72]. El torque
aplicado por el rotor, causado por la translocacién de protones en Fo, tenderia a rotar
al hexamero o333 en la misma direccidn. Para evitarlo, el brazo periférico de la enzima
junto con la subunidad § previenen la rotacién en F;.

En la hidrélisis de ATP, el mecanismo es semejante al de la sintesis, pero en sentido
opuesto. Aqui, la union del ATP en la subunidad f genera cambios conformaciona-
les en esa subunidad, por lo que ahora el movimiento del dominio C-terminal va a
promover la rotacion en la subunidad y. Este ciclo de unién e hidroélisis de ATP gene-
rard torque que va a impulsar la rotacion del anillo de subunidades c en sentido de las
manecillas del reloj (hacia la derecha), por lo que ahora bombeara protones desde el
citoplasma hacia el espacio intermembranal utilizando el mismo mecanismo que en
la direccidn de la sintesis. Esta actividad de ATPasa se encuentra regulada para preve-
nir el consumo total del ATP intracelular, lo que causaria la muerte celular. Existen
diversos mecanismos de regulacion, los cuales se describiran a continuacidn.

1.4. Regulacion de la F{Fg-ATPasa

Debido a que la F;Fy-ATP sintasa es completamente reversible, debe de ser regulada
cuando se detenga la sintesis para prevenir la hidrélisis total del ATP intracelular. Exis-
ten condiciones en las que no es posible mantener el gradiente electroquimico de pro-
tones, como la ausencia de un aceptor final de electrones, oscuridad o baja luminosi-
dad, o anoxia [73].

Existen diversos mecanismos para la regulacién de la actividad de ATPasa. La forma
de regulaciéon mas comun, y que se ha descrito en F,Fo-ATPasas de cloroplastos [74-77],
bacterias [78, 79] y mitocondrias [80-82], es la inhibicidon por Mg-ADP. Este actia como
un inhibidor competitivo, y es probablemente el mecanismo mds ancestral y conserva-
do de regulacidn, funcionando incluso en el complejo o333y aislado [83]. La inhibicién
por este mecanismo se da por la unién del Mg-ADP a un sitio catalitico (1p) en ausen-
cia de fosfato [84, 85]. Esto detiene la rotacion en el angulo correspondiente al catalytic
dwell, y se requiere una rotacién en y de ~ 40° para volver a activar la enzima [86]. La
activacion también es posible en presencia del N-6xido de N,N-dimetildodecilamina
(LDAO) [87, 88]. Cabe mencionar que nuestro laboratorio en colaboracién con el Dr.
Hiroyuki Noji, demostraron que esta inhibicién por Mg-ADP es parcial, pues no detie-
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ne del todo la rotacién de la subunidad y, sino que la hace mas lenta. Esto hace a este
mecanismo insuficiente para detener por completo la actividad de la ATPasa, por lo
cual a lo largo de la evolucion biolégica se han adquirido las proteinas inhibidoras de
la F;Fo-ATPasa en los diferentes organismos [70].

Ademads de la regulacién por Mg-ADP, existen otros mecanismos de regulaciéon que
no requieren de proteinas inhibitorias accesorias. En la F;Fp-ATPasa de cloroplastos,
la formacién de un puente disulfuro entre dos residuos de cisteina de la subunidad y
en condiciones oxidantes (oscuridad) bloquea la rotacién y previene la hidrélisis de
ATP por interacciones de esta subunidad con el DELSEED en 3;. Cuando se reanuda la
exposicién a la luz, el puente disulfuro es reducido por la tiorredoxina, y la subunidad
Y puede volver a rotar [89-91].

También, se ha identificado que la F;Fo-ATPasa de la bacteria Micrococcus luteus es
inhibida por la subunidad & [92, 93]. La secuencia de aminoacidos de esta subunidad
diverge de las de otras bacterias. Otro mecanismo de inhibicién también se encontrd
en la bacteria Mycobacterium smegmatis, en el que la presencia de un asa adicional en
la subunidad y, junto con un dominio adicional en su subunidad « inhiben la rotaciéon
en el sentido de la hidrolisis de ATP [94, 95].

1.4.1. Proteinas inhibitorias

Existen otros mecanismos de inhibicién que, a diferencia de los ya mencionados, uti-
lizan diferentes proteinas inhibitorias (Figura 1.4): IF1 en mitocondrias, la subunidad
¢ en cloroplastos y algunas bacterias, Atp® en cianobacterias, y la que es de mayor
interés para este trabajo: la subunidad ( en a-proteobacterias (Seccién 1.5).

IF1 (1HF9) Epsilon (1BSN) Zeta (2LLO)

Figura 1.4. Diferentes inhibidores de la Fg de la F;Fo-ATPasa. Para cada proteina, se muestra
su PDBid entre paréntesis. La coloracion va del extremo N-terminal (azul) al C-terminal (rojo).
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Factor inhibitorio de ATPasa 1 (IF1)

En mitocondrias, cuando la fuerza protéon motriz se pierde, por ejemplo durante la
isquemia o el desacoplamiento, la hidrélisis de ATP por la F;Fo-ATPasa es inhibida por
el Factor inhibitorio 1 (IF1) [96]. Esta es una proteina pequefia, de alrededor de 10 kDa,
cuyo extremo N-terminal se encuentra intrinsecamente desordenado, mientras que el
C-terminal se estructura como «-hélice y funciona como un dominio de dimerizacién
[97, 98]. En su forma activa, IF1 forma homodimeros donde las «-hélices de la regién C-
terminal en cada monomero interactian formando una hélice superenrollada (coiled
coil). La dimerizacion y la actividad inhibitoria son dependientes del pH. La méxima
inhibicidn se daa pH 6 [99], y va disminuyendo gradualmente conforme aumenta el pH
[97, 99, 100], lo que causa que IF1 tienda a formar tetrameros con dos pares de dimeros
por medio de su extremo N-terminal, la cual es la region encargada de la inhibicién
[98, 101, 102]. La formacidn de los dimeros promueve la dimerizacién de la F;Fo-ATP
sintasa mitocondrial [23, 103]

El mecanismo de inhibicidn se da en dos pasos. Primero, el dominio N-terminal entra
enlainterfaz ag/Bg. Después de una rotacion de 120° en vy, IF1 se incorpora mas profun-
damente hasta la interfaz entre app, Bpp ¥ v, la cual se conoce como Inhibition General
Core Region (INGECORE). Al mismo tiempo, el dominio intrinsecamente desordenado
de IF1 transiciona a una estructura ordenada en forma de «-hélice, bloqueando la ro-
tacidon y logrando asi la inhibicién [104-107], tanto de la sintesis como de la hidrélisis
de ATP [108, 109].

Subunidad ¢

Como ya se menciond, la subunidad ¢ juega un papel estructural en la F,;Fo-ATPasa
[45-49]. Adicionalmente, en cloroplastos y la mayoria de las bacterias esta subunidad
puede inhibir la hidrdlisis de ATP [50, 51, 110]. La inhibicién se da a causa de cambios
conformacionales en la subunidad ¢ [111], en los que las dos «-hélices del dominio C-
terminal pueden adoptar tanto una conformaciéon compacta, en la que se encuentran
paralelas, o una conformacién extendida [112].

En la conformacion extendida o inhibitoria, ambas hélices se encuentran completa-
mente extendidas y paralelas a la subunidad v, y el extremo C-terminal se inserta en
la regién INGECORE [57, 113], al igual que IF1, inhibiendo inicamente la actividad de
ATPasa, sin inhibir sintesis de ATP, por lo que la subunidad ¢ funciona como un inhi-
bidor unidireccional de la F,Fo-ATPasa [112]. Cuando las «x-hélices se encuentran en
la conformaciéon compacta o no inhibitoria, estas forman una horquilla espacialmen-
te orientada hacia el dominio N-terminal de la subunidad e. La transicién entre los
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estados compacto y extendido estd regulada por la unién de Mg-ATP [114]. Cuando la
concentracion de ATP intracelular es alta, se une el Mg-ATP interaccionando con resi-
duos de ambas «-hélices y el dominio N-terminal, por lo que la unién sélo es posible
en la conformacién compacta. Esta interaccidn es altamente especifica [115], ademas
de que la afinidad cambia entre organismos en el intervalo micro a milimolar (K4 =
4.3 uM en Bacillus PS3 [116], K4 = 2.1 mM en Bacillus subtilis [117] y Kq = 22 mM en E.
coli [114]). Cuando la concentracién de ATP disminuye, el dominio C-terminal puede
adoptar la conformacién extendida e inhibir la hidrélisis. Entonces, la subunidad ¢
funciona como un sensor de ATP, inhibiendo su hidrdlisis cuando la concentracion es
baja.

A pesar de que la secuencia primaria del sitio de unién de nucleétidos en ¢ es igual
en B. subtilis y Bacillus PS3, la afinidad por el Mg-ATP difiere en érdenes de magnitud
[116, 117]. Para explorar el origen de estas diferencias se ha utilizado simulaciones de
Dindmica molecular (MD), en las cuales se identificé un dcido glutdmico fuera del sitio
de unidén de B. subtilis (E102) con alta influencia en la afinidad [118]. Las simulaciones
permitieron identificar que este residuo secuestra a una arginina (R99) involucrada
directamente en la interaccidon con el nucledtido, formando un puente salino entre
estos residuos. Cuando se muté a E102 por alanina (E102A), la afinidad incremento ~10
veces, mientras que al mutarlo por arginina (E102R), esta incremento ~54 veces [118].
Esto sugiere que residuos de la segunda capa de interaccion, fuera del sitio de unidn,
son capaces de regular la unién del Mg-ATP con las subunidad ¢. Recientemente, se
describi6 otra forma de regulacion por residuos de la segunda capa, en la que el estado
de protonacién de dos histidinas fuera del sitio de unién modula la interaccién con el
ATP, causando que la union de este sea dependiente del pH [119]. Lo anterior sugiere
que existe una diversidad en la regulacion funcional de la subunidad ¢ en bacterias.

A pesar de que el sitio de unién a Mg-ATP se encuentra presente en la mayoria de las
bacterias, tanto en la subunidad 6 en mitocondrias (homéloga de ¢ en bacterias) como
en o-proteobacterias este sitio se perdid, ademas de que la subunidad € carece comple-
tamente de actividad inhibitoria [49].

Subunidad Atp®

A diferencia de los cloroplastos, en las cianobacterias las cadenas fotosintéticas y de
transporte de electrones estan ubicadas en la misma membrana, los tilacoides, y com-
parten componentes [120], por lo que no es posible regular a la ATPasa como en los
cloroplastos, ya que ambas vias generan un gradiente de protones. Entonces, la F;Fq-
ATPasa de cianobacterias no pueden controlarse con el mismo mecanismo redox de
los cloroplastos. Ademds de la regulacién por Mg-ADP [121] y por la subunidad ¢ [122],
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la proteina Atp® actiia como un inhibidor de la hidrélisis de ATP en cianobacterias.
Esta pequeia proteina (48 aminoacidos) se expresa durante condiciones de oscuridad
o choque térmico, e interacciona con la ATPasa en la regidén F, con las subunidades
ay c. Se propone que la inhibicion se da debido a que Atp® bloquea la rotacién del
anillo de subunidades ¢ por medio de interacciones con la subunidad a. La ubicacién
e interacciones precisas de Atp® con Fp alin no se conocen [123].

1.5. Lasubunidad C

En las bacterias de la clase a-proteobacteria la subunidad ¢, como ya se menciond, no
presenta actividad inhibitoria. En cambio, en estas bacterias se ha estudiado una nue-
va proteina inhibitoria de la F;Fo-ATPasa, conocida como subunidad (, descrita por
primera vez en P. denitrificans [124, 125]. Esta subunidad de 104 residuos y 11.7 kDa de
peso (en P. denitrificans) esta conformada por 4 «-hélices y un dominio N-terminal in-
trinsecamente desordenado en los primeros dieciocho residuos (Figura 1.5) [49, 126].
La subunidad ¢, a pesar de tener una estructura diferente a la de los otro inhibido-
res conocidos, bloquea la rotaciéon con un mecanismo similar, insertando su dominio
inhibitorio en la interfaz og/Pg al igual IF1, acoplando la rotaciéon en y con la reestruc-
turacién de su dominio N-terminal desordenado a una x-hélice [18], la cual bloquea la
rotacion de y en la region INGECORE (app/Ppp/Y) [127]. A su vez, la parte globular de
¢ se ancla en la interfaz cerrada de app/Bpp. A diferencia de IF1, que algunos autores
sugieren que bloquea la rotacion en ambos sentidos [96, 108, 109], ¢ es un inhibidor
unidireccional de la hidrdlisis de ATP [128, 129] de forma andloga a un trinquete [127].
Ademads, el dominio N-terminal de la subunidad ( presenta similitud con el dominio
inhibitorio de IF1 [127, 130].

En el dominio globular de la subunidad ¢ se ha identificado un sitio de unién a ADP o
ATP, el cual es de baja afinidad y parece regular la actividad inhibitoria de C [49, 126],
ya que al incrementar la concentracidn de ATP, la actividad inhibitoria de la subunidad
( se ve disminuida [131]. Utilizando calorimetria de titulacion isotérmica, se ha calcu-
lado la constante de disociacion del ATP con la Subunidad ¢ de la F,Fy-ATP sintasa
de Paracoccus denitrificans (Pd(), resultando en una K4 = 11.4 mM, lo que correspon-
de a una energia libre de unién AG =-2.65 kcal/mol [49]. Es importante mencionar que
aunque esta afinidad es relativamente baja, en nuestro laboratorio se ha medido la con-
centracidon de ATP intracelular en P. denitrificans, encontrandose una concentracion de
11.5 mM cuando la bacteria se crece en medio respiratorio aerdbico [129]. Esto tiene
la implicacién de que esta unién de ATP a la subunidad Pd( tiene relevancia fisiologi-
ca, pues debe promover una regulacién de la subunidad (, ademds de que ésta misma
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debe funcionar como sensor del ATP intracelular in vivo, y muy posiblemente no sélo
en P. denitrificans sino también en el resto de las «-proteobacterias donde se conserva
la subunidad (. También, por medio de Resonancia magnética nuclear (RMN) se ha
resuelto la estructura de Pd( libre (PDB: 2LL0), y en presencia de ADP (PDB: 2MDZ).
En esta ultima, Pd( experimentd una serie de cambios conformacionales en respuesta
a la unidn del ligando (Figura 1.5) [126]. Sin embargo, no existe una descripcion deta-
llada del sitio de unién a ADP/ATP, ni de como la unidn de estos nucleétidos regula la
actividad inhibitoria de Pd(.

a3 a4

Figura 1.5. Estructuras de Pd( resueltas por RMN. Se muestra un esquema de la topologia de
la subunidad C para 2LLO (Izquierda) y 2MDZ (Derecha). A pesar de los cambios en las hélices,
se mantienen los nombres de las estructuras secundarias con un fin comparativo. Los cambios
conformacionales son generados por la unidon del ADP a Pd(, identificados por RMN [126].

Por otro lado, se ha observado que la mayor capacidad inhibitoria de Pd( se da en pH 8.0
[132], lo que contrasta con IF;, donde la mejor inhibicién ocurre en valores de pH 6.5
[96]. Ademas, al analizar a Pd{ mediante filtracion molecular, se observaron cambios
en el volumen de retencién dependientes del pH, presentando un radio hidrodinamico
mayor a pH 8.0, con respecto al observado con un pH de 7.5 [132]. Este cambio en
el volumen de Pd( podria tener un efecto en la inhibicidén que ejerce sobre la F;Fo-
ATPasa.



2. Objetivos

Objetivo general

Caracterizar el sitio de uniéon a ATP y ADP de Pd( utilizando estrategias computaciona-

les y experimentales

Objetivos especificos

» Identificar los residuos involucrados en la unién de nucledtidos

= Evaluar probables cambios conformacionales causados por la unién de nucledéti-
dos, y su relacidn con la actividad bioldgica de Pd(

= Entender el papel de los nucleétidos en la inhibicién causada por Pd(

» Producir mutantes puntuales de Pd( para aumentar y disminuir la afinidad por

los nucleotidos



3. Metodologia

3.1. Metodologia in silico

3.1.1. Blsqueda de secuencias

Con el fin de realizar un analisis de la conservacién por residuo de la subunidad ¢,
se llevo a cabo una busqueda de secuencias homodlogas de Pd( en la base de datos de
UniProtKB [133] utilizando el algoritmo phmmer en el servidor web de HMMER [134].
De las 6745 secuencias encontradas, todas etiquetadas como DUF1476, se realizé un
clustering de las secuencias con al menos el 95% de identidad con el fin de eliminar
secuencias redundantes, utilizando el programa CD-Hit [135]. Para la seleccion de ho-
mologos, se eligieron Uinicamente las secuencias con una cobertura e identidad mini-
mas del 60 % y 35 %, respectivamente, resultando en 4546 secuencias diferentes, de las
cuales se recuperaron 1000 secuencias representativas.

3.1.2. Andlisis de la conservacion

Las secuencias recuperadas se alinearon utilizando MAFFT [136]. Para calcular la pun-
tuacion de la conservacidn por residuo se utilizé el método ConSurf, implementado
en el servidor web ConSurf [137]. Los alineamientos se visualizaron utilizando UCSF-
Chimera 1.16 [138].

3.1.3. Obtencién de estructuras de Pd(y nucleétidos

Para llevar a cabo los experimentos de docking y MD, se obtuvieron las estructuras
de Pd( en ausencia y presencia de ADP, las cuales se encuentran depositadas en el
Protein Data Bank (PDB) (PDB ID 2LL0 y 2MDZ, respectivamente). Por cada una de las
estructuras, resueltas por RMN, se encuentran disponibles 20 conférmeros diferentes.
Las coordenadas de los seis nucledtidos fueron obtenidas de la base de datos PubChem.
Para la generacion de las mutantes R29A, N30A, R31A, L33A, V55A, T57A, T57K, D59K,
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D61K, E62R, D65K, V68A, K71A, D75A, R86A, R93A, R29A/R93A, R29A/N30A/R93A y
N30A/E62R se utilizé el programa PyMOL 2.4.1 [139], seguido de una minimizacion de
energia con 100 pasos con el algoritmo de steepest descent [140] y 10 pasos del algoritmo
de gradiente conjugado [141].

3.1.4. Deteccidn de cavidades

Con el fin de tener un primer acercamiento a los posibles sitios de unién de los nucleé-
tidos en Pd( silvestre (PACWT), se utiliz6 el programa FTSite[142, 143] para identificar
cavidades donde se podrian unir los nucleétidos. Se probaron cada uno de los 20 con-
férmeros disponibles para ambas estructuras.

3.1.5. Preparacion de Pd( silvestre y mutantes

Antes de realizar el docking, es necesario corregir los estados de protonacion de los
receptores (PACWT y mutantes). Se utilizé el servidor web H++ [144], el cual agrega
los protones faltantes a la estructura utilizando los pardmetros del campo de fuerza
Amberff19SB, ademds de determinar el estado de protonacién de los grupos titulables
utilizando una metodologia estandar de solvente continuo en un modelo de Poisson-
Boltzmann para predecir los pK, de estos grupos. Se ajusté la protonacién a un pH 7.0.
Posteriormente, para el docking con FRED [145] se prepararon los receptores utilizando
el programa Make Receptor 4.0.0.0 de OpenEye [146], asegurdandose de que la region de
muestreo cubriera las cavidades previamente identificadas. Para los dockings en Auto-
dock Vina 1.2 (referido aqui como Vina) [147], se prepararon los receptores utilizando
AutoDockTools 1.5.7 [148].

3.1.6. Preparacion de los nucleotidos

Se ajustd la protonacién de los nucleétidos a pH 7.0 con el software Avogadro 1.2 [149].
Posteriormente, se asignaron las cargas parciales de los atomos para cada nucledti-
do, empleando el modelo semiempirico AM1-BCC [150] incorporado en el programa
molcharge 2.1.1.0 del paquete QUAPAC 2.1.2.1 de Openeye [151]. Para los dockings con
FRED se generd una biblioteca de 1000 conférmeros diferentes para cada nucleétido,
utilizando los parametros del campo de fuerza MMFF94 en el programa OMEGA 4.1.0.0
[152]. En el caso de Vina, para el ADPy ATP se aplicé una minimizacién de energia con
1500 pasos del método steepest descent [140] utilizando el campo de fuerza GAFF [153]
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en Open Babel 2.4.0 [154], y de igual manera se asignaron las cargas parciales con el
modelo AM1-BCC.

3.1.7. Docking ciego

Una vez preparados los receptores y ligandos, se llevé a cabo un docking ciego secuen-
cial en el programa FRED 4.0.0.0 [145]. Se utilizaron los 20 conférmeros de 2LL0 y
2MDZ, y para cada uno se acoplaron las bibliotecas de conférmeros de ambos nucleoti-
dos, resultando en 80 acoplamientos diferentes. Se recuperaron las 100 mejores poses
de cada docking, clasificandolas con la funcién de puntuacién Chemgauss4.

3.1.8. Docking local

Con el fin de refinar el docking ciego, ademds de llevar a cabo los acoplamientos con
las mutantes, se muestred unicamente en el sitio de unién previamente identificado
con el docking ciego para el docking local. Para FRED, se acoplaron las bibliotecas de
conformeros de cada nucleétido con inicamente un conférmero por sistema. Al igual
que con el docking ciego, se guardaron las 100 mejores poses segun la puntuacién de la
funcién Chemgauss4.

Para el docking refinado con Vina, se utilizé un espacio de bisqueda de 17 A x 17 A
x 17 A con un espaciamiento de 1 A, centrado en el sitio de unién identificado en el
docking ciego con FRED. Se acoplaron el ADP y ATP en cada uno de los 20 conformeros
de 2LL0 y 2MDZ, recuperando las 10 mejores poses obtenidas utilizando la funcién de
puntuacién de Vina.

3.1.9. Dindmica molecular clasica

Se seleccionaron las mejores poses resultantes del docking ciego como estructuras de
partida para las simulaciones de MD. Se parametrizaron los nucleétidos con el progra-
ma antechamber [153, 155] de la suite AmberTools 21 [156], y se revisaron los pardme-
tros generados con parmchk?2. Se construyeron los sistemas y se prepararon las topolo-
gias para cada sistema utilizando el médulo LEaP (version leap) [156] con el campo de
fuerza ff19SB [157] para la proteina y GAFF [153, 155] para los nucleétidos. Se afiadieron
iones de Na* para neutralizar las cargas del sistema. Todos los sistemas fueron solvata-
dos en una caja octaédrica con el modelo de solvente explicito OPC [158], localizando
los limites de la caja a 10 A de la proteina.
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Las simulaciones de MD fueron realizadas en el programa AMBER 20 [156], a una tem-
peratura de 298.15 Ky 1 atm de presidn, aplicando el termostato de Langevin [159] con
una frecuencia de colisiones de 5 ps™, ademas de un control de presién isotrépico con
el barostato de Berendsen [160]. Se establecieron condiciones de contorno periddicas
y se utilizé el método de sumas de Ewald de malla de particulas [161], con un cutoff
de 10 A. Se utilizé el algoritmo SHAKE [162] para las restricciones de los enlaces, y se
determind un tiempo de integracion de 2 fs.

Se minimiz0 la energia de las estructuras con 1000 pasos del método de steepest descent
[140], seguido de 4000 pasos de minimizacion con el método de gradiente conjugado
[141]. Posteriormente, se calentaron los sistemas durante 50 ps a 298.15 K, seguido de
una equilibracién de 500 ps a 298.15 Ky 1 atm de presion. Se impusieron restricciones
de posicidn sobre los dtomos pesados de los complejos, las cuales se fueron removien-
do gradualmente durante la minimizacidn, calentamiento y equilibracién, en esta ulti-
ma restringiendo unicamente al esqueleto de la proteina. Para la produccién de la MDD,
se simularon 100 ns para cada sistema. Se almacenaron los datos de las posiciones y
energia cada 5000 pasos de simulacion (10 ps), resultando en 10,001 conformaciones
espaciales para toda la dindmica. Se llevaron a cabo duplicados para todas las simula-
ciones.

Para las simulaciones de MD de las mutantes, se seleccionaron las siguientes: R29A,
N30A, T57K, E62R, D75A y N30A/E62R. Se utilizaron los mismos parametros y condicio-
nes que en las simulaciones de PACWT. En el caso de las mutantes E62R y N30A/E62R,
se utiliz6 como estructura de partida la mejor pose resultante del docking con Vina.

3.1.10. Dinamica molecular a pH constante

Para las simulaciones de Dinamica molecular a pH constante (pHMD), se utilizé el
campo de fuerza ff10SB modificado con los pardmetros necesarios para la pHMD. Los
demds pasos de la preparacion, minimizacion, calentamiento y equilibracion de los sis-
temas se mantuvieron como en las simulaciones de MD clésica. Para la produccion de
la pHMD, se llevé a cabo con pH constante en un modelo hibrido de solvente, utilizan-
do el modelo de solvente explicito TIP3P [163] para la simulacién de MD, y el modelo
generalizado de Born (GB) [164] para las simulaciones de Monte Carlo, haciendo un in-
tento de protonacidon/desprotonacién cada 100 pasos de simulacion, permitiendo 100
pasos de relajacion del solvente en caso de que hubiera algin cambio en la protona-
cion. Se estableci6 una concentracion de sal de 0.1 M para los cdlculos del modelo GB.
Se simulé la estructura de Pd( resuelta sin ADP (2LL0) a valores de pH de 6.0, 7.0 y 8.0;
ademads de los sistemas 2LL0 + ADP/ATP y 2MDZ + ADP/ATP a pH 7.0.



3.2. Metodologia in vitro 20

3.1.11. Analisis de datos

Para generar el fingerprint de la interaccién de Pd( con los nucledtidos en el docking
ciego secuencial, se utilizaron scripts de Python para obtener los datos a partir de los
resultados del docking. Una vez conseguidas las interacciones, se graficd la frecuencia
de los contactos utilizando R 4.1.1 y RStudio 1.4.1717. Para analizar los acoplamientos
locales con FRED y Vina se utilizé PLIP [165].

Los analisis de las trayectorias, tanto de las simulaciones MD y pHMD, fueron realiza-
dos utilizando el médulo CPPTRA] 5.1.0 incorporando en AmberTools 21; ademas del
paquete de R bio3d 2.4-2 [166]. El andlisis de los contactos entre Pd( y los nucleétidos
durante los 100 ns de simulacién se genero con la libreria GetContacts [167].

3.1.12. Visualizacidén de datos

Todas las estructuras fueron visualizadas en PyMOL 2.4.1 [139] y ChimeraX 1.2.5 [168].
Las imagenes de las estructuras fueron producidas en Blender 3.5 [169] y PYMOL 2.4.1
[139]; mientras que para la visualizacion y representacion de datos se utilizo el paquete
de R ggplot2 3.3.5 [170].

3.2. Metodologia in vitro

3.2.1. Purificacion de DNA plasmidico por lisis alcalina

Para purificar el DNA plasmidico se tomaron 1.5 mL de cultivo saturado de E. coli en
medio LB (triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L), los cuales se cen-
trifugaron a 14,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos. Se descarto el
sobrenadante y la pastilla formada se resuspendi6 en 100 uL de solucion de lisis alca-
lina I (50 mM glucosa, 2.5 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 100 pg/mL RNasa
A). Posteriormente se anadieron 200 uL de la solucién de lisis alcalina IT (0.2 N NaOH,
1% SDS (p/v)), se agit6 por inversion suavemente y se incubd en hielo durante 5 minu-
tos. Al término de la incubacion se agregaron 150 uL de la solucién de lisis alcalina III
(60 mL acetato de potasio 5M + 11.5 mL acido acético glacial + 28.5 mL H,0), se agito6
suavemente y se volvid a incubar en hielo durante 3 minutos. Después, se centrifugo
a 14,000 rpm durante 15 minutos y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo, al
cual se le afiadieron 2 volumenes de isopropanol para precipitar el DNA plasmidico.
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Las muestras se incubaron durante toda la noche a -20 °C. Una vez terminada la incu-
bacidn se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 minutos. Se descartd el sobrenadante
completamente y la pastilla se lavo con 1 mL de etanol 70 %. Se volvid a centrifugar a
14,000 rpm por 5 minutos y se descartod el sobrenadante. La pastilla resultante se dejo
secar a temperatura ambiente durante 10 minutos y se resuspendié en 50 pL de agua
destilada estéril.

3.2.2. Preparacion de células quimicamente competentes

A partir de un cultivo saturado de E. coli Turbo en medio LB, o E. coli Origami B(DE3)pLysS
en medio LB con Tetraciclina (TET) 10 pg/mL, Kanamicina (KAN) 50 pg/mL y Cloram-
fenicol (CAM) 25 pg/mL, se tomardn 400 uL para inocular 20 mL de medio LB, o me-
dio LB + TET 10 pg/mL, KAN 50 ug/mL y CAM 25 pg/mL en el caso de E. coli Origami
B(DE3)pLysS. Los cultivos se incubaron en agitacidn a 37 °C hasta que alcanzaron una
densidad optica a 600 nm (ODg) de 0.6. Posteriormente se centrifugaron a 4,000 rpm
durante 15 minutos. Se descarté el sobrenadante y la pastilla de células se resuspendid
en 5 mL de CaCl, y MgCl, 100 mM. Se incubaron por 10 minutos en hielo, luego se cen-
trifugaron a 4,000 rpm durante 10 minutos. Se descarté el sobrenadante y la pastilla se
resuspendié en 1 mL 100 mM CacCl, frio. Se agregé 15 % de glicerol y alicuotd, para ser
almacenadas a -70 °C.

3.2.3. Transformacion por choque térmico

Las células quimicamente competentes fueron descongeladas en hielo, evitando cam-
bios bruscos de temperatura. A 50 uL de células se anadieron 5-10 pL del plasmido a
transformar, para luego incubarse durante 30 minutos en hielo. Después se realizo el
choque térmico a 42 °C durante 30 segundos para E. coli Turbo, o 1 minuto para E. co-
li Origami B(DE3)pLysS. Se adicionaron 950 uL de medio SOC (20 g/L triptona, 5 g/L
extracto de levadura, 5 g/L Nacl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM
glucosa), para posteriormente incubar durante 1 hora en agitacién a 37 °C. Después de
la incubacion, se inocularon cajas Petri con medio LB sélido (medio LB + 15 g/L agar
bacteriolégico) adicionado con Ampicilina (AMP) 100 pg/mL para E. coli Turbo, o LB
s6lido + AMP 100 pg/mL, TET 10 pg/mL, KAN 50 ug/mL y CAM 25 ug/mL para E. coli
Origami B(DE3)pLysS. Las cajas inoculadas fueron incubadas durante toda la noche a
37 °C. Se seleccionaron las colonias y crecieron en medio LB y en cajas de Petri con
medio LB sélido.
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3.2.4. Mutagénesis sitio dirigida de Pd(

Se utiliz6 el plasmido pT7-7 + PACWT (Figura 3.1a) purificado por lisis alcalina como
molde para llevar a cabo las mutaciones puntuales R29A, T57K y D75A en el gen de
Pd(. Las mutaciones se introdujeron utilizando Reaccién en Cadena de la polimera-
sa (PCR) con la polimerasa Pfu a las siguientes condiciones de reaccién: 5 minutos de
desnaturalizacion a 95 °C, seguido de 13 ciclos de amplificacion con 1 minuto de desna-
turalizacidn a 95 °C, 1 minuto de hibridacion a 65 °C y 5.5 minutos de elongacién a 72
°C, terminando con una elongacion final durante 10 minutos a 72 °C. Se utilizaron 100
ng del plasmido pT7-7 + PACWT como molde y 1 uM de la mezcla de oligonucleétidos
(Tabla 3.1).
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(a) pT7-7 + Pd( (b) pET-3a+ Pd(

Figura 3.1. Mapa de los vectores de expresion utilizados. Se muestra en rojo la posicién del
gen de Pd( clonado en cada vector. A) pT7-7 se utilizé para expresar PACWT y las mutantes
R29A, T57K y D75A. B) pET-3a se empleo para expresar las mutantes N30A, E62R y N30A/E62R.

Los productos de la PCR fueron digeridos con Dpnl durante 90 minutos a 37 °C para
degradar el DNA molde. Posteriormente se transformaron en E. coli Turbo con el pro-
tocolo previamente descrito, utilizando 5 pL de los productos de la PCR digeridos. Se
seleccionaron las colonias transformadas y se crecieron en medio LB liquido + AMP.
Para cada mutante se seleccionaron 3 colonias, se purificé el DNA plasmidico de cada
una y se secuencio para verificar que la mutacién se incorporara satisfactoriamente.
Un resumen gréafico de esta técnica se muestra en la Figura 3.2. Estas construcciones
se disefiaron y se construyeron por la técnica de QuickChange en colaboraciéon con la
Dra. Nallely Cabrera del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.
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Figura 3.2. Esquema general de la mutagénesis sitio dirigida.

Primer Secuencia

F-R29A 5-GCCGAGGCGCGGGCCAATCGCCTGCT-3
R-R29A 5-AGCAGGCGATTGGCCCGCGCCTCGGC-3’
F-T57K 5-GCTGACCGTGGTCAAGTCGGATTTCGACGA-3’
R-T57K 5-TCGTCGAAATCCGACTTGACCACGGTCAGC-3’
F-D75A 5-AAGCTGGCGGCCGCACTGGAAGGCAAGGC-3
R-D75A 5-GCCTTGCCTTCCAGTGCGGCCGCCAGCTT-3

Tabla 3.1. Oligonucleétidos utilizados para la mutagénesis sitio dirigida.

3.2.5. Geles de acrilamida

Para identificar las proteinas de interés se utilizaron Electroforesis en gel de poliacri-
lamida desnaturalizante (SDS-PAGE) tipo Schigger y von Jagow [171]. Se utiliz6 una
concentracion de 4 % para el gel concentrador, mientras que para el gel separador se
utilizé una concentracién del 12 %, a excepcién de los ensayos de protedlisis limitada,
donde la concentracién del gel separador fue del 16 %.

3.2.6. Pruebas de induccién

Para evaluar la expresion Pd(, se indujeron las células transformadas con los plasmi-
dos de expresién con 0.25 mM Isopropil-3-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). Se inocul6
1mL de medio LB+ AMP 100 pg/mL, TET 10 pg/mL, KAN 50 ug/mL y CAM 25 pg/mL con
cada cepa de expresion. Se incubaron a 37 °C hasta alcanzar una ODy, de 0.6, momen-
to en el que se anadi6 el IPTG. En algunos casos se afiadié Rifampicina (RIF) 50ug/mL
3 horas después de la induccion con IPTG para disminuir la expresion de proteinas
enddgenas de la célula.
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3.2.7. Purificacion de Pd( silvestre y mutantes

Para purificar la PACWT y las mutantes R29A, T57K y D75A, se transformaron células
de E. coli Origami B(DE3)pLysS con el vector de expresion pT7-7 clonado con el gen
de Pd( correspondiente, mientras que para las mutantes N30A, E62R y N30A/E62R se
utilizo el vector pET-3a (Figura 3.1). Se utiliz6 el mismo protocolo de purificacién para
cada una de las diferentes mutantes de Pd(, asi como para la proteina silvestre.

Se comenz6 inoculando 100 mL de medio LB + AMP 100 pug/mL, TET 10 ug/mL, KAN 50
pg/mL y CAM 25 pg/mL con las células E. coli Origami B(DE3)pLysS y se incubaron en
agitacidon toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se inocularon 4 matracesde 2L con 1L
cadauno de medio LB+ AMP 100 pg/mL, TET 10 pg/mL, KAN 50 pg/mLy CAM 25 ug/mL
con 25 mL del cultivo de la noche anterior, y se incubaron a 37 °C con agitacién hasta
alcanzar una ODg, de 0.6, momento en el que comenzo la induccién con 0.25 mM de
IPTG. Se incubaron 3 horas a 37 °C en agitacion, posteriormente se afiadié rifampicina
50 pg/mL. Las células se incubaron toda la noche a 37 °C en agitacion.

Después de la incubacion, se centrifugaron las células a 6,000 rpm por 15 minutos a 4
°C, se recuperd el precipitado y se lavd una vez con buffer A (20 mM NaCl, 10 mM Tris
pH 7.0). Se concentraron las células por centrifugacion a 6,000 rpm por 15 minutos a
4 °C. La pastilla de células se resuspendi6 en buffer B (20 mM KH,PO, pH 7.0, 1 mM
EDTA, 1 mM PMSF, cOmplete®) y se sonicé en bafio de hielo por 14 ciclos de 30 segun-
dos con 1 minuto de descanso. Posteriormente se afadieron 10 mM MgCl, y 5 mg de
DNasa I, se incubd en agitacién a temperatura ambiente durante 20 minutos, luego se
centrifug a 12,000 rpm por 15 minutos a 4 °Cy se recuper? el sobrenadante. Se afiadid
sulfato de amonio hasta llegar al 50 % de saturacidn en un bafio de hielo, se centrifugé
a 12,000 rpm durante 30 minutos a 4 °Cy el sobrenadante resultante se llevé a 80 % de
saturacion de sulfato de amonio en bafio de hielo. Se incubé por 2 horas en hielo pa-
ra posteriormente centrifugar a 12,000 rpm por 15 minutos a 4 °C. El botdon resultante
se resuspendi6 en 5 mL de buffer B. Para remover el exceso de sulfato de amonio, se
dializ6 la muestra con 2 litros de buffer B en dos cambios, el primero incubandose a 4
°C durante la noche. Al dia siguiente se cambid al segundo litro de buffer By se incubd
por 2 horas a 4 °C.

La muestra desalada se unié a una columna de intercambio idnico (DEAE), previamen-
te equilibrada con 10 volumenes de H,O y 10 volumenes de buffer B. Para eluir, se utilizd
un gradiente escalonado de KH,PO, (50, 80, 100, 150, 300 y 500 mM), recolectando frac-
ciones cada 4 mL. Estas fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE. Las fracciones
con mayor cantidad de Pd( se juntaron y concentraron. La muestra concentrada pos-
teriormente se cargd en una columna de filtracién en gel Superdex” 75, previamente
equilibrada con 50 mL de H,0 y 50 mL de buffer B. Las fracciones con mayor enrique-
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cimiento de Pd( se concentraron, se les afiadi6 20 % glicerol y se almacenaron a -70
°C.

3.2.8. Purificacion de PdF;

Para realizar la purificacidn de Fraccion F; de la F1Fo-ATP sintasa de Paracoccus denitri-
ficans (PdF;), se utilizo la cepa E. coli DK8 transformadas con el plasmido de expresion
pPdF1yCC (+ atpl2), el cual tiene clonados los genes de las subunidades «, 3,v, d y €
de F; de P. denitrificans, ademas de la chaperona Atp12 [70]. La subunidad {3 tiene una
cola de 10 histidinas en el extremo N-terminal. Esta cepa de E. coli no cuenta con el ope-
ron unc, por lo que no expresa su propia F;Fo-ATP sintasa. Se inocularon 125 mL de
medio 2xYT (16 g/L triptona, 10 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCl) + AMP 150 ug/mL
con las células E. coli DK8 transformadas y se incubaron toda la noche en agitacion
a 37 °C. Después, se crecieron las bacterias en 5 L. de medio 2xYT + AMP 150 ug/mL
hasta una 0Dy, de 0.6, momento en el que se afiadié IPTG hasta una concentraciéon
de 0.25 mM para inducir la expresién, incubandose durante la noche en agitacion a 37
°C. Posteriormente, se cosecharon las células por centrifugacion a 6,000 rpm durante
15 minutos y se lavaron con buffer A. Se resuspendieron las células en buffer APdF1 (50
mM Tris pH 7.6, 100 mM KCl, 0.1 mM ADP, 15 % glicerol, 0.1 mM PMSF, cOmplete”). Se
homogeneizaron con un Potter y se incubaron con 0.2 mg/mL de lisozima, 20 pg/mL
de DNasa Iy 1 mM MgCl, durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de 14
ciclos de sonicacién en hielo de 30 segundos con 1 minuto de descanso. Se centrifugé
a 45,000 rpm durante 1 hora a 25 °C. El sobrenadante se recuperd y se afiladié 60 mM
imidazol. La muestra se carg6 en una columna HisTrap FF Crude 5 mL previamente
equilibrada con 10 volimenes de H,O y 10 volumenes de buffer APdF1 + 60 mM imida-
zol + 350 mM NaCl. Para remover contaminantes, se lavo la columna con 10 volimenes
de buffer APdF1 + 60 mM imidazol + 350 mM NaCl, y se eluy6 la muestra con 15 mL de
buffer APdF1 + 350 mM imidazol + 350 mM NaCl. Las fracciones eluidas se analizaron
por SDS-PAGE, y las que presentaron mayor concentraciéon de PdF; se concentraron
con un Amicon™ de 100 kDa. El concentrado resultante se llev6 a 3 mL y se cargd en
una columna de desalado Econo-Pac” 10DG (Bio-Rad) previamente equilibrada con 30
mL de H,0 y 30 mL de buffer APdF1. La muestra desalada se volvid a concentrar en un
Amicon™ de 100 kDa, se llevé a 20 % de glicerol y se afiadié 1mM ATP. Se guardé a -70
°C.
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3.2.9. Cuantificacién de proteinas

Para conocer la concentracion de las proteinas purificadas, se cuantificaron utilizando
el método de Lowry-TCA [172, 173] y el ensayo de 4cido bicinconinico con precipitacion
por TCA (BCA-TCA) [174, 175]. Para ambos métodos, se comenzo con una precipitacion
con acido tricloroacético (TCA) para remover interferencias con la cuantificaciéon de
proteinas. Se llevan las muestras de proteinas a cuantificar y la curva estandar de BSA
(0-50 pg de BSA) a1 mLy se afiaden 100 pL de desoxicolato de sodio al 15 % y se incuban
por 10 minutos. Después de agregan 100 uL de TCA 72 % y se incuba en hielo durante
10 minutos. Las muestras se centrifugan durante 15 minutos a 14,000 rpm. Se descarta
completamente el sobrenadante y el precipitado se resuspende en 100 uL de H,0 +
2.5 uL de NaOH 2 N. Para la cuantificacién con el método de Lowry, se agrega a cada
muestra 1 mL de solucién de Lowry A:B 50:1 (Lowry A: 2 % NaCO3, Lowry B: 1 % CuSOy,
2 % tartrato de Na y K en NaOH 0.1 N). Se incuban durante 10 minutos a temperatura
ambiente y se agregan 100 uL de una dilucién 1:1 del reactivo del fenol segin Folin-
Ciocalteu:H,0. Se incuban durante 30 minutos a temperatura ambiente y se mide la
absorbancia a 660 nm.

En el caso del ensayo con BCA, a las muestras ya precipitadas y resuspendidas se agre-
gan 900 uL de la mezcla de reaccién BCA A:B 50:1 (BCA A: 1% acido bicinconinico,
2% NaCO3, 0.16 % tartrato de Na, 0.4 % NaOH, 0.95 % NaHCOs3, pH 11.25 ajustado con
50 % NaOH o NaHCO3; s6lido; BCA B: 4 % CuSO, - 5 H,0). Se incuban a 37 °C durante 30
minutos y se mide la absorbancia a 562 nm.

Una vez medidas las muestras y la curva estandar, se grafican los datos de esta ultimay
por medio de una regresion lineal se calcula la concentracién de proteina de las mues-
tras interpolando sus absorbancias a partir de la ecuacion de la recta obtenida de la
regresion lineal.

3.2.10. Ensayos de actividad de hidrolisis de ATP en medio rege-
nerante

Para medir la actividad de hidrdlisis de ATP de la PdF;, se utilizé el protocolo reporta-
do en [176]. En este ensayo, se acopla la hidrélisis de ATP causado por la PdF; con la
conversion de fosfoenolpiruvato (PEP) a piruvato por la enzima Piruvato cinasa (PK),
regenerando asi el ATP y manteniendo su concentracidén constante. Al mismo tiempo,
el piruvato formado es utilizado por la lactato deshidrogenasa (LDH) para producir lac-
tato, oxidando al NADH en el proceso, permitiéndonos seguir la reaccién midiendo la
disminucién de la absorbancia a 340 nm causada por la oxidaciéon de NADH a NAD".
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Mientras el sistema se mantenga en estado estacionario, la cantidad de ATP hidroliza-
do sera proporcional a la cantidad de NADH oxidado.

Antes de llevar a cabo el ensayo, se reconstituyeron 5 ug de PdF; en buffer de reconsti-
tucién (250 mM sacarosa, 20 mM Tris pH 7.5), adicionado con 1 mM ATP y 1 mM MgCl,,
con diferentes concentraciones de PACWT y mutantes (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 15, 35 uM)
en un volumen final de 50 pL durante 10 minutos. Para las pruebas con diferentes con-
centraciones de ATP, se reconstituyeron en la concentracién de ATP correspondiente
(1, 3, 5y 10 mM ATP). Después de la incubacion, se inicid la reaccidn de hidrélisis de
ATP agregando los 50 pL reconstituidos a 950 uL de mezcla de reaccién (250 mM saca-
rosa, 50 mM Tris-acetato pH 8.0, 3 mM MgCl,, 30 mM acetato de K, 1.5 mM PEP, 3 mM
ATP, 200 uM NADH, 4 U/mL PK, 4 U/mL LDH, 0.15% LDAO) en una celda de plastico.
La concentracion de ATP en la mezcla de reaccidn se ajust6 segun las condiciones del
experimento (1, 3, 5y 10 mM ATP) cuando fuera necesario. Se sigui6 la absorbancia a
340 nm durante 10 minutos. Se calcula el cambio en la absorbancia por minuto (AAU/-
min) en la parte lineal de la reacciéon (Viax). La actividad de hidroélisis de ATP (actividad
especifica de la PdF,) se calcula con la siguiente formula:

umol AAU/min

: = 3.1
minmg 6.22mM 'cm~! * mg PdF1 G

Actividad especifica

Siendo 6.22 mM'cm! el coeficiente de extincién molar del NADH a 340 nm. Los resul-
tados se ajustaron a un modelo de inhibicidn total no competitiva.

3.2.11. Protedlisis limitada

Con el fin de evaluar como la unién de ADP o ATP a PACWT modifica su estabilidad,
ademas de medir una K4 aparente segun el efecto protector de los nucledtidos a la
proteolisis, se llevaron a cabo experimentos de protedlisis limitada a diferentes con-
centraciones de nucleétidos (0, 2.5, 5, 10, 15, 20, 40 y 60 mM). Utilizando 3 pg de Pd(,
se incubd por 9 minutos con 1 ug de tripsina en buffer 20 mM KH,PO, pH 7.0. La reac-
cién se detuvo con PMSF 10 mM y un bafio de hielo. La protedlisis fue analizada por
SDS-PAGE al 16 % de acrilamida.

3.2.12. Dicroismo circular

Las mediciones de dicroismo circular en el ultravioleta lejano de PACWT y la mutante
D75A se llevaron a cabo a una concentracion de 0.161 mg/mL y 0.233 mg/mL respec-
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tivamente, en un espectropolarimetro Chirascan™ de Applied Photophysics, con una
celda de cuarzo con un paso de luz de 0.1 cm. Las muestras de las proteinas se filtraron
y diluyeron en un amortiguador 25 mM de fosfatos a pH 8.0. Los resultados se expresan
como la elipticidad media por residuo (Mean Residue Ellipticity, MRE) a una longitud de
onda A, dada por:

MRW x 6,
MRE = ——= 2
R 10xd*c (3-2)
Donde MRW es el peso promedio por residuo de la proteina, 6, es la elipticidad obser-
vada (grados) a una longitud de onda A, d es la distancia del paso de luz (cm) y c es
la concentracion de la proteina (mg/mL). Los espectros obtenidos representan en el

promedio de tres mediciones.



4. Resultados

4.1. Analisis de conservacion en la subuni-
dad ( de x-proteobacterias

Se recuperaron 1000 secuencias en la busqueda de homodlogos de Pd( (DUF1476). El
andlisis de la conservacidn por posicién en estas secuencias revela que la regién mas
conservada de Pd( corresponde con el extremo N-terminal (residuos 1-19), en el cual
se encuentra el dominio inhibitorio (Figura 4.1). También, en los residuos 23 al 39 se
identificd otra regién con relativamente alta conservacién, destacando los residuos
F23, R28, R29, N30, L32 y W36, todos presentes en la primer «-hélice (H1). Ademas,
se encontraron mas residuos con alta conservacién en las «-hélices H2 y H3, de los
cuales resaltan la Y51 en H2, asi como V68, K71, D75 y L76 en H3. Por otro lado, se
encontr6é un menor grado de conservacion en el extremo C-terminal, especialmente
en la a-hélice H4. En esta region, solo los residuos A96 y Q99 de P. denitrificans se man-
tuvieron altamente conservados, siendo A96 uno de los residuos mds preservados en
la familia DUF1476.

Cabe resaltar que, a excepcion del dominio inhibitorio (N-terminal), las regiones con
alta conservacion se encuentran en las «-hélices de la subunidad ( en solucidén, lo que
sugiere que muchos de estos residuos juegan un papel estructural en la proteina. Adi-
cionalmente, la mayoria de estos residuos se encuentran en la intercara de las cuatro
a-hélices, orientados hacia el interior de la subunidad (.

4.2. Deteccion de cavidades

En ambas estructuras de Pd( (2LLO y 2MDZ) se identificaron tres cavidades distintas
(ver Figura 4.2). Aunque no estén ubicadas en las mismas posiciones en la proteina,
se evidencia que éstas son equivalentes y que los cambios observados resultan de los
cambios conformacionales que experimenta Pd( en presencia de ADP (2MDZ). Estas
cavidades se encontraron en los 20 conférmeros disponibles para cada estructura.
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Figura 4.1. Andlisis de la conservacién por residuo en la subunidad C. A) Se seleccionaron 12
secuencias de las 1000 en total para la visualizacién. Los residuos mas conservados se mues-
tran en color magenta, mientras que los residuos mas variables en cian. En la parte superior
del alineamiento se representa la puntuacién de conservacién en cada posicion, ademas de la
estructura secundaria (hélices H1-H4 resaltadas en rojo) de la estructura de referencia (PDB
2LL0). b) Proyeccién de la puntuacidn de conservacién en la subunidad ¢ (PDB 2LL0)

La primera cavidad (color morado en la Figura 4.2) se localiza en la intercara de las
cuatro «-hélices de ambas estructuras, y concuerda con la posicion de los residuos
altamente conservados en Pd( (Figura 4.1). En 2MDZ esta cavidad se desplaza debido a
los cambios conformacionales que se producen. La siguiente cavidad (color verde en
la Figura 4.2) se localizé entre las -hélices H1 y H4, en la superficie de la proteina. La
ultima cavidad detectada por FTSite (color rojo en la Figura 4.2) también se encontrd
en la superficie de Pd(. En este caso, esta conformada por residuos entre las «-hélices
H1lyHS3.
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2LLO 2MDZ

Figura 4.2. Resultados de la deteccién de cavidades. Para cada cavidad detectada se represen-
tan los residuos que la componen, los cuales se muestran en varillas de color de la cavidad.

4.3. ldentificaciondelsitiode unidon anucled-
tidos en Pd(

Con el objetivo de identificar la region de unién de nucleétidos en Pd(, se realizaron
andlisis de docking ciego del ADP y ATP en los 20 conférmeros disponibles en las es-
tructuras 2LL0 y 2MDZ. La Figura 4.3 muestra las 10 mejores poses para cada sistema.
Como se puede observar, las regiones donde el ADP y ATP se acoplaron coinciden con
una de las cavidades previamente identificadas en ambas estructuras (cavidad morada
en la Figura 4.2).

A partir de las 100 mejores poses obtenidas de cada docking ciego, se extrajo el finger-
print de lainteraccion del ADP y ATP con Pd(. Enla Figura 4.4 se presentan los residuos
que aparecieron en mas del 30 % de las 2,000 mejores poses evaluadas para cada siste-
ma. Se observa una mayor presencia de residuos involucrados en la interaccién con
nucleétidos en 2LL0 en comparacidén con 2MDZ. Para ambas estructura, las frecuen-
cias de las interaccién fueron similares entre ADP y ATP.

En el caso de 2LLO0, los residuos con una frecuencia mayor al 30 % en las 2,000 poses
analizadas incluyeron E26, R29, N30, V55, T57, S58, D59, E62, P63, G64, V68, K71 y R93
tanto para el ADP como el ATP. Respecto a 2MDZ, los residuos mas frecuentes fueron
R29, N30, V55, V56, T57, D59, F60 con el ADP, y con ATP fueron A27, R29, N30, R31,
V56, T57, F60. Entre los cuatro sistemas se encontraron cuatro residuos comunes: R29,
N30, D59 y T57.
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Figura 4.3. Mejores 10 poses resultantes del docking ciego con FRED. A) 2LLO0 + ADP. B) 2LL0
+ ATP. C) 2MDZ + ADP. D) 2MDZ + ATP.

4.4. Docking refinado (Local)

Se llevo a cabo un docking local mediante los programas FRED y Vina para refinar las
interacciones del ADP y ATP en el sitio de unién. Al igual que con FRED, se ejecutd
el acoplamiento local en los 20 conformeros de 2LL0 y 2MDZ. La Figura 4.5 muestra la
comparacién entre las mejores poses obtenidas por FRED (en amarillo) y Vina (en rosa).
Es importante sefialar que, en todos los casos, las conformaciones resultantes de los
acoplamientos son semejantes empleando ambos programas, aun cuando las energias
(puntuaciones del docking) fueron mejores en FRED (Tabla 4.1). Este comportamiento
se evidencia tanto al considerar el promedio de las mejores puntuaciones para cada
uno de los 20 conformeros como al evaluar exclusivamente a la mejor pose en cada
programa.

En cuanto a los resultados de Vina, las puntuaciones fueron mas favorables en las inter-
acciones con 2MDZ en comparacion con las de 2LL0, con una diferencia de 0.6 kcal/mol
para el ADP y de 0.9 kcal/mol para el ATP.

En relacion a los contactos detallados en la Tabla 4.1, los residuos R29, N30, L33, G64,
D65 y R93 establecieron interacciones con el ADP y ATP en 2LL0. Ademds, con el ATP
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Docking contact frequency - ADP & ATP
Top 100 poses for each of the 20 different dockings per system Frequency threshold: 30%

2LLO + ADP | 2LLO + ATP
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Figura 4.4. Fingerprint del docking ciego de Pd( con ADP y ATP obtenido de las 2,000 mejores
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poses de FRED para cada sistema.

se observaron mas contactos con R29, lo cual se atribuye a un puente salino adicional
debido al fosfato extra. Por otro lado, en 2MDZ, los residuos E26, R29, N30, S58, D59,
F60 y D61 presentaron interacciones con ambos nucleétidos. Ademads, los contactos
con R29 y N30 se conservaron en todos los sistemas, lo que concuerda con el patrén de
interaccion observado en el docking ciego.

De los contactos identificados entre 2LLO0 y el ADP y ATP en Vina, se encontrd que R29,
N30, G64 y R93 coincidieron con el docking ciego. Por su parte, en 2MDZ y con el ADP,
los residuos encontrados en ambos andlisis fueron R29, N30, T57, D59 y F60; mientras
que con el ATP se perdi6 el contacto con T57 y se mantuvieron todos los demas.

4.5. Fingerprinten MD

Ademas de los resultados del docking, también se genero el perfil de la interaccién en-
tre Pd( y los nucledtidos a lo largo de los 100 ns de MD por duplicado y pHMD a pH 7.0
(Figura A.1). Ambas metodologias reprodujeron el fenémeno observado en el docking:
la firma de los contactos entre el ADP y ATP son similares para cada estructura (2LLO0
y 2MDZ); sin embargo, varian entre las distintas conformaciones. Los residuos que se
mantuvieron conservados entre los cuatro sistemas durante las simulaciones de MD
fueron la R29, N30, G64, D65 y R93. En las simulaciones pHMD, los residuos conserva-
dos incluyeron R29, N30, L33, V55, P63, D65y R93. Estos hallazgos concuerdan con los
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Mejores puntuaciones del docking local con FRED y Vina (kcal/mol)

. Promedio Promedio . Contactos
Sistema . FRED Vina .
FRED* Vina* (Vina)

R29%, R29% N30%, L33%,
G64*Y, D65%, R93P
R298, R298, R298, N30,
OLLO+ATP  —6,98+147 —596+1,68 —11,65 —69 L33%, D61% D61%, G64~,
D65%Y, R93F

E26%, R29%, R29%Y, N30%,

OMDZ+ADP  —7,02+0,89 —5.86+0,65 —823 —7,70 N30, T57%, S58%, S58%,

D59%, F60%, D61~

E26°Y, R29%Y, R29% N30%,

OMDZ+ATP  —6,71+147 —597+0,75 —8,13 —7.80 N30%, S58% D59%, F60~",
D61%, E62*

*Promedio + s.d. “Puente de hidrégeno. PPuente salino. YContacto con el backbone.

2LLO+ADP  —8,05%£1,71 —6,06£1,22 —-9,70 —7,10

Tabla 4.1. Comparacidén de los resultados del docking refinado con FRED (Chemgauss4) y Vina.
Se muestran los contactos del correspondiente nucleétido con Pd( obtenidos del acoplamiento
Vina, calculados con PLIP. Todas las puntuaciones se presentan en kcal/mol.

resultados derivados del refinamiento del docking con Vina, con especial énfasis en los
residuos R29 y N30, los cuales mostraron las interacciones mds frecuentes durante las
simulaciones.

Al comparar los contactos mas frecuentes entre las simulaciones de MD y pHMD, se
observan diferencias menores entre las metodologias, ya que se mantiene un patrén de
contactos similar en ambas, que a su vez concuerdan con la firma de contactos encon-
trada en los acoplamientos moleculares (Figura 4.4, Tabla 4.1). Destaca un aumento
en las frecuencias de contactos con residuos que presentan cadenas laterales protona-
bles durante las simulaciones pHMD (lisina, glutamato y aspartato), lo cual se atribuye
a una mejora en el tratamiento de la protonacion en este tipo de simulaciones.

El cambio en la interaccién entre estructuras de Pd( con los nucledtidos es resulta-
do de modificaciones en el sitio de unién. Las simulaciones revelaron que el ATP se
desplaza de su posicién original y termina en la regién observada en los resultados de
acoplamiento con 2MDZ. Sin embargo, la conformacién mostrada en 2MDZ no se logré
alcanzar a partir de 2LL0, ni con ninguno de los dos nucleétidos.
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Figura 4.5. Comparacion de las mejores poses del docking para cada sistema utilizando FRED
(amarillo) y Vina (rosa). Las figuras a) y b) corresponden al acoplamiento de la estructura 2LL0
con ADP y ATP, respectivamente. textbfc) y d) corresponden 2MDZ con ADP y ATP, respectiva-
mente

4.6. Dinamica molecular

Se calculd el RMSD de los Cx en comparacion con la estructura inicial en las réplicas
de las simulaciones de MD (Figura 4.6a). En las simulaciones en 2LL0, el RMSD en pre-
sencia de ADP no mostro6 diferencias respecto a la simulacién sin nucleétidos (APO),
convergiendo ambos en 5 A. Por otro lado, en presencia de ATP se encontré mayor
movilidad durante ambas simulaciones, llegando incluso hasta un RMSD de 10 A. En
cuanto a 2MDZ, los tres sistemas presentan un comportamiento similar, estabilizdndo-
se en un RMSD de 10 A. Es interesante destacar que la simulacién con ADP en 2MDZ
alcanzo el equilibrio a partir de los 25 ns, posiblemente debido a que esta estructura
se resolvi6 en presencia del mismo nucledtido (ADP), lo cual es coherente con los ha-
llazgos del docking.

Con el proposito de explorar como la presencia de los nucledtidos podria afectar el
area superficial (AS) de Pd(, ésta se calculé utilizando el método LCPO [177] (Figura
4.6b). En las simulaciones APO, se obtuvo un valor de AS alrededor de 8500 A2, mien-
tras que con ADP se observo una ligera disminucion en el AS, y en presencia de ATP
se observaron diferencias mas marcadas, con un incremento en el AS a mas de 9000
A2, Este comportamiento es consistente en ambas estructuras. Es relevante mencionar
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Figura 4.6. Andlisis de las simulaciones de MD. En a), b) y ¢) se muestra el promedio de las
dos réplicas + la desviacion estandar (area sombreada). Para d) se analizaron ambas réplicas
concatenadas. a) Desviacién cuadratica media (RMSD) de los Co. b) Area superficial calculada
con el método LCPO [177]. ¢) Radio de giro de los Cx. d) Fluctuacion cuadratica media (RMSF)

de ambas réplicas.
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que el aumento observado con el ATP se correlaciona con la mayor movilidad presente
en el RMSD en el caso de 2LLO.

Un analisis del radio de giro (Rgyr) mostrd que la presencia de ADP genera menos varia-
ciones en Pd( en comparacion con las simulaciones APO y con ATP (Figura 4.6c). Con
ambas estructuras, el Rgyr con ADP se mantuvo estable alrededor de 16 A. En presencia
de ATP se observaron mas diferencias, con multiples eventos de compactacién/expan-
sion durante las simulaciones. Con 2LL0, el comportamiento fue mas regular entre los
sistemas, convergiendo alrededor de 16 A en los tltimos 50 ns de simulacién. Por otro
lado, con 2MDZ las simulaciones APO y ATP presentaron mas cambios. Notablemente,
con esta estructura, el Rgyr con ADP mostrd una dispersién menor entre las réplicas
de las simulaciones de MD y una mayor estabilidad.

Con el objetivo de explorar la movilidad por residuo a lo largo de las simulaciones, se
calcul6 el RMSF por residuo de las réplicas concatenadas (Figura 4.6d). La regiéon mas
movil coincidié con el extremo N-terminal (residuos 1-19), el cual se encuentra intrin-
secamente desordenado. Ademas, se identificaron dos regiones de mayor movilidad
en los loops entre las «-hélices H1 y H2, entre H2 y H3. En contraste, las menores fluc-
tuaciones se dan en el motivo mencionado en el analisis de secuencias (Figura 4.1),
RRNRLL, correspondientes a los residuos 28-33. En las simulaciones con 2LL0, se en-
contraron menores fluctuaciones en ausencia de ligandos. En los primeros 60 aminoa-
cidos, tanto el ADP como el ATP generaron cambios similares en el RMSF con ligeros
incrementos respecto a la simulacién APO. En los residuos restantes, que correspon-
den a las hélices H3 y H4, el ATP causé mayores fluctuaciones. Entonces, los cambios
observados por el ATP en 2LL0 en el RMSD, ASy Rgyr son generados por cambios en la
dindmica de esta region de la proteina. Los resultados en 2MDZ presentaron mayores
variaciones en comparacion con 2LL0. Es importante resaltar que la simulacion 2MDZ
+ ADP tuvo un RMSF similar al encontrado en 2LLO0 + ADP, y fue menor que en APO
y ATP. Entre estas dos ultimas, el ATP gener6 mayores fluctuaciones estructurales en
2MDZ. En la regién de los residuos 28-33, correspondientes a la regién con menos mo-
vilidad, 2MDZ APO y ATP mostraron reorganizaciones del sitio de unién a nucleétidos,
lo que incrementé el RMSF. La presencia del ADP, por el contrario, favorecié las inter-
acciones ya encontradas en esta region, evitando la reorganizacién del sitio de union.
Estos resultados en el RMSF explican las diferencias en las otras variables colectivas
analizadas y, al mismo tiempo, demuestran como la unién de los nucleétidos en el si-
tio identificado en el docking, modifica la dinamica conformacional de la subunidad (,
como se verd a continuacion.

Respecto a la estructura secundaria durante las simulaciones, en todas se mantiene re-
lativamente constante el porcentaje de hélices en la estructura (Figura D.1). Los prin-
cipales cambios se dieron entre los giros y la estructura desordenada. A pesar de esto,
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con el ATP se evidenciaron mayores fluctuaciones en los porcentajes de estructura se-
cundaria con 2MDZ, en consonancia con el comportamiento observado en las otras
coordenadas de reacciéon. Ademads, es importante destacar que las simulaciones de
100 ns no permitieron reproducir los cambios conformacionales de 2LL0 a 2MDZ en
presencia de nucleétidos. A pesar de esto, en las simulaciones con ATP se observo el
movimiento de bisagra en los residuos R28, R29 y N30 encontrado en 2MDZ.

Con el fin de evaluar si la presencia del ADP y ATP influye sobre los desplazamientos
o fluctuaciones atomicas de Pd(, se calcularon los coeficientes de correlacién cruza-
da por pares para los Ca de ambas estructuras, generando asi un mapa dindmico de
correlacion cruzada para cada simulacion (Figura 4.7). En el caso de las simulaciones
con 2LL0, se observo que la presencia del ADP incrementd ligeramente la correlacion
entre los residuos 20 a 54, al mismo tiempo que disminuyd las interacciones entre las
hélices H1 y H4, lo que sugiere que el ADP favorece las interacciones locales en el si-
tio de unién. En cambio, en presencia de ATP se desacoplaron los movimientos entre
los residuos 20 a 54, causando un incremento en la correlacidn de la «-hélice H1 y
favoreciendo la correlacidon de esta hélice con el extremo C-terminal (H4). También
se observo una alta correlacion entre las hélices H3 y H4, posiblemente causada por
nuevas interacciones fuera del sitio de unién debidas a la presencia del ATP.

En el caso de 2MDZ, el mapa de correlacion de la simulacién APO fue similar al de 2LL0,
mostrando una mayor correlacion entre las hélices H1 y H4. En presencia de ADP, el
mapa de correlacion fue semejante al encontrado sin nucleétidos, y a su vez parecido
al mostrado en 2LL0 + APD. Ademas, se noto la misma disminucién en la correlacién
entre H1y H4. Con el ATP, se evidenci6 un aumento en la correlaciéon de lashélicesH3y
H4 (residuos 20 a 54), asi como la disminucién de la anti-correlacién de esta regiéon con
el resto de la proteina, excepto con el extremo N-terminal, donde se vio intensificada.

Estos cambios en el patrén de desplazamientos atémicos de Pd( inducidos por la unién
de los nucleétidos demuestran que a pesar de que el fingerprint de la interaccidn entre
ADPy ATP parezca similar, cada ligando afecta de manera distinta la dindmica confor-
macional de Pd(. Aparentemente, la unién de los nucleétidos genera modificaciones
en las interacciones de H1 y H4, disminuyendo la correlaciéon de los movimientos de
éstas en presencia de ADP, e incrementandola con el ATP. Ademas, el ATP favorece
la interaccién de H3 y H4, mientras que el ADP lo hace entre H1 y H2.Estos cambios
en las interacciones de las estructuras secundarias podrian guiar los cambios confor-
macionales inducidos por los nucleétidos. También, las alteraciones en la correlacion
en el extremo C-terminal explican las diferencias en el RMSF cuando se unieron los
nucleétidos.

Un analisis de clusters de residuos hidréfobos para 2LL0 y 2MDZ (Figura 2?), mostrd
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que las regiones hidréfobas de Pd( se encuentran entre las hélices H1 y H4, y entre H1,
H3 y H4. Sin embargo, en 2MDZ las interacciones hidréfobas entre H1 y H4 desapa-
recen. Los resultados del analisis de correlacién cruzada indican que los nucleétidos
modifican las interacciones de las hélices donde se establece el nucleo hidréfobo, lo
que sugiere que los cambios conformacionales inducidos por la unién del ADP/ATP
son generados por reorganizaciones en el core hidréfobo de Pdc.

Adicionalmente, para estimar la energia libre de unién del ADP con Pd(, se aplicé el
método MM/PBSA. Se calculé una energia libre de unién AGupp = -1.06 kcal/mol. Es-
te método nos permite conocer las principales principales contribuciones a la ener-
gia libre de unién, siendo las interacciones electrostaticas las mas significativas en la
interaccidn con los nucleétidos. Al descomponer la interaccién por residuo para com-
prender la contribucion de cada uno a la afinidad, se encontré que los residuos que més
contribuyen a la interacciéon son R93, R29, N30, V68 y L33, en ese orden. R93 y R29 exhi-
bieron una contribucién cerca de 10 veces mayor que los otros residuos mencionados.
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2MDZ

Figura 4.8. Representacién en esferas de los cumulos de residuos hidréfobos en 2LL0 y 2MDZ.

Cabe resaltar que todos estos residuos habian sido previamente identificados como im-
portantes en el fingerprint del docking y las simulaciones de MD y pHMD. Ademas, se
evaluaron los residuos que perjudican a la interaccidn con los nucleétidos, siendo E62
y D75 los residuos que contribuyen negativamente a la interaccion.

4.7. Efecto delas mutaciones sobre Pd(

Con base en los resultados anteriores, se seleccionaron las siguientes mutantes pun-
tuales de Pd( para un analisis mds detallado: R29A, N30A, T57K, E62R y D75A, ademds
de la doble mutante N30A/E62R (las posiciones de los residuos mutados se pueden en-
contrar en la Figura F.1). Estas mutaciones se realizaron in silico tanto en 2LL0 como en
2MDZ, y posteriormente se llevaron a cabo estudios de docking y MD tanto en ausencia
de nucledtidos como en presencia de ADP y ATP.

Con el objetivo de evaluar las posibles modificaciones en las interacciones entre ADP
y ATP con las diferentes mutantes, se realizaron experimentos de docking utilizando
Vina para cada una de ellas. Los resultados de estos acoplamientos en 2LL0 se pre-
sentan en la Tabla C.1, donde se observa que, en términos generales, las diferencias
en las puntuaciones de las mutantes respecto a Pd( son relativamente pequefias. Sin
embargo, destacan los casos de las mutantes N30A/E62R, E62R y T57K, donde las dos
primeras muestran una disminucién en la afinidad, mientras que la tercera incremen-
ta ligeramente la misma.

Las diferencias mas notables se observaron en los contactos con los nucledtidos en las
diversas mutantes (el patron de la interaccidn). Por ejemplo, en R29A se pierden los
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puentes salinos con los grupos fosfato, aunque se mantienen los puentes de hidrégeno
con el resto del nucleétido. La sustitucion de la arginina en la posicién 29 por alanina
provoca la orientacion de los fosfatos hacia el exterior de la proteina, lo que elimina
las interacciones en los residuos R29 y N30, que son relevantes para los cambios con-
formacionales inducidos por la unién de nucleétidos en Pd(. En cambio, la mutaciéon
N30A mantiene los puentes salinos con R29 y ademas establece nuevos contactos con
la lisina K71, lo que compensa las interacciones perdidas debido a la mutacién. Esto
evita que la orientacion de los fosfatos no cambie en relacidon con la forma silvestre. En
el caso de la doble mutante N30A/E62R, la introduccién de una arginina en el sitio de
unidn ocasiona un desplazamiento en las posiciones de los nucleétidos, lo que da lugar
a modificaciones en los contactos. En presencia de ADP, aparecieron nuevos puentes
salinos con la arginina introducida (E62R), mientras que con ATP se forma un puente
de hidrégeno con este mismo residuo. Ademas, las interacciones ahora involucran a
los residuos del asa entre las hélices H2 y H3.

T57K también induce cambios en el patrén de contactos de los fosfatos, afectando las
interacciones con R29. Para E62R, se establecen contactos con la arginina introduci-
da, aunque se mantienen los puentes salinos con R29 en el caso de ATP. Con ambos
nucledtidos, las interacciones ahora involucran al mismo loop presente en la doble mu-
tante. Esto sugiere que los efectos observados en la doble mutante son principalmente
causados por la mutacion E62R.

Los resultados de las mutantes en 2MDZ se presentan en la Tabla C.2. En general, las
mutaciones conservan los mismos contactos que en PA(CWT, aunque con afinidades
menores. A excepcion de la mutante R29A, donde los puentes salinos con la arginina
se pierden debido a la falta de la cadena lateral, en todas las otras mutantes esta in-
teraccion se conservo, lo que sugiere que este contacto es crucial para la interaccion
en el contexto de 2MDZ. Asimismo, las mutantes no generaron cambios en la orienta-
cion de los nucleétidos respecto al sitio de unidn. Es por esto que las interacciones son
similares entre las mutantes y Pd(.

Para el analisis de las simulaciones de MD, se calcul6 el RMSD y el RMSF durante los
100 ns de simulacidn para cada mutante (Figura 4.9) con el fin de evaluar si las mutacio-
nes modeladas generan efectos en la conformacidén de la subunidad ¢ (Figura 4.9). En
las simulaciones de 2LL0 APO, el RMSD present6 un comportamiento similar respecto
en todas las mutantes respecto a la estructura silvestre, con incrementos temporales
en la primera mitad de la simulaciéon para las mutantes E62R y T57K. Al analizar el
RMSF de estas mutantes, se observa que solo la mutante T57K muestra cambios en
las fluctuaciones, incrementando la movilidad en el asa entre H2 y H3, donde se ubi-
ca la mutacién. También, la mutante D75A presentd incrementos leves en el RMSD y
en RMSF, particularmente entre los residuos 40 a 50, correspondientes a la «-hélice
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H2. Estos resultados indican que las mutaciones realizadas no alteran la estructura de
la Pd(. En lineas generales, se observa que las mutaciones no han tenido un impacto
significativo en la estructura.

En las simulaciones con 2MDZ, se observaron las diferencias mas notables entre las
mutantes y la PACWT. Especificamente, las mutantes T57K y E62R mostraron una dis-
minucién en el RMSD en comparacién con la estructura silvestre. Por otro lado, la
mutante D75A fue la Uinica que present6 mayor flexibilidad estructural. Al analizar el
RMSF, se observd que todas las mutantes excepto D75A redujeron las fluctuaciones
estructurales durante las simulaciones. De manera similar a lo observado en 2LL0, la
mutante D75A indujo una mayor flexibilidad en las hélices H2 y H3.

En el contexto de las mutantes R29A, N30A, T57Ky D75A, en presencia de ADP se apre-
ci6 un incremento en el RMSD en las mutantes D75A y T57K, mientras que en el RMSF
se mantuvieron por debajo de los valores de la PACWT. Sin embargo, T57K mostré una
mayor flexibilidad a partir del residuo 60. La mutante N30A present6 un comporta-
miento similar a la silvestre en presencia de ADP, mientras que en R29A se observd
una ligera disminucién en los movimientos. En relacion al ATP en 2LL0, todas las mu-
tantes mostraron una reduccion en la flexibilidad estructural en comparacién con la
PACWT. Por otro lado, en 2MDZ, el RMSD al final de las simulaciones fue compara-
ble al de la PACWT, pero en las mutantes N30A, T57K y D75A se observd un aumento
acelerado en los primeros 20 ns de simulacién.

En todoslos sistemas simulados, la mutante que exhibié mayor semejanza conla PACWT
fue R29A. La falta de modificacién en la dindamica conformacional de Pd( en estas si-
mulaciones, junto con la alta conservacidn de este residuo, respalda la idea de que su
funcién estructural en la proteina es limitada, y que su principal rol esta dirigido ha-
cia la unién de los nucledtidos, lo cual concuerda con los resultados del analisis de

fingerprint.

Un analisis mas profundo de la mutante D75A reveld que esta mutacion ocasiona la pér-
dida de la interaccion entre dicho residuo y Y51 (Figura 4.10), dos de los residuos més
conservados en todas las subunidades ¢ de x-proteobacterias (Figura 4.1). La ausencia
de esta interaccion conservada incrementa la movilidad en toda la proteina, especifi-
camente entre las hélices H2 y H3 (Figura 4.9b).
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Figura 4.10. Puente de hidrégeno entre Y51 y D75 en 2LLO (izquierda) y 2MDZ (derecha).

4.8. Efecto del pH en Pd(

Para investigar la influencia del pH en la estructura de Pd(, se realizaron simulaciones
de pHMD en el sistema 2LL0 a pH 6.0, 7.0 y 8.0. El andlisis del RMSD completo de
Pd( (Figura 4.11b) mostrd bastante similitud entre los tres valores de pH. Sin embargo,
al enfocarnos exclusivamente en la parte globular de la proteina (residuos 20-104), se
hizo evidente que la simulacién a pH 8.0 exhibi6 un ligero incremento en el RMSD en
comparacién con los otros dos, indicando una mayor flexibilidad estructural a este pH.

Al analizar el Rgyr durante las simulaciones a los 3 pH (Figura 4.11a) revel6 diferencias
significativas. En particular, a pH 8.0 se observo un incremento en el Rgyr a partir de
los 50 ns de simulacién, en contraste con las simulaciones a pH 6.0 y 7.0, donde este
disminuyé. Un andlisis mas detallado de la estructura (Figura 4.12) reveld que este in-
cremento en el Rgyr estd asociado con la formacién de una «-hélice hacia el extremo
N-terminal de la proteina. Esta conformacién se asemeja a la estructura inhibitoria
que se observa en el dominio inhibitorio de Pd(. La pre-formacion de esta hélice po-
dria explicar, en parte, por qué la subunidad ( exhibe una mayor actividad inhibitoria
a pH 8.0 en comparacion con pH mas bajos. La presencia de esta «-hélice podria de-
sempefar un papel clave en el aumento de la afinidad y la actividad total de Pd( a pH
8.0.

En las réplicas de las simulaciones a pH 8.0, no se observé la formacién completa de
la «-hélice en el extremo N-terminal de Pd( en todas las réplicas. Al analizar los por-
centajes de estructura secundaria durante las simulaciones (Figura D.2), se detectaron
pequeflos aumentos en el contenido de hélices en las tres réplicas a lo largo de la si-
mulacion. Aunque solo en una de las tres réplicas se logro la formacion completa de la
a-hélice inhibitoria en el extremo N-terminal, en las otras dos réplicas se observaron
fragmentos limitados de esta estructura. Es importante sefialar que esta variabilidad
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Figura 4.11. Analisis de las simulaciones pHMD. Comparacion del a) RMSD, y b) Radio de
giro durante las simulaciones pHMD a pH de 6 (azul), 7 (rojo) y 8 (verde).



4.9. Mutagénesis sitio dirigida 46

en la formacion de la «-hélice podria estar relacionada con desafios en el muestreo
conformacional de Pd(. En este sentido, el uso de enfoques avanzados de muestreo,
como el intercambio de réplicas a pH constante (pH-REMD), podria brindar una me-
jor exploracidn del paisaje conformacional de Pd( en diferentes pH, tanto en presencia
como en ausencia de nucleétidos.

t=0ns

Figura 4.12. Estructuras de Pd( durante la simulacién a pH 8.0. A) Estructura inicial en la
pHMD. B) Estructura después de 100 ns de simulaciéon. En rojo se muestra la estructura de los
extremos N y C-terminal de Pd( obtenidos por cristalografia (PDB ID 5DN6) [18].

4.9. Mutagénesis sitio dirigida

Para introducir las mutaciones puntuales deseadas en Pd(, se emple6 la técnica de
mutagénesis sitio dirigida mediante PCR. Las mutaciones R29A, T57K y D75A se incor-
poraron al gen de PACWT, previamente clonado en el vector de expresién pT7-7. Cabe
sefialarse que estas tres mutantes ya se habian diseflado previo a esta tesis por andlisis
preliminares de docking ADP-Pd( y ATP-Pd( realizados por el Dr. José J. Garcia Trejo,
y ya se habian construido las tres mutantes por parte de otra alumna de maestria de
nuestro laboratorio en colaboracién con la Dra. Nallely Cabrera del IFC de la UNAM,
pero las construcciones se perdieron y se tuvieron que volver a construir de novo por
PCR.

En el caso de las mutantes N30A, E62R y N30A/E62R, obtuvimos los genes con las mu-
taciones ya incorporadas a través del servicio de sintesis de genes de GeneScript. Estos
genes mutados se clonaron en el vector pET3a (Figura 3.1).

Antes de iniciar el proceso de mutagénesis, se confirmé que el plasmido pT7-7 clonado
con PACWT se encontrara en éptimas condiciones. Realizamos analisis de electrofore-
sis sobre el plasmido purificado de E. coli Turbo utilizando el método de lisis alcalina.
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pT7-7 pET3a
+ PdC"”" + PdZ mutantes

N30A/

N30A  E62R Lo

(a) pT7-7 + PACWT y mutantes en pET3a (b) Mutantes en pI7-7

Figura 4.13. Analisis de los pldsmidos de expresién en geles de agarosa 1 %. a) Digestiones
del pT7-7 clonado con PA{WT. Con BglII no fue posible cortar el pldsmido. Al cortar con Ndel
y HindIII, se aprecia un fragmento de aproximadamente 300 pb, que concuerda con el tamafio
del inserto del gen de PdCWT. También se observa al pET3a clonado con las mutantes N30A,
E62R y N30A/E62R; digerido con Ndel. Las tres bandas concuerdan con el peso del vector clo-
nado (4,919 pb). b) Digestiones con Ndel del pT7-7 clonado con los genes de las mutantes R29A,
T57K y D75A.

Luego, se digiri6 el plasmido purificado con las enzimas de restriccion BglII, Ndel y
HindIII (Figura 4.13a). Observamos que el plasmido no fue completamente digerido
por la enzima BglII, pero con Ndel y HindIII, identificamos la presencia del inserto
del gen de Pd( (317 pb). Ademas, el tamafio del fragmento linealizado del pT7-7 coin-
cidi6 con el esperado tras la eliminacion del gen clonado. Confirmamos la integridad
de la secuencia del gen de Pd{WT mediante analisis de secuenciacién (Anexo E).

Unavezasegurada la integridad de la secuencia, se procedi6 con la mutagénesis sitio di-
rigida utilizando el protocolo detallado en la Metodologia (Seccién 3) (Figura 3.2). Los
plasmidos purificados con las mutaciones R29A, T57K y D75A se analizaron de igual
forma por electroforesis. En la Figura 4.13b, es posible observar a los plasmidos linea-
lizados con Ndel, donde el tamafio correspondié al del vector con el gen clonado (2,748
pb para pT7-7 + Pd(). Se confirmo la presencia exitosa de las mutaciones mediante se-
cuenciacion. Las mutaciones R29A, T57K y D75A fueron incorporadas exitosamente
(Anexo E).

Las mutantes sintetizadas se validaron en un gel de agarosa (Figura 4.13a) para con-
firmar que se encontraran en buen estado. Una vez confirmada la presencia de las
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mutaciones deseadas, se prosiguié con la purificacién de las subunidades mutantes.

4.10. Purificacion de PACWT y mutantes

Con el fin de evaluar la expresidn de Pd( en las células de E. coli Origami B(DE3)pLysS,
se realizaron pruebas de induccién en bacterias transformadas con los plasmidos de
expresion correspondientes para cada proteina (pT7-7 para PACWT, R29A, T57K y D75A,
y pET3a para PA(N30A, E62R y N30A/E62R) utilizando 0.25 mM IPTG y, en algunos ca-
sos, 50 pg/mL de RIF (Figura 4.14a y 4.14b). Se pudo observar la presencia de la banda
correspondiente a Pd( ( 11.4 kDa) tanto para la proteina silvestre como para todas las
mutantes, independientemente de la adiciéon de RIF. Cuando se emple6 el antibidti-
co, la expresion de las proteinas enddgenas de E. coli Origami B(DE3)pLysS disminuyd
(Figura 4.14a), mientras que la induccién solo con IPTG result6 en una mayor expre-
sidn de estas proteinas (Figura 4.14b). En ausencia de IPTG, la expresién de PACWT se
redujo significativamente.

. IPTG 0.25 mM
IPTG 0.25mM + 50 pg/mL Rif T57K D75A
N30A/ 250
wT wT N30A E62R E62R 120
100 100 - - -
75— 75 = = =
> 50 = =
3 37 - -
25
20 25 :
- -
15 20 b4
10 : e —— — — —( 15
- - | — - -

(a) Induccién con IPTGy RIF (b) Induccién con IPTG

N30A/

wT R29A N30A T57K E62R D75A E62R
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(c) Subunidades ( purificadas

Figura 4.14. Purificacién de PACWT y mutantes. a) Pruebas de induccién con 50 pg/mL RIF.
Afadir RIF disminuye la expresion de proteinas endégenas de E. coli. b) Induccién inicamente
con IPTG. ¢) Subunidades ¢ mutantes purificadas en un gel SDS-PAGE
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Luego de confirmar el éxito de las pruebas de induccién, procedimos a purificar tan-
to PACWT como las mutantes planificadas siguiendo el protocolo mencionado previa-
mente descrito (ver 3.2.7). Se obtuvieron las subunidades ( purificadas con un alto gra-
do de pureza, incluyendo PAdCWT y las mutantes R29A, N30A, N30A/E62R, T57K, E62R
y D75A, como se aprecia en la Figura 4.14c.

4.11. Purificacion de PdF;

Parallevar a cabo los ensayos de actividad de hidrdlisis de ATP, se requiri6 previamente
purificar la enzima PdF;. Para esto, se utilizé una modificacion del protocolo descrito

n [70]. Como se puede observar en la Figura 4.15a, el complejo se obtuvo con una
elevada pureza. En la Figura 4.15b se muestra el cromatograma, y en la Figura 4.15c
los geles correspondientes a ese paso de la purificacion. Durante la purificacidon, las
fracciones se recolectaron en intervalos de 1 mL.

Una vez obtenida la enzima purificada, procedimos a llevar a cabo los ensayos de acti-
vidad y a construir las curvas de inhibicion utilizando las diferentes subunidades  que
también habian sido purificadas. Los detalles de estos ensayos y las curvas de inhibi-
cion seran descritos en la seccidn siguiente.

4.12. Ensayos de actividad de la PdF;

Los ensayos de actividad de hidrolisis de ATP se llevaron a cabo siguiendo el método
descrito en [96]. Para la PdF; purificada, se determiné una actividad especifica de 7.04
+0.49 umol min® mg™.

Adicionalmente, se llevaron a cabo ensayos de actividad de hidrdlisis de ATP en pre-
sencia de concentraciones crecientes de Pd( (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 15y 35 uM) y concen-
tracidon constante de ATP (3 mM), con el fin de evaluar si las mutaciones introducidas
cercanas al sitio de union de nucleétidos generaban cambios en la capacidad inhibito-
ria de de la subunidad (. En la Figura 4.16a se muestran las curvas de inhibicién para
cada mutante y PACWT.

Todas las mutantes evaluadas modificaron la Concentracion inhibitoria media (ICsy) en
los ensayos de actividad (Tabla 4.16b), excepto la mutante R29A. La IC;, calculada para
la subunidad ( silvestre fue de 0.48 +0.09 uM. La inica de las mutantes que incrementd
la capacidad inhibitoria fue T57K, disminuyendo la IC;, hasta 0.23 +0.01 uM. Todas
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Figura 4.15. Purificacién de PdF;. a) Subunidades de la PdF; purificada, la cual esta compues-
ta de las subunidades « (55.04 kDa), 3 (50.34 kDa), v (31.59 kDa), 6 (20.03 kDa) y £(15.84 kDa).
b) Cromatograma de la elucién de la columna HisTrap FF crude. c) Geles de la purificaciéon por
cromatograia de afinidad. FT = Flow through, L1 = Lavado 1, L2 = Lavado 2. Se indican las frac-
ciones concentradas (4-10)
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& - E62R
E 601 | T57K WT 0.48 £0.09 -
B - D75A R29A 0.61 £0.03 1.27
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(a) Curvas de inhibicién

Figura 4.16. a) Inhibicién de la hidr6lisis de ATP por PACWT y mutantes. Se reconstituyeron
5 ug de PdF; con concentraciones crecientes de Pd( (0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 15y 35 uM). Se muestra
el promedio de la actividad de los triplicados +el error estdndar. b) ICsy por mutante calculadas
para las diferentes subunidades ( (promedio terror estandar).

las demds mutaciones incrementaron su ICs, destacando particularmente la mutante
D75A, la cual aumentdla ICs, 9.3 veces en comparacién con Pd(WT, alcanzado una ICs,
de 4.49 +0.50. Todas las curvas de inhibicion se ajustaron correctamente a un modelo
de inhibicion total no competitiva.

Ademas, para comprobar que el cambio en la ICs, de la mutante D75A fuera causado
por un aumento en la afinidad por el ATP, se realizaron pruebas de inhibicién con 1, 3,
5y 10 mM de ATP con esta mutante y PACWT (Figura 4.17). Se encontré que al aumen-
tar la concentracion de ATP, la inhibicién de la hidrdlisis de éste por la mutante D75A
disminuye, incrementando la IC;, hasta 9.43+0.29 con 10 mM de ATP, poco més del do-
ble que a 3 mM. En el caso de PACWT, incrementar la concentraciéon de ATP disminuyd
ligeramente la capacidad inhibitoria de la subunidad ( silvestre, particularmentea 5y
10 mM de ATP, aproximadamente triplicando la IC5, a 10 mM respecto a las condicines
estandar del ensayo (3 mM).

Ademas, si al reconstituir la subunidad ¢ con PdF,; se lleva a cabo una incubacién con
1 mM de ATP en lugar de la concentracion especifica a la que es llevado a cabo el en-
sayo (1, 3, 5y 10 mM), la modulacién de la actividad inhibitoria inducida por el ATP
desaparece con ambas proteinas (Figura 4.17b y 4.17d). En este caso, no se observaron
diferencias significativas en la inhibicién entre las concentraciones de 3, 5y 10 mM de
ATP.
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Figura 4.17. Inhibicién a diferentes concentraciones de ATP. Se reconstituy6 a ¢ con PdF;

a una concentracién de ATP correspondiente con la utilizada durante el ensayo de hidrdlisis
(a), c)), asi como con 1 mM ATP (b) y d)). a) D75A reconstituida a 1, 3, 5y 10 mM de ATP. b)
D75A reconstituida a 1 mM de ATP. ¢) PACWT reconstituidaa 1, 3, 5y 10 mM de ATP. d) PACWT
reconstituida a 1 mM ATP. e) ICs, por concentracion de ATP
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4.13. Dicroismo circular

Con el fin de explorar si existen diferencias estructurales entre PACWT y la mutante
D75A, se realizaron experimentos de dicroismo circular para ambas proteinas, los cua-
les se muestran en la Figura 4.18. Los resultados mostraron que ambas proteinas tienen
una estructura secundaria semejante, compuestas principalmente por «-hélices.
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Figura 4.18. Espectros de dicroismo circular de PAdCWT y D75A. Se muestra la elipticidad me-
dia por residuo, calculada con la ecuacién 3.2.

4.14. Protedlisis limitada

Para evaluar el efecto protector del ADP y ATP en Pd( frente a la protedlisis por tripsina
(Figura G.1), se realizaron ensayos de proteolisis limitada a distintas concentraciones
de ambos nucleétidos. Los resultados revelaron que el ATP ejerce un efecto protector
mas pronunciado que el ADP. A partir de concentraciones de 20 mM de ambos nucleé-
tidos, no se observaron incrementos significativos en el porcentaje de Pd( no proteoli-
zada (Figura 4.19). Cabe resaltar que en todas las concentraciones, el ATP mostrd una
capacidad protectora superior al ADP.
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Figura 4.19. Porcentaje de Pd( no proteolizada contra concentracién de ADP y ATP. Las barras
de error muestran la desviacion estandar de los triplicados.



5. Discusion de resultados

5.1. Los nucleétidos se unen en una region
conservada de Pd(

El analisis de la conservacién por residuo de la subunidad ¢ mostré que, ademas del
extremo N-terminal inhibitorio, esta subunidad cuenta con otras regiones con un ele-
vado grado de conservacidn (Figura 4.1). La mayoria de estos residuos conservados
se encuentran orientados hacia el interior de la parte globular de la proteina, corres-
pondiente con el core hidréfobo de ¢ (Figura 2?), lo que demuestra que estos residuos
tienen un papel estructural. En el caso de los residuos Y51 y D75, los cuales tienen un
alto grado de conservacion, se encontrd una interaccion conservada entre ambos, la
cual al perderse incrementa la movilidad de la subunidad C.

En la «-hélice H1, entre los residuos 28 a 33, se encuentra la secuencia RRNRLL, la
cual mantiene una alta conservacion entre las secuencias analizadas de { (DUF1476).
Como se discutira a continuacidn, en esta secuencia se encuentran algunos de los re-
siduos m4ds representados en el patrén de la interaccién de Pd( con los nucledtidos.
Ademds, en los residuos R28, R29 y N30 se forma una bisagra en la que la hélice H1 se
divide en dos en respuesta a la unién de ADP (2MDZ, Figura 1.5) [126]. El alto grado de
conservacién de estos residuos, junto con los cambios conformacionales que se dan a
causa de la unién de los nucleétidos, muestran que esta region conservada de ( tiene
importancia en las interacciones con los nucleétidos.

Previamente se habia identificado que la subunidad ( es capaz de unir tanto ADP como
ATP con baja afinidad (K4 = 11.4 mM para el ATP) [49, 126]. El analisis de la deteccion
de cavidades (Figura 4.2), mostré que tanto en 2LL0 como en 2MDZ hay una cavidad
equivalente ubicada en la interfaz de las hélices H1-H4, la cual estd en contacto con re-
siduos altamente conservados. Los resultados del docking ciego y local mostraron que
es en esta zona donde ambos residuos interactian. Ademads, durante las simulaciones
de MD los nucleétidos mantuvieron sus interacciones en esta region a lo largo de toda
la simulacién (Figura B.1). El patrén de la interaccién con ADP y ATP se mantiene cons-
tante para cada estructura, lo que concuerda con la capacidad de este sitio para unir
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(a) Resultados del docking (b) RMN

Figura 5.1. Comparacién entre los resultados del docking y la respuesta a la unién Pd(-ADP en
la RMN. a) Patrdn de la interaccion de Pd( con ADP y ATP.b) Residuos de Pd( que responden a
la unién del ADP durante la RMN, adaptada de [126]. En color naranja se muestran los residuos
identificados en el fingerprint (a), y en la RMN (b).

a ambos nucledtidos, aunque con ligeras diferencias, ya que el ATP establece mas in-
teracciones gracias al fosfato adicional, lo que incrementa ligeramente su afinidad. El
analisis de MM/PBSA para las simulaciones MD con ADP calcul6 una energia libre de
unidn de -1.06 kcal/mol, lo que corresponde a una menor afinidad que la demostrada
experimentalmente para el ATP (-2.65 kcal/mol). Este resultado se ve reforzado por los
experimentos de protedlisis limitada, en donde, a las mismas concentraciones, el ATP
tuvo un efecto protector mayor a la tripsindlisis que el ADP, lo que significa que se une
con mas afinidad. A pesar de que estos resultados muestran que Pd( tiene mas afinidad
por ATP que por ADP, es necesario confirmar experimentalmente la afinidad por este
ultimo. También, hace falta llevar a cabo los analisis de MM/PBSA en las simulaciones
en presencia de ATP.

Al comparar el fingerprint con los residuos que respondieron a la unién de los nucleo-
tidos en la RMN [126], se aprecia como la distribucidn de los residuos identificados en
el acoplamiento coinciden con los de la resonancia (Figura 5.1). Cabe resaltar que en
la resonancia (Figura 5.1b) estan representados mas residuos en comparacion con el
docking (Figura 5.1a). Eso es debido a que, en el primero, se muestran todos los resi-
duos con cambios en sus desplazamientos quimicos, lo que no necesariamente signi-
fica que mantengan contacto directo con el ADP, sino que estos aminoacidos alteran
su conformacidn al unirse el nucleétido. En cambio, para el docking inicamente estan
representados los que interaccionan directamente con los nucleétidos.
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Tanto en el docking ciego y el local, asi como en las simulaciones de MD y pHMD, el
patrdon de la interaccion del ATP y ADP con Pd( se mantiene constante. Las similitudes
mostradas entre la interacciéon con ADP y ATP en ambas estructuras concuerdan con
que el sitio de union es capaz de unir a ambos nucleétidos, aunque en todos los casos
hay menor diversidad de contactos en 2MDZ, lo que se debe a que el sitio de unién
ya se encuentra en la conformacion adecuada en esa estructura. Incluso durante las
simulaciones en 2MDZ los nucleétidos tienen menos variaciones en sus posiciones en
comparacién con 2LL0 (Figura B.1). A pesar de que el fingerprint es similar en todos los
analisis, inicamente los residuos R29 y N30 se mantienen constantes, ambos altamen-
te conservados. Al mutar estos residuos por alanina (mutantes R29A y N30A), disminu-
y6 el nimero de contactos identificados por el docking. Cabe destacar que durante la
MD sin nucleétidos no se encontraron cambios estructurales derivados de estas muta-
ciones, lo que demuestra que ambos residuos no tienen un papel estructural en Pd(,
sino que su funcidn esta dirigida a la interaccidon con los nucledtidos. La bisagra que
se forma en respuesta a la unién del ADP en estos residuos se logré replicar con las si-
mulaciones en presencia de ATP. Sin embargo, con las mutaciones dicho movimiento
no estuvo presente. En conjunto, los resultados del docking y las simulaciones aportan
evidencia que sugiere que el sitio de unién a nucledtidos efectivamente se encuentra
en la cavidad encontrada por FTSite, ubicado en la interfaz de las cuatro «-hélices que
componen a Pd(, asi como el loop entre las hélices H2 y H3.

La comparacion de los cambios en la correlacion de los movimientos de los carbonos «
de las simulaciones MD (Figura 4.7), mostro las regiones de la proteina que cambian su
comportamiento dindmico en respuesta a los nucledtidos. Es importante sefialar que
los principales cambios se dan en la correlacién de los movimientos con la «-hélice H1,
compuesta principalmente por residuos altamente conservados, lo que sugiere que la
conservacidn es gracias al papel que juegan en unién con los nucleétidos. Los cambios
en la conformacion (bisagra en residuos 28 a 30) y movimientos (correlacién cruzada),
junto con los resultados del fingerprint, demuestran que las interacciones en la interfaz
delas cuatro «-hélices, especialmente con H1, son los que guian los cambios conforma-
cionales causados por los nucleétidos. Junto con el analisis de los clusters de residuos
hidréfobos, estos resultados muestran que los cambios conformacionales generan re-
organizaciones en el core hidréfobo de Pdc(.
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5.2. Efectodelas mutacionesenlainhibicion
por Pd(

Los ensayos de actividad de hidrélisis de ATP en medio regenerante confirmaron que
PdF; se purificd exitosamente. La actividad especifica obtenida de 7.04 +0.49 pmol
min? mg? se encuentra en el intervalo de actividades reportadas previamente para
PdF;, con una actividad de 4.49 +1.20 para F; obtenida de P. denitrificans con un knoc-
kout de ¢ (PAAC) [129],y9.45 en PdF; recombinante calculada por estudios de molécula
Unica [70].

Con la PdF; purificada, se realiz6 una curva de inhibicién de la hidrdlisis de ATP em-
pleando las subunidades ( silvestre y mutantes purificadas. La ICs, obtenida de PACWT
fue de 0.48 + 0.09, la cual concuerda con las ICs, reportadas previamente para esta
subunidad [131, 132, 178]. Se calculé la IC5, para cada una de las subunidades mutan-
tes. De todas estas, Unicamente la mutante T57K presentd una inhibicién mayor que la
silvestre, la cual tiene una ICs, dos veces mayor que T57K. Todas las otras mutantes dis-
minuyeron, en mayor o menor medida, la inhibicién causada por la subunidad ¢. R29A
y N30A son las mutaciones con menor cambio en la IC5, siendo 1.27 y 2.07 veces mayor
en comparacién con PACWT. Las siguientes mutantes con una menor inhibicién fue-
ron la E62R, la doble mutante N30A/E62R y D75A, siendo 3.95, 4.59 y 9.30 veces mayor
la ICs, respectivamente.

La mutante R29A mantuvo una inhibicién comparable con la variante silvestre. Los
resultados del acoplamiento y las simulaciones mostraron que este residuo tiene un
papel fundamental en la interaccién con el nucleétido. Al mutarlo por alanina, el doc-
king mostré que ademas de perder los puentes salinos entre la cadena lateral de la ar-
ginina y los fosfatos del nucleétido, disminuye en general la cantidad de interacciones
establecidas entre la subunidad ( y los nucleétidos, lo que causaria una disminucién
en la afinidad por estos. Ya que la inhibicién se mantiene al disminuir la afinidad, los
resultados sugieren que la subunidad ¢ no requiere la unién de nucleétidos para inhi-
bir la hidrdlisis, y que el papel del ATP es meramente regulador. Hace falta comprobar
experimentalmente si esta mutante disminuye su afinidad por el ATP.

La mutante que mas destaco fue la D75A, cuya ICs, fue 9.30 veces mayor a la silves-
tre. Los resultados muestran que este cambio en la actividad inhibitoria es debido a
un cambio en la regulaciéon por ATP, ya que por esta mutacion la subunidad ¢ podria
tener mas afinidad por este nucleétido. Previamente se han realizado mutaciones so-
bre la subunidad ¢ de B. subtilis, que funciona como inhibidor de la hidrdlisis de ATP
en su F;Fp-ATPasa [118]. En este trabajo, se mostrd que no es necesario modificar los
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residuos que interaccionan directamente con los nucleétidos para alterar la afinidad,
pues al mutar residuos de la "segunda capa” de interaccion se logré incrementar la afi-
nidad por el nucledtido hasta 54 veces [118]. Algo similar sucede con la mutante D75A.
Este residuo parece no estar en contacto directo con los nucleétidos segtn los resulta-
dos obtenidos, y aun asi es capaz de aumentar la afinidad por el ATP e incrementar la
regulacidn por este de su actividad inhibitoria. Esto podria deberse a las interacciones
adicionales detectadas por el docking del ATP con los residuos Y51 y K71, las cuales son
posibles gracias a que ambos residuos pierden su interaccién con D75y se encuentran
libres para establecer mas puentes de hidrégeno con el ATP. Otra opcidn es que al per-
derse la interaccion entre D75y Y51 incrementa la movilidad de la subunidad, lo que
podria facilitar los cambios conformacionales derivados de la unién del nucleétido.

Los resultados de las simulaciones de MD mostraron que las mutaciones inducidas no
modifican la estructura de Pd(, ademds de que con el dicroismo circular (Figura 4.18)
se confirmdé que la mutante D75A conserva su estructura en comparacion con PACWT.
Esto significa que las diferencias en las afinidades (ICs,) encontradas son dadas por
dos posibles motivos: cambios en las interacciones de la subunidad ¢ con la fraccién
F1, o cambios en la afinidad de las mutantes por los nucleétidos. Los cambios en las
interacciones F;-C son poco probables, ya que las mutaciones no se encuentran en la
interfaz entre estas [127], por lo que las diferencias entre las mutantes y la silvestre
deben ser dadas gracias a las interacciones con los nucledtidos.

Previamente se habia identificado que la inhibicidn de la hidrdlisis de ATP por Pd( es
regulada por la concentracidn de éste [49, 131]. Con el fin de evaluar el efecto que tie-
ne la concentracién de ATP en la inhibicidén de la mutante D75A, la que proponemos
tiene mayor afinidad por este nucleétido, se realizaron experimentos de hidrdlisis a 1,
3,5y 10 mM de ATP con PACWT y D75A. Los resultados mostraron una disminucion
en lainhibicién a medida que incrementa la concentracién del nucledtido para ambas
subunidades (. La mutante D75A tiene una respuesta mayor al cambio en la concen-
tracion en comparaciéon con PACWT. Esta diferencia es dada debido a que D75A incre-
menta la afinidad por el nucledtido, mientras que con la silvestre la respuesta es més
baja gracias a su menor afinidad. Estos resultados confirman que D75A incrementa su
afinidad y respuesta a la unién de los nucledtidos en comparacién con la silvestre, y
que esto es la causa de la disminucién en la inhibicién

En resumen, el objetivo de las mutaciones inducidas era modificar la afinidad por los
nucledtidos en la subunidad (. En todos los casos hace falta corroborar experimental-
mente el cambio en la afinidad, con el fin de conocer directamente el impacto de las
mutaciones en la unién de los nucledtidos. Aun asi, los resultados sugieren que los
cambios en la inhibicidn se dan por alteraciones en la afinidad por los nucleétidos.
Con esto, se buscaba que una mutacién aumentara la afinidad por el ATP, con el fin
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de poder cristalizar la subunidad ¢ con alguno de los nucledtidos unidos, y asi poder
caracterizar experimentalmente su unién. Antes se habia intentado esto en nuestro
laboratorio en colaboracién con el Dr. Alfredo Torres Larios del Instituto de Fisiologia
Celular de 1a UNAM, pero debido a la baja afinidad por los nucleétidos inicamente se
pudo cristalizar a la subunidad ( sin estos.

5.3. El pH modifica la conformacién de Pd(

Previamente se habia identificado que la actividad inhibitoria de Pd( es dependiente
del pH, ya que la inhibicién se da en pH 8.0, mientras que a pH m4s bajo la inhibicién
disminuye [132]. Esto contrasta con el inhibidor en mitocondria, IF1, donde la mejor
inhibicién se daa pH 6.5y disminuye al incrementar el pH. Ademas, por cromatografia
de exclusiéon molecular se habia observado que el volumen de elucién de Pd( cambiaba
en funcion del pH. Los resultados obtenidos son capaces de explicar estos fenémenos.
En las simulaciones a pH constante (pHMD), el Rgyr de la proteina incrementa a pH
8.0, demostrando que el cambio en el volumen de elucién es gracias a un cambio en la
conformacion de la proteina, y no a que esta forma oligdmeros. Este cambio es gracias
ala conformacion que adopta el extremo N-terminal, el cual alcanzd espontdneamente
la conformacién inhibitoria a este pH (Figura 4.12). Asi, se propone que estos cambios
conformacionales inducidos por el pH son importantes en la inhibicién causada por
la subunidad ¢ de la hidrdlisis de ATP por la F;Fo-ATPasa. En las otras proteinas inhibi-
torias la inhibicién es dependiente del pH (IF1 y algunas subunidades ¢) [99, 119]. En
IF1 el pH alcalino induce la formacion de estados oligoméricos que previenen la inhi-
bicién, mientras que en algunas subunidades ¢ el pH puede impedir la unién del ATP,
y por lo tanto la regulacion de la inhibicion. En el caso de la subunidad (, los resulta-
dos obtenidos apuntan a que el pH alcalino favorece la inhibiciéon debido a cambios
conformacionales en la subunidad dependientes del pH.

El pH intracelular de P. denitrificans se encuentra aproximadamente entre 7.5-8 [179-181].
Cuando el gradiente de protones se encuentre parcial o totalmente colapsado, se pro-
ducird una acidificacién del citoplasma de la bacteria. Esto parece conflictuar con que
la mejor inhibicién de Pd( se de a pH alcalino, pues es en las condiciones menciona-
das donde su capacidad inhibitoria de 1a hidrdlisis de ATP es mas necesaria. Es posible
que el pH 6ptimo alcalino de Pd( sea necesario para la inhibicién de la actividad de
ATPasa no solo durante el colapso del gradiente de protones, sino también en su pre-
sencia [130]. Esto es consistente con el mecanismo de inhibicién unidireccional de ¢ o
de trinquete [128], bloqueando exclusivamente la rotacion en el sentido de la hidrdlisis.
Entonces, el pH 6ptimo de la subunidad ¢ pudo haber surgido como una adaptacién
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fisiolégica al estilo de vida libre de P. denitrificans, con el fin de prevenir un déficit de
ATP en respuesta a cambios ambientales.

5.4. EL ATP y pH regulan la inhibicion de la
subunidad (

En conjunto, los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis sugieren que
la subunidad  posee dos mecanismos de regulacion de su actividad inhibitoria. El pri-
mero es gracias al pH. Se ha demostrado que Pd( tiene un pH 6ptimo de inhibicién
alrededor de pH 8.0 [132]. Nuestros resultados sugieren que esto es gracias a cambios
conformacionales dependientes del pH, ademas de que a pH 8.0 se favorece la forma-
cién espontanea de la conformacién inhibitoria. Recientemente, en el laboratorio se
evalué en la subunidad ¢ de Sinorhizobium meliloti si el pH es capaz de inducir los cam-
bios conformacionales en Pd( [178]. En ese caso, no se replicaron los cambios confor-
macionales dependientes del pH, por lo que hace falta comprobar si la regulacién por
pH esta presente en todas las subunidades ¢ o Unicamente en algunas de ellas, como
Pdc.

El otro mecanismo de regulacién es dado por la union del ATP. Ya se conocia que este
nucledétido modulaba la inhibicién de la hidrolisis de ATP al unirse a la subunidad C
[131], ademas de que las estructuras resultas por RMN demostraron que la unién de
los nucleétidos genera cambios conformacionales en la subunidad ¢ [126]. Los resulta-
dos confirman esto, pues tanto con PACWT como con D75A al incrementar la concen-
tracion de ATP, disminuyo la actividad inhibitoria. Con una subunidad ¢ con mayor
afinidad por el nucleétido (D75A), la respuesta a la unién del ATP se ve intensificada.
Ademas, si se incuba a la subunidad ( a una concentracion de ATP menor (1 mM) a la
presente durante el ensayo de hidrdlisis (3, 5y 10 mM), el efecto modulador causado
por la union del nucledtido no esta presente. Este resultado sugiere que la unién del
ATP a Pd( debe ocurrir antes de la interaccién con PdF,, y unavez que Pd( se haunido a
PdF,, ya no es posible una unién y regulacion posteriores con el ATP. La conservacién
de los residuos que interaccionan con los nucleétidos apunta a que este mecanismo de
regulacion estd presente en la mayoria de las subunidades (.

Entonces, se propone un modelo de regulacion de la inhibicién en Pd( dependiente
de estos dos mecanismos. En este, el ATP se tiene que unir a la subunidad ¢ mientras
esta aun no se encuentra unida a PdF,. Si la concentracion de ATP no es lo suficiente-
mente alta, entonces la subunidad ( conservara su actividad inhibitoria. Al aumentar
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la concentracién de ATP las subunidades ( iran disminuyendo su potencial inhibitorio,
de manera anéloga a lo que sucede con la subunidad e. Por lo tanto,  estaria actuando
como un sensor de la concentracidon de ATP intracelular, inhibiendo su hidrélisis cuan-
do mas escaso es. También es posible que no solo responda a la concentracién de ATP,
sino que la regulacién este dada por la relacién entre la concentracion de ATP y la de
ADP, ya que puede unir a ambos pero con mayor afinidad al primero. Cabe mencionar
que la unién de ADP a la subunidad ¢ podria también participar en el mecanismo de
inhibicion unidireccional de la subunidad ¢, la cual inhibe selectivamente a la enzima
durante la rotacién en el sentido de la hidroélisis del ATP, pero no durante la sintesis
del mismo, dado que la formacién del complejo Pd(-ADP podria coadyuvar a prevenir
o revertir la posible inhibicidn de la actividad de PdF;Fo-ATP sintasa por la subunidad
zeta en condiciones de sintesis de ATP cuando se acumule ADP en el citoplasma de la
bacteria. Ademas, el pH facilita la inhibicién a pH 8.0, mientras que a pH mas acido
disminuye, presuntamente por que el pH facilita que ¢ adopte la conformacién inhibi-
toria.

Ambos mecanismos de inhibicidn ya se han descrito en otras subunidades inhibitorias.
En IF1 el pH regula la formacién de estas oligoméricos, y a su vez la actividad inhibi-
toria de esta proteina [99]. En la subunidad ¢, la unién del ATP funciona como un inte-
rruptor de su actividad inhibitoria, pues cuando este se une en su dominio C-terminal,
¢ no puede adoptar su conformacién inhibitoria [111, 112]. Ademas, se ha demostrado
que el pH también regula la inhibicién de ¢, aunque lo hace indirectamente, a través
de cambios en la interaccién con el ATP [119].



6. Conclusiones

Para terminar, el estudio computacional y experimental de la unién de ADP y ATP por
la subunidad ¢ de P. denitrificans reveld una serie de conclusiones importantes:

= Seidentificé el sitio de union a nucleétidos en la subunidad (, ademas de una con-
servacion significativa de los residuos involucrados al comparar las subunidades
( de diferentes x-proteobacterias, lo que sugiere la conservacidn funcional de la
unidn de nucledtidos.

= Launién de ADP yATP reorganiza los nicleos de residuos hidréfobos de Pd(, ge-
nerando cambios conformacionales diferentes en respuesta a la uniéon de ADP vs.
ATP

= Las mutantes puntuales disefiadas no afectan la conformacién de la subunidad
(, al mismo tiempo que alteraron la afinidad por los nucleétidos y la regulacién
de la actividad inhibitoria de Pdc(.

» Incrementar la afinidad por el ATP causa una disminucién en la inhibicién sobre
la F1Fo-ATPasa causada por Pdc(.

» La subunidad ¢ disminuye su actividad inhibitoria al incrementar la concentra-
cion de ATP, funcionando también como un sensor de la concentracién del nu-
cleétido.

= Los nucledtidos deben unirse a la subunidad ( antes de que esta se una e inhiba
a PdF1 .

» El pH no modifica la interaccién de Pd( con el ADP/ATP.

= A pH 8.0 se facilita la formacion de la conformacién inhibitoria en Pd(, sugirien-
do una regulacién adicional de la inhibicién en funcién del pH.

Las perspectivas futuras incluyen la extension de las simulaciones o utilizar métodos
que mejoren el muestreo conformacional, caracterizacién experimental de la unién de
los nucledtidos, y exploracion de la unién y regulacion de nucleétidos en las subunidad
¢ de otras x-proteobacterias.
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Figura A.1. Fingerprint de la interaccién de Pd{ con ADP y ATP para las simulaciones de d



B. Funcién de distribucion
espacial del ATP y ATP

\S N)

(a) 2LLO + ADP (b) 2LLO + ATP

(c) 2MDZ + ADP (d) 2MDZ + ATP

Figura B.1. Funcién de distribucién espacial del ATP y ATP en 2LL0 y 2MDZ. En verde se mues-
tra la funcién de distribucién espacial de los nucledtidos con Pd(, que representa la distribu-
cién tridimensional del ADP y ATP respecto a Pd( durante las simulaciones. En morado se
representa a la estructura promedio de la subunidad ( durante las 2 réplicas de la simulacidn.



C. docking en las mutantes

Docking en las mutantes de 2LL0

Mutaci Vina Contact
Hracton (kcal/mol) ontactos
WT-ADP —7,10 R29%, R298, N30%, L33%Y, G64*Y, D65%, R93P
WT-ATP 6.9 R29F, R29%, R29%, N30%, L33, D61%, D617,
’ G64*Y, D65, R93P
R29A-ADP o G34%Y, T57%, S58%, S58*, E62%, E62%, P63%Y,
’ K71P, R93*
R29A-ATP —6,7 N30%, L33, K71P, K71, K71%, R93%
N30A-ADP 6.8 R298, R298, L.33%Y, D61%, E62%Y, E62°Y, G64~,
’ D65, K71%, R93?
N30A-ATP 70 R29%, R29%, R29F, Y51%, D61%, E62*Y, G64~Y
’ D65%, D65, K71%, R93P
N30A/E62R-ADP 6.0 R62°%, R62%, R62F, R62°, K71% K71%V, K71F,
’ K71%, D75%, R93%, R93%, R93"
N30A/E62R‘ATP —578 R2906, F600Q/) D61(x, R620q/, D65“) D67oﬂ/
T57K-ADP 79 N30%, G34*Y, K57, S58, E62°%, E62%, K71,
’ R93*
T57K-ATP _75 N30%, K57%Y, S58%Y, E62%, E62%, K71%, K71*Y,
’ K71, K71P, R93%, R93*
E62R-ADP 59 R62%, R62%, R62F, R62°, K71%, K71P, K71F,
’ D75%, D75%, R93%, R93%, R93*
E62R-ATP 6.7 E26%, R29%, N30%, T57*7, $58*Y, F60*Y, D61,
’ R62°Y, G64
D75A-ADP —7,2 N30%, L33, Y51%, E62%, K71P, K71P, R93%, R93%
D75A-ATP —6,9 Y51%, Y51%, E62%, E62%, K718, K71%, R93%, R93®

*Puente de hidrégeno. PPuente salino. ®7-Catidn. YContacto con el backbone.

Tabla C.1. Resultados del docking en Vina para las mutantes en 2LL0. Se muestran las puntua-

ciones en kcal/mol. Los residuos destacados en los contactos corresponden con interacciones

del nucleétido con el aminodcido mutado.
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Docking en las mutantes de 2MDZ

Mutacion Vina Contactos
(kcal/mol)
WT.ADP 770 E26%Y, R29%, R29%Y, N30%, N30%, T57%, S58%,
S58%, D59%Y, F60*Y, D61*Y
E26*, R29%Y, R29P N30%, N30*Y, S58%, D59%,
WT-ATP —7,80
F60*Y, D61%, E62%
R29A-ADP —6,3 N30%, N30*", D59%, D61%, R93*
R29A-ATP —6,7 N30%, N30%Y, R31%Y, D59%, D59*, R93*
N30A-ADP —5,7 R29P, R29P, F60*Y, R93*
N30A-ATP —6,4 R29%, R29%F  R29P, T57%Y, R93*
N30A/E62R-ADP -5,8 R29%, R29F, D69*Y, M89*¥
N30A/E62R-ATP —6,6 R29%, R29F) R29P, T57%, S58%, D59*Y, R93%
T57K-ADP -5,8 R29P, R29%, N30%, F60*Y, R93*
R29%, N30%, D59%, D59%, D59*, F60*, D61*,
T57K-ATP —6,5
R93%
E62R-ADP ~5,6 R29%, N30%, S58%, D61*, R62*Y, D65~
E62R-ATP —6,7 R29P, R29P, R29P, S58%, F60~Y, M89*, R93*
D75A-ADP 5,8 R29P, R29%, N30%, F60*Y, R93*
D75AATP 65 Egzz, N30%, D59%, D59%, F60*, F60*, D61%,

*Puente de hidrégeno. PPuente salino. YContacto con el backbone.

Tabla C.2. Resultados del docking en Vina para las mutantes en 2MDZ. Se muestran las puntua-
ciones en kcal/mol. Los residuos destacados en los contactos corresponden con interacciones
con el aminoacido mutado.



D. Estructura secundaria
durante las simulaciones

Porcentaje de estructura secundaria
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Figura D.1. Porcentaje de estructura secundaria de ambas replicas, la linea roja indica el fin
de la primera réplica. Se muestra la tendencia de la estructura secundaria (drea sombreada)

con un spline
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Figura D.2. Porcentaje de estructura secundaria de Pd( durante las simulaciones pHMD a
pH 8. Se concatenaron las 3 trayectorias. Las lineas rojas indican el fin de una simulacién y el

comienzo de la siguiente.



. Resultados de
secuenciacion
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Figura E.4. Resultados de la secuenciacién de Pd¢ D75
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Figura F.1. Posiciones de los aminodcidos mutados en la subunidad ¢ (PDB 2LL0).
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Inhibitory to non-inhibitory
evolution of the ( subunit of the
F.Fo-ATPase of Paracoccus
denitrificans and a-proteobacteria
as related to mitochondrial
endosymbiosis

Francisco Mendoza-Hoffmann'#*", Lingyun Yang?#,
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Gilberto Gardufio-Javier?, Emiliano Salinas-Lopez?,
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Salvador Uribe-Carvajal®, Gerardo Pérez-Hernandez’,
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China, 3Shanghai Institute for Advanced Immunochemical Studies, ShanghaiTech University, Shanghai,
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Auténoma de México (U.N.A.M.), Ciudad de México, México, "Departamento de Ciencias Naturales,
Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Cuajimalpa, Ciudad de México, México

Introduction: The ({ subunit is a potent inhibitor of the F;Fo-ATPase of
Paracoccus denitrificans (PdFFo-ATPase) and related a-proteobacteria
different from the other two canonical inhibitors of bacterial (¢) and
mitochondrial (IF;) FiFo-ATPases. { mimics mitochondrial IF; in its
inhibitory N-terminus, blocking the PdFFo-ATPase activity as a
unidirectional pawl-ratchet and allowing the PdF;Fo-ATP synthase
turnover. { is essential for the respiratory growth of P. denitrificans, as we
showed by a A{ knockout. Given the vital role of { in the physiology of P.
denitrificans, here, we assessed the evolution of ( across the a-
proteobacteria class.

Methods: Through bioinformatic, biochemical, molecular biology, functional, and
structural analyses of several { subunits, we confirmed the conservation of the
inhibitory N-terminus of { and its divergence toward its C-terminus. We
reconstituted homologously or heterologously the recombinant { subunits
from several a-proteobacteria into the respective F-ATPases, including free-
living photosynthetic, facultative symbiont, and intracellular facultative or
obligate parasitic a-proteobacteria.

Results and discussion: The results show that { evolved, preserving its inhibitory
function in free-living a-proteobacteria exposed to broad environmental changes
that could compromise the cellular ATP pools. However, the {inhibitory function
was diminished or lost in some symbiotic a-proteobacteria where { is non-
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essential given the possible exchange of nutrients and ATP from hosts. Accordingly,
the { gene is absent in some strictly parasitic pathogenic Rickettsiales, which may
obtain ATP from the parasitized hosts. We also resolved the NMR structure of the (
subunit of Sinorhizobium meliloti (Sm-{) and compared it with its structure modeled in
AlphaFold. We found a transition from a compact ordered non-inhibitory conformation
into an extended a-helical inhibitory N-terminus conformation, thus explaining why
the Sm-{ cannot exert homologous inhibition. However, it is still able to inhibit the
PdF,Fo-ATPase heterologously. Together with the loss of the inhibitory function of a-
proteobacterial ¢ the data confirm that the primary inhibitory function of the a-
proteobacterial F1Fo-ATPase was transferred from ¢ to {and that {, €, and IF; evolved by
convergent evolution. Some key evolutionary implications on the endosymbiotic origin

of mitochondria, as most likely derived from a-proteobacteria, are also discussed.

KEYWORDS

evolution, ATP synthase, a-proteobacteria, mitochondria, endosymbiosis, zeta subunit, {,
Paracoccus denitrificans

Introduction

The F,Fo-ATP synthase is the ubiquitous nanomotor that fuels life
with the chemical energy of ATP to drive most of the endergonic
biochemical reactions and work processes in cells. The ATP synthase is
the terminal multiprotein complex of oxidative phosphorylation or
photophosphorylation of most living beings. When the transmembrane
ion gradient is partially or totally collapsed (in ischemia, anaerobiosis,
uncoupling in bacteria and mitochondria, or in the darkness in
photophosphorylation), the ATP synthase is thermodynamically
prone to reverse its intrinsic rotation from clockwise (CW, viewed
from Fo to F;) to counterclockwise (CCW) and, therefore, to hydrolyze
ATP, thus becoming an ATP-driven primary ion pump. To prevent the
futile and deleterious F,Fo-ATPase activity, the ATP synthases of
different organisms have acquired different inhibitory proteins or
protein domains. Thus, nature designed, by evolution, several
F;Fo-ATPase inhibitory proteins, such as bacterial € (Sternweis and
Smith, 1980), a-proteobacterial { (de la Rosa-Morales, 2005; Morales-
Rios et al., 2010), and mitochondrial IF; (Pullman and Monroy, 1963),
to fully prevent futile ATP hydrolysis (Krah, 2015; Mendoza-Hoffmann
et al,, 2018; Zarco-Zavala et al., 2018). These proteins complement a
partial MgADP inhibitory mechanism present in ATP synthases,
including the one of Paracoccus denitrificans (Zharova and
Vinogradov, 2004), which has been demonstrated in vitro but not in
vivo. Therefore, in the case that it actually exists in vivo, this Mg-ADP
inhibition is evidently insufficient to prevent wasteful F;Fo-ATPase
activity. Otherwise, the inhibitory functions of bacterial ¢ a-
proteobacterial {, and mitochondrial IF, would be physiologically
and evolutionarily unnecessary. Recently, we showed that this
inhibitory MgADP only partially inhibits the F,Fo-ATPase activity
in Paracoccus denitrificans (PdF,Fo-ATPase) (Zarco-Zavala et al,
2020). In contrast, the natural inhibitory “zeta” ({) subunit of this
PdF,Fo-ATPase (Morales-Rios et al., 2010; Zarco-Zavala et al., 2014;
Garcia-Trejo et al,, 2016) exerts a full inhibitory activity that completely
stalls the F;-ATPase (Zarco-Zavala et al,, 2020). The key biological role
of (has also been illustrated by the severe delay in respiratory growth of
a {null P. denitrificans knockout mutant relative to the wild-type strain
(Pd1222) (Mendoza-Hoffmann et al., 2018a, 2018b). This PdA{ mutant
also demonstrated the unidirectional pawl/ratchet mechanism of { to
block the reverse PdF;Fo-ATPase activity selectively and allow the full
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PdF;Fo-ATP synthase turnover rate to favor the cellular bioenergetic
ATP production (Mendoza-Hoffmann et al., 2018a, 2018b). This PdA{
mutant also supported that the same key role and unidirectional pawl/
ratchet mechanism of { very likely also works for the other inhibitory
bacterial ¢ and mitochondrial IF; proteins, although with different
structures (Mendoza-Hoffmann et al., 2018a, 2018b; Zarco-Zavala et al.,
2018). Recent studies by other researchers suggest that besides MgADP
and (; the & subunit has an apparent inhibitory role in P. denitrificans
(Pd-¢). However, instead of showing a clear activation in their truncated
Pd-¢"“" mutants, their results show that the stronger and more
significant PdF,Fo-ATPase activation occurred exclusively when {
was deleted but not when only Pd-e was truncated (Varghese et al,
2018; Jarman et al., 2021); the details of these studies are discussed in
Supplementary Material. It is evident that, in general, the ¢ subunit from
P. denitrificans and most, if not all, a-proteobacteria have completely
lost the inhibitory and ATP binding properties present in other non-a-
proteobacterial inhibitory € subunits (see the work of Zarco-Zavala et al.
(2014), Mendoza-Hoffmann et al. (2018a, 2018b), and Mendoza-
Hoffmann et al. (2022) and Supplementary Material); therefore, the
{ subunit acquired fully these inhibitory and regulatory properties in P.
denitrificans and related a-proteobacteria.

Given its biological relevance, we studied here the evolution of {
across the a-proteobacteria class. To this aim, we carried out
bioinformatic, molecular biology, biochemical, and structural
analyses of several { subunits in distinct bacterial families,
including strictly free-living respiratory (Paracoccus denitrificans,
Pd-{) or photosynthetic (Cereibacter sphaeroides, Cs-(, and
Rhodospirillum rubrum, Rr-(), facultative symbiotic (Rhizobium
etli, Re-(, and Sinorhizobium meliloti, Sm-(), and strictly parasitic
(Wolbachia  pipientis, Wp-() a-proteobacteria. The results
confirmed that the { subunit is a protein family (DUF 1476)
essentially exclusive of the a-proteobacteria class. We confirmed
the strong conservation of the functional N-terminal inhibitory
domain of { and its divergence toward the C-terminus. We also
carried out homologous or heterologous reconstitution of several {
subunits into the respective a-proteobacterial F; or F,Fo-ATPases.
The results showed that the evolution of { and the preservation or
loss of its inhibitory function is in concordance with its bioenergetic
requirement in different bacterial families, environments, and
lifestyles. Finally, we resolved and correlated the NMR and
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AlphaFold (AF) structures of the { subunit from S. meliloti with its
lack of inhibitory function. Taken together, the data show that
bacterial €, a-proteobacterial {, and mitochondrial IF, emerged
independently by F,Fo-ATPase
inhibitors. These results also have important implications in the

convergent evolution as
endosymbiotic evolution from a-proteobacteria to mitochondria
and putative important future applications.

Materials and methods
Experimental methods

Purification of F; and solubilization of F1Fo

Sub-bacterial particles (SBP) from P. denitrificans and the other
non-photosynthetic a-proteobacteria were prepared as previously
described (Morales-Rios et al, 2010), and chromatophores were
prepared from R. capsulatus, R. rubrum, or C. sphaeroides cultures,
as described previously (Behrens and De Meis, 1985). The F; from
Paracoccus denitrificans Pd1222 (Pd), Rhizobium etli CFN42 (Re), or
Sinorhizobium meliloti 1,023 (Sm) strains was purified from SBP or
inverted membranes, as described previously (Zarco-Zavala et al,, 2014).
The same procedure was used to purify the F;-ATPase of Rhodobacter
capsulatus from chromatophores. Solubilization of the F;Fo-ATPase
from SBP or chromatophores was carried out as described for the
preparation of Blue Native Electrophoresis (BN-PAGE) with 2-4 mg/
mg of protein of digitonin (Schagger and von Jagow, 1991).

F, — ATPase and F; Fo — ATPase activities

We measured the P. denitrificans, R. etli, and S. meliloti F;-
ATPase activities using a pyruvate kinase and lactate dehydrogenase
coupled assay that follows the NADH oxidation, as described
previously (Morales-Rios et al., 2010; Zarco-Zavala et al., 2014).
The reaction mixture contained 50 mM of Tris/acetate (pH 8.0),
250 mM of sucrose, 3 mM of Mg"* acetate, 30 mM of K*' acetate,
1.5 mM of PEP, 3 mM of ATP, 200 uM of NADH, 4 U/ml of PK, and
4U/ml of LDH. Reactions started by adding the F; (or F,Fp)
ATPases to the reaction cells. Measurements were carried out
using 0.15% LDAO as an ATPase activator. In the ATPase assays
of chromatophores or SBP, we also added 0.03 ug/uL of rotenone
and 5mM of sodium cyanide. In chromatophores, the ATPase
assays also included sulfite (<2 mM) and 2 pM of FCCP.

Cloning, expression, and purification of
recombinant { subunits from several «a-
proteobacteria

The recombinant ¢ subunits were PCR-amplified using genomic
DNA of the strains P. denitrificans Pd1222, R. etli CEN42, S. meliloti
1,021, and Cereibacter sphaeroides 2.4.1 (formerly Rhodobacter
sphaeroides) and designed primers (Supplementary Table SI).
The { gene from Rhodospirillum rubrum ATCC 11170 inserted
into pET3a was purchased from GeneScript. The { amplicons were
ligated into a pJET1.2 subcloning vector (Thermo Fisher Scientific),
and competent cells of E. coli DH5a were transformed with this
construction. The cloned { genes were confirmed by Ndel and
BamHI double digestion and subsequently ligated into a pT7-7
plasmid, with the exception of { from C. sphaeroides (Cs-(), which
was cloned into pET3a (Supplementary Figure S3). The pT7-7/C or
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pET3a/{ constructs were sequenced and then transformed into
competent E. coli BL21 (DE3) pLys S codon plus cells. The
recombinant { subunits were overexpressed and purified as
described previously (Morales-Rios et al, 2010; Zarco-Zavala
et al., 2014).

Circular dichroism experiments

Far UV CD measurements of Pd-{ and Sm-{ were carried out at a
concentration of 0.07 mg/ml at 25°C on a Jasco J715 spectropolarimeter
using a quartz cell with 0.1 cm pathlength. The protein samples were
previously filtered and diluted in 25 mM of phosphate buffer with
pH 8.0. The results were expressed as mean residue ellipticity at the
wavelength (\) given by

MRE = MRW X 6,/10XdXc,

where MRW is the mean residue weight for the peptide bond, 6y is
the observed ellipticity (degrees) at wavelength A, d is the pathlength
(cm), and c is the protein concentration (mg/ml). The spectra
obtained were an average of three scans. The secondary structure
content was calculated with the BeStSel online software (https://
bestsel.elte.hu/index.php). See references in the link and also the
work of Micsonai et al. (2022a) and Micsonai et al. (2022b) for
further details.

Inhibitory homologous and heterologous {
reconstitution assays

The F,, FFo, SBP, or chromatophores from each strain (P.
denitrificans, R. etli, S. meliloti, R. capsulatus, C. sphaeroides, or R.
rubrum) were preincubated with the indicated concentrations of the
recombinant Pd-{, Re-, Sm-{, Cs-{, or Rr-{ in the presence of 1 mM
of sulfite and 1 mM of ATP and MgCl, in a buffer containing 20 mM
of Tris/HCl and 250 mM of sucrose at pH 8.0. The reconstituted
samples were incubated for 20 min at room temperature; the
ATPase activities of the samples were then measured by the
coupled spectrophotometric method described previously.

13C, N uniform double labeling of recombinant
Sm-(

The "“C, "N
overexpressed in E. coli BL21 cells transformed with the pT7-

uniformly double-labeled Sm-{ was

7/Sm-{ plasmid. Cells were incubated in minimal M9 media at
37°C until they reached an absorbance of 0.7 at 600 nm.
Afterward, 1 mM IPTG was added, and cells were incubated at
37°C overnight. The cells were then harvested by centrifugation,
and the pellet was stored at —80°C until used. Incubations were
performed with continuous shaking at 200 rpm. The M9 minimal
media used had ['*Cq4]-D-glucose (4 g/L) and (0.5 g/L) "NH,Cl as
sole carbon and nitrogen sources (Sigma-Aldrich), respectively.
Purification of the *C, '*N uniformly double-labeled Sm-{ was
carried out as described previously for the purification of the
non-labeled recombinant { subunits.

Structure determination of Sm-( by solution
NMR spectroscopy

The buffer of the sample was exchanged to 50 mM of NaCl and
25mM of phosphate buffer at pH 6.8. Next, the sample was
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concentrated to 1 mM of Sm-( using a 3 kDa centricon, with 0.5 mM
of DSS, 4.5 mM of NaNj3, and 5% of D,0. Afterward, the sample was
transferred into the NMR tube and then acquired in a Bruker
AVANCE III HD 800 MHz spectrometer for a ['°N, "H] HSQC
(heteronuclear single quantum coherence) spectra (Supplementary
Figure S5). The structure of the Sm-( subunit was determined by
solution NMR spectroscopy following the automated J-UNIO
protocol (Serrano et al, 2012; Serrano et al, 2014). The
backbone NMR experiments 4D APSY-HACANH, 5D APSY-
HACACONH, and 5D APSY-CBCACONH were recorded at
293 K on a Bruker AVANCE III HD 800 MHz spectrometer. The
sidechain NMR experiments 3D"*N-resolved, 3D"*C (aliphatic)-
3DBC ['H,'H]-NOESY
experiments were recorded at 293 K with a mixing time of 120 m
on a Bruker AVANCE III HD 800 MHz spectrometer. To avoid
sample instability, 25% non-uniform sampling was used for each

resolved, and (aromatic)-resolved

sidechain experiment. The final 20 conformers with the lowest
residual CYANA target function values were then subjected to
energy minimization. First, each NMR conformer was solvated
with full atom TIP3P water containing ClI” and K' ions at
~0.15M to mimic the physiological ionic strength. Then, energy
minimization and calculation of the conformers were carried out
using the GROMACS 2018 (Pronk et al.,, 2013) package and the
Amber14SB (Maier et al., 2015) force field. After the minimization,
the energy of the system was computed on each NMR model. In
particular, the energy of the protein was computed in a vacuum,
while the solvation contribution was computed using Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver (APBS) software (Jurrus et al., 2018).
The final structure is shown in Figures 7, 8, and all structure
calculation parameters and statistics are shown in Supplementary
Table S2. The structure was deposited in the RCSB PDB with the
PDB_id 7VKV and in the Biological Magnetic Resonance Data Bank
(BMRB) with the entry 36,447.

Molecular simulation methods in silico

Molecular dynamics of the Pd-{ and Sm-{ subunits

The starting structure of Pd-{ was the PDB_id 2LL0, and that of
Sm-{ was the PDB_id 7VKV. They were processed identically with
the pdb4amber script, and the starting topology and input
coordinate files were created using the LEaP module in
AmberTools21 (Case et al.,, 2005). The AMBER ff99SB (Hornak
et al.,, 2006) force field parameters were used for all the protein
residues. Na* counterions were added randomly to neutralize the
system, which were then solvated in a truncated octahedron box
with explicit TIP3P waters (Jorgensen et al., 1983), with box limits at
10 A from the protein surface.

The system was minimized with a restraint of 10 kcal mol™* A~
on all protein atoms, using 1,000 steps of steepest descent followed
by 4,000 conjugate gradient steps. Next, the minimized structure was
heated from 10 to 298.15K for 50 ps at constant volume with a
5kcal mol™ A2 backbone restraint using the Langevin thermostat
with a collision frequency of 5ps'. Afterward, the system was
equilibrated for 500 ps with a 1atm constant pressure at
298.15K with a backbone of 1kcalmol! A2
employing the Langevin thermostat and a relaxation time of 5 ps

restraint

for the Berendsen barostat.
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The constant-pH molecular dynamics were performed in
triplicate at pH 8.0 for 100 ns with a time step of 2 fs, with all
protonable residues allowed to change their protonation states every
200 fs, and 200 fs of solvent relaxation followed any successful
protonation changes. Periodic boundary conditions were used,
and the particle-mesh Ewald sums (Darden et al, 1993) were
employed to treat the electrostatic interactions with a 10 A cutoff.
The SHAKE algorithm (Ryckaert et al., 1977) was used to constrain
hydrogen bonds. The GB implicit solvent model (Onufriev et al,
2004) was used during the protonation state change attempts with a
salt concentration of 0.1 M. All the simulations were run in GPUs
using the pmemd.cuda module in Amber20. Each MD simulation
was analyzed individually, as shown in Supplementary Material.

Results

We started with a preparative bioinformatic analysis of the { and &
subunits of the ATP synthases of a-proteobacteria to update sequence files
and alignments and to confirm the fact that the main inhibitory function
of the FiFo-ATPase in a-proteobacteria was lost in € and it was acquired
by { in a-proteobacteria (see the first section of Supplementary Material
and Supplementary Figures S1, S1.1). Afterward, with the role of { as the
main inhibitor of the a-proteobacterial F-ATPase already established, we
focused on the evolution of { along several a-proteobacterial species to
define whether the inhibitory function of { is preserved or not all along the
a-proteobacteria class. This also aimed to study the evolution of this
subunit in relation to the close relationship of a-proteobacteria with the
endosymbiotic origin of mitochondria (Archibald, 2015; Ku et al,, 2015).
We carried out a comprehensive phylogenetic analysis of (, as described in
the Supplementary Material, all along the a-proteobacteria class. In the
resulting phylogeny, closest to the { gene of P. denitrificans (aPATPs()
(Mendoza-Hoffmann et al,, 2022) (around 2:30 o’clock of the circular 's
phylogeny, Figure 1), there are some members of the Paracocccus genus
and some photosynthetic a-proteobacteria, such as Rhodobacter capsulatus
and Rhodobacter sphaeroides (now renamed Cereibacter sphaeroides
(Hordt et al, 2020)), and in some of them, we confirmed the
conservation of the inhibitory function of { (see the following section).
In close proximity to P. denitrificans in the Rhodobaterales order, we also
find some marine a-proteobacteria, such as Jannaschia sp., in which we
previously confirmed its heterologous inhibitory function (Zarco-Zavala
et al,, 2014). Around 6:00 o’clock of the { cladogram (Figure 1), there are
some nitrogen-fixing Rhizobiales, which are more distant to our reference
P. denitrificans { (Pd-(), which were also studied here (see the following
section). In this { cladogram, some { sequences branched outside their
respective orders, as in some Rhodobacterales and Rhizobiales, but these
inconsistencies were corrected when rRNAs were used for the cladogram
construction (see Figure 9), so these discrepancies are likely a result of
horizontal transfer or small gene size.

Conservation and evolution of the ( subunit
in photosynthetic and marine a-
proteobacteria compared with the ( subunit
of P. denitrificans

We started with functional studies of the { subunits by cloning
and overexpressing the recombinant (s from some of the
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gwangyangensis, respectively, are not color-coded.

aforementioned a-proteobacteria, initially with the purification of
the F;-ATPase from photosynthetic a-proteobacteria, closely related
to P. denitrificans in the same Rhodobacterales order. The ATP
synthases from some of these photosynthetic a-proteobacteria were
functionally characterized (Turina et al, 1992; Maldonado et al,
1998; Feniouk et al., 1999; Feniouk et al., 2002; Turina et al., 2004;
Feniouk et al., 2005). Although we previously observed the { subunit
of C. sphaeroides (Cs-{) bound to its CsF,Fo-ATP synthase of
chromatophores (Morales-Rios et al., 2010), we did not confirm
that Cs-{ inhibited its own ATP synthase. The close relationship
between P. denitrificans and C. sphaeroides (Figures 1, 9) strongly
suggests that the inhibitory function of { should be conserved in Cs-
(. Together with C. sphaeroides, another closely related a-
proteobacteria to P. denitrificans is Rhodobacter capsulatus
(Zarco-Zavala et al., 2014) (Figures 1 and Supplementary Figure
S1), suggesting that the ATP synthase of R. capsulatus
(RcF Fo-ATPase) should harbor the (-binding site at the
INGECORE or appPppy interface (Mendoza-Hoffmann et al,
2018a, 2018b; Zarco-Zavala et al., 2018) of the Rc-F,Fo ATPase.
Therefore, we purified the F;-ATPase of R. capsulatus (RcF,),
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Cladogram of the { subunit evolution of the a-proteobacterial ATP synthases. On the right, a circular cladogram represents the distribution of the ¢
subunit in the a-proteobacteria class. On the left are the orders of the a-proteobacteria class that are present in the phylogeny and their color coding. On
the bottom left, the bootstrap values are shown by circles of different sizes. The cladogram shows how the { subunit distributes in the different orders of
the a-proteobacteria; in a few cases, such as some Rhodobacterales and Rhizobiales, the { sequences are grouped outside of their orders, likely as a
result of small gene size or horizontal transfer. The Rhodospirillales are grouped into two different branches of the phylogeny. The { sequences of a
representative from the orders Pelagibacterales, Klioniellales, and Kordiimonadales, which are Pelagibacter ubique, Klionella laminariae, and Kordiimonas

obtaining a functional F;-ATPase with the canonical a, {3, y, §,
and ¢ subunits and a sixth 11 kDa subunit migrating similar to Pd-{
of Pd-F, (Morales-Rios et al, 2010), below a 15kDa subunit
presumably being Rc-e (Figure 2A). The identity of these
subunits as Rc-¢ and Rc-{ were confirmed by Western blot
analyses carried out separately with monoclonal anti-g (Figure 2B
upper panel) and polyclonal anti-{ (Figure 2B lower panel)
antibodies.

To confirm the presence of { in other photosynthetic a-
proteobacteria, we analyzed the chromatophores of several of
these
Rhodopseudomonas palustris (Rp), Rhodovibrio salinarum (Rsa),
Rhodospirillum rubrum (Rr), Rhodobacter capsulatus (Rc), and
Phaeospirillum fulvum (Pf). The anti-p and anti-{ Western blot
analyses confirmed the presence of { in chromatophores of all of

species, including Rhodospirillum marinarum (Rm),

these photosynthetic a-proteobacteria, besides the presence of the
catalytic § subunit (Figure 2C). Some of these { bands were relatively
weak compared to that of P. denitrificans (first lane of Figure 2C).
The weakness of these signals could be the result of a lower affinity of
the antibody anti-{ for the { subunits from relatively distant
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FIGURE 2

Purification and inhibition of the F;-ATPase from R. capsulatus and the FiFo-ATPase of C. sphaeroides. (A) Coomassie-stained SDS-PAGE of the
purification of R. capsulatus F; (F{Rc). All the subunits of the Rc Fy are present: a, f, y, 6, &, and . The subunit Rc-¢ has a molecular weight of 13 kDa, which is
lower than that of Pd-¢ (15.8 kDa). (B) Detection of subunits Rc-¢ and Rc-{ by WB. The upper and lower images are the same PVDF membrane; it was
revealed first as the bottom one (anti-{), and after stripping, it was exposed to anti-¢ antibodies and revealed again. These two images were spliced
where indicated by discontinuous lines to remove empty lanes. (C) WB anti-f and anti-{ of the enriched F;-ATPases by the chromatophore's chloroform
extraction from photosynthetic a-proteobacteria; the whole PVYDF membrane was incubated with both antibodies; this image was not spliced. (D) The
F1Fo complex of R. capsulatus (RcFiFo) was solubilized from chromatophores. This F1Fo complex was preincubated in the presence of increasing
concentrations of the recombinant Pd-{ (blue) or the recombinant { of Jannaschia sp. (Js-{, red). Afterward, the RcF;Fo-ATPase activity was determined
by the coupled ATPase assay as described in Materials and methods. Lines represent the non-linear fitting to a non-competitive inhibitor model, and
average data of duplicate experiments are shown. (E) The recombinant Cs-{ was reconstituted into chromatophores of C. sphaeroides, and the inhibition
of the CsFiFo-ATPase by Cs-{ was determined by the same coupled ATPase assay. The plot shows a representative experiment of three independent
ones. Curve fitting was made as before and the ,55/Cso of Cs-{ to inhibit its own CsF;Fo-ATPase was 9.7 + 2.7 nM (average +SD). Inset left: the Cs-{
structure modeled by Phyre2 and refined in Swiss-Model (salmon) or by AlphaFold (red) with respective identities of 100% and 90% to our cloned Cs-{
protein. Inset right: Coomassie-stained SDS-PAGE gel of the purified Cs-{.

10.3389/fmolb.2023.1184200

photosynthetic a-proteobacteria. For instance, the { subunit of R.
rubrum (Rr-0) is one of the most distant to Pd{ (Supplementary
Figure SIA, and Figure 9 around 2 o’clock). In summary, these
results show that { is expressed and spread as a-proteobacterial
F-ATPase inhibitor along most, if not all, photosynthetic a-
proteobacteria.

To confirm the inhibitory function of { in photosynthetic and
non-photosynthetic a-proteobacteria, we performed heterologous

Frontiers in Molecular Biosciences

06

reconstitution of the available recombinant { subunits from P.
denitrificans (Pd-{) and Jannaschia sp. (Js-{) into the ATP
synthase from photosynthetic a-proteobacteria. The latter is
another marine a-proteobacteria of the Rhodobacterales order,
also closely related to P. denitrificans (see Figures 1, 10 and
Supplementary Figure SIA). It is worth recalling that in previous
experiments, Js-( was able to inhibit the PAF,-ATPase (Zarco-Zavala
et al, 2014). With these antecedents, we carried out heterologous
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reconstitution of Pd-{ and Js-{ into the F,Fy-ATPase of R.
(Re-FiFo)
expected, from their close proximity (Zarco-Zavala et al. (2014)

capsulatus solubilized from chromatophores. As
and Figure 1 and Supplementary Figure S1A), we observed a potent
inhibitory activity of Pd-{ and Js-{ subunits on the RcF,Fo-ATPase
(Figure 2D). These results showed that both Pd-{ and Js-{ subunits
can bind productively to the INGECORE binding site of Rc-F;-
ATPase. The ,,,ICs, of the Pd-{ to inhibit the RcF,Fo-ATPase
obtained was 3.76 uM, and the corresponding ,,,ICs, of Js-{ was
1.12 pM. These ,,IC50 values are, as expected from heterologous
reconstitutions, higher than the ,,,ICs of Pd-{ of 0.44-0.55 uM (see
Supplementary Material and the work of Morales-Rios (2011)) to
inhibit its own PdF,F,-ATPase in SBP.

In parallel, we were able to clone, overexpress, and purify the
recombinant { subunit from C. sphaeroides (Cs-Q) (Figure 2L, inset)
and reconstituted it into the CsF;Fo-ATP synthase of C. sphaeroides
chromatophores. Interestingly, we obtained an average ,,,ICso of
9.7 + 2.7nM of the Cs-C to inhibit its own CsF,Fo-ATPase in
chromatophores after three independent determinations (Figure 2E
shows a representative curve). This value is in the nM range, much
lower than the observed ,,,ICso of Pd-{ (or Js-0) to inhibit the
PdF,Fo-ATPase in PSB, which are in the uM range. Recently, three
new AlphaFold (AF)-modeled structures of the Cs-{ protein were
uploaded, and the structure closest to our cloned Cs-{ protein was
90% identical (AF-A0A3G6WKKI1-F1-model-v4. pdb). We aligned
this AF-Cs-{ model (red in Figure 2E, inset) with our own model of
the cloned Cs-( constructed in Phyre2 and refined in SWISS-
MODEL (salmon in Figure 2E, inset). Our Cs-{ model shows, as
expected, the Pd-{-like structure with the inhibitory N-terminus was
partially disordered; however, the AF-Cs-{ model shows the
N-terminus with the inhibitory extended a-helix conformation
(Figure 2F, inset). As in other { structures described in the
following text, this shows that the transition from the disordered
to the ordered a-helical extended inhibitory structure of Pd-{ may
take place in Cs-{, as confirmed here experimentally (Figure 2E). In
summary, the Cs-{ is the { subunit of a-proteobacteria showing the
highest affinity for its target homologous F,Fo-ATPase found so far
(Figure 2E), even higher than the affinity of Pd-C or Js-{ (Zarco-
Zavala et al.,, 2014). As we will see, these high-affinity { subunits are
found in free-living a-proteobacteria subjected to extreme
environmental changes. Thus, they require a high-affinity and
strongly inhibitory ( subunit of the F,Fo-ATPase to prevent
futile ATP consumption and cope with the variable, thus
challenging living environments that face a-proteobacteria.

Unfortunately, we could not grow Jannaschia sp. (kindly
donated by Prof. Mary Ann Moran) to estimate the ,,,ICs of Js-
{ for its own Js-ATP synthase. Nevertheless, it is evident that in free-
living a-proteobacteria, the { subunit is a potent F,Fo-ATPase
inhibitor with nM or pM affinities for their respective or
F,Fo-ATPases.
Although we were unable to clone the recombinant { from R.

homologous  free-living  a-proteobacterial
capsulatus (Rc-) and to estimate its ,,,ICso to inhibit its own
Rc-ATP synthase, we consider that Rc-{ is likely a potent
RcF Fo-ATPase inhibitor. This is because of the very close
relationship of R. capsulatus with P. denitrificans, C. sphaeroides,
and Jannaschia sp. (see Figures 1, 10; Supplementary Figure S1) and
the previous results showing the strong conservation of the {
inhibitory function in free-living a-proteobacteria. It was also
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important to assess this functional conservation of { in more
distant and free-living photosynthetic a-proteobacteria, such as
Rhodospirillum rubrum (Rr-Q). This a-proteobacterium belongs to
the order Rhodospirillales but not to the Rhodobacterales (Figures 1,
9). The sequence of Rr-{ is more divergent from the Pd-( than the
previous {'s of Rhodobacterales (see Supplementary Figure S1A).

To assess the homologous inhibitory capacity of Rr-{ on
chromatophores from R. rubrum, we overexpressed and purified
the Rr-{ subunit (Figure 3A) and reconstituted it into the
RrF Fo-ATPase in conditions promoting the productive binding
of the Rr-( by the entrance rotation alpha helix locking (ERAHL)
mechanism (Mendoza-Hoffmann et al., 2018a, 2018b; Zarco-Zavala
et al,, 2018). These ATPase assays showed a clear dose-dependent
Rr-( inhibition of the Rr-F,Fo-ATPase of chromatophores with an
applCso of 18.4 + 82uM on average, after three independent
determinations, and fitting the data to a non-competitive
inhibition mechanism (see the representative curve in Figure 3B)
(Zarco-Zavala et al.,, 2014). This ,p,ICs0 of Rr-( to inhibit its own Rr-
ATP synthase is about 35-fold higher than the ,,,ICsq of the Pd-{
(0.55 uM) to inhibit its own PdF,Fo-ATPase complex in SBP (see
Figure 6D) and =1,900-fold higher than that of Cs-{ (9.7 nM, see the
previous reference). This shows clearly that the inhibitory function
of {is still preserved not only in the Rhodobacterales order (Figure 1
and Supplementary Figure S1) but also in the Rhodospirillales order.
However, it is worth emphasizing that this Rr-( inhibitory function
has a very low affinity compared to Pd- or Cs-(. In addition, we also
tried to obtain a heterologous inhibition of the Rr-C into the
PdF,Fo-ATPase and PdF;-ATPase complexes of P. denitrificans.
However, the results never showed any inhibitory activity of Rr-{ on
PdF,Fo-ATPase using a large excess of 30 pg of Rr-{ in SBP from P.
denitrificans (data not shown).

These
photosynthetic

that the
free-living a-proteobacteria,

observations indicate subunit of
such as C.
sphaeroides, and the more distant R. rubrum ( subunits
preserve their inhibitory function, although the latter exhibits
a relatively much lower affinity. The data, thus, show a tendency
to lose the inhibitory function of { in a-proteobacteria that are
more distant from P. denitrificans.

We also tried to correlate this preserved inhibitory function of the
“photosynthetic” { subunits with their structure. In the first approach,
we modeled the structure of Rr-{ by homology with the Pd-{ subunit
preserving as expected, essentially the same { fold as Pd-{, with the
inhibitory N-terminus intrinsically disordered, and the globular domain
folded as four-a-helix bundle (Figure 3C). The Rr-{ is slightly larger
than the Pd-{ (Supplementary Figure S1A) due to a 3-aa insertion in the
loop between a-helices 3 and 4 (at position 81 in the numbering o Pd-{);
this is depicted as a brown loop (bottom of Figure 3C) that does not
align well with Pd-C (Rr-{ in green in Figure 3C). There is also a single 1-
aa insertion in position four of the N-terminus of Rr-( compared with
Pd-, and it is also clear that the N-terminus of Rr-{ is more divergent
from Pd-{ than the other Rhodobacterales (-subunits closer to P.
denitrificans (Supplementary Figure S1A). These results explain why
Rr-( s still able to inhibit, although weakly, its own RrF,Fo-ATPase but
unable to inhibit the PdF,;Fo-ATPase heterologously, most likely
because of the divergent N-terminus of Rr-{ (Supplementary
Figure S1A).

In a second approach to look for a structure-function
correlation of the Rr-(, we further investigated the { structures
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Purification, reconstitution, and structure of the Rr-{ subunit. (A) SDS-PAGE of the purified Rr-{ subunit. (B) Reconstitution and effect of the Rr-{
subunit on the RcFiFo-ATPase activity of chromatophores. The shown amounts of pure Rr-{ were reconstituted into the R. rubrum chromatophores, and
subsequently, the RcFFo-ATPase was determined as described in Materials and methods. The plot shows a non-linear curve fit to a non-competitive
inhibition model of a representative experiment of at least three replications (see text for further statistical details). (C) Structure of a homology
model of the Rr-{ subunit (green) constructed in Phyre2 which showed the lowest RMSD compared with the most representative NMR structure of Pd-{
(PDB_id 2LL0) superimposed in brown. This Rr-{ model shows the intrinsically disordered protein region (IDPr) of the inhibitory Rr-{ N-terminus. (D)
Superposition of the AF model of the { subunit of Rhodospirillales bacterium (darker green) with the Rr-{ model of (C). The AF model shows the inhibitory
extended N-terminal a-helical conformation of { that blocks the F;-ATPase rotation. See text for further details.

modeled in AF named DUF 1476, finding 22 structures of (s from
Rhodospirillaceae bacterium within the Rhodospirillales order and
very closely related to Rr-( (see the following link: https://alphafold.
ebi.ac.uk/search/text/duf1476? organismScientific
Rhodospirillaceae  bacterium). Within these 22 structures, we

Name=

found one with a higher identity to Rr-{ named AF-
AOA7V7E8WS8-F;-model_v4. pdb. This structure, among others,
was aligned to our model of Rr-(, and we found that the RMSD
between this AF model and our Rr-{ model was the smaller one (2.
034 A), as calculated in PyMol (Figure 3D). Other AF
Rhodospirillaceae bacterium models had higher RMSD and lower
identity than our Rr-{ model. In the structural alignment
(Figure 3D), the AF-A0A7V7E8W8-F;-model_v4. pdb was longer
than Rr-C in the C-terminus. Still, its inhibitory N-terminus is
similar to the Rr-{. The full identity between our model and the
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AF model is 38%, confirming them as closely related orthologous
proteins. Interestingly, as found with other AF  structures, the AF
Rhodospirillaceae-{ structure does not show the intrinsically
disordered N-terminus as in the Pd-{ NMR structure (PDB_id
2LL0), but the inhibitory extended a-helical N-terminus that
blocks the rotation of the central rotor of the PdF, and
PdF,Fo-ATPases (Morales-Rios et al., 2015; Garcia-Trejo et al,
2016; Mendoza-Hoffmann et al., 2018a, 2018b; Zarco-Zavala
et al, 2018). Although AF does not show the experimental
(NMR, X-ray, or Cryo-EM) protein structures, it shows some
putative conformers of the protein of interest as predicted from
the available experimental structures (Jumper et al, 2021).
Therefore, it seems worth considering that the AF extended a-
helical N-terminal the inhibitory {
conformations that might be reached in the appropriate

structures represent
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conditions, either spontaneously in solution or after its productive
binding to a compatible F;-ATPase. With these considerations, the
AF-modeled { structures closer to the Rr- structure show that these
{ subunits may, therefore, reach the extended a-helical N-terminus
inhibitory conformation. This interpretation is in full concordance
with the inhibitory function of Rr-{ working on its own
RrF,Fo-ATPase (Figure 3B). In summary, these data show that
the { subunits of marine and photosynthetic a-proteobacteria are
conserved enough to be able to undergo the inhibitory N-terminal
transition from non-inhibitory intrinsically disordered (IDPr) to the
extended a-helical structure to inhibit unidirectionally the a-
proteobacterial F;Fo-ATPase.

Evolution of the ( subunit in facultative
symbiotic, facultative pathogenic, and
strictly parasitic a-proteobacteria

So far, we described the functional and structural properties of the {
subunits from free-living a-proteobacteria closely (Rhodobacterales)
and distantly (Rodospirillales) related to Pd-{, confirming, perhaps non-
unexpectedly, the conservation of the inhibitory function of these {
subunits. We, thus, turned our focus to the { subunits of symbiotic,
pathogenic, and parasitic a-proteobacteria in order to define whether
the inhibitory function of { is preserved in a-proteobacteria of different
lifestyles, either closely or distantly related to P. denitrificans. To this
aim, we isolated and functionally characterized the { subunits and F;- or
F;Fo-ATPases from facultative nitrogen-fixing symbiotic Rhizobiales a-
proteobacteria (green in Figures 1, 9). The F;-ATPases were isolated
first from R. etli, S. meliloti, and Methylobacterium nodulans. All of these
are facultative symbionts of legume plant roots, where they exchange
nutrients for fixed nitrogen with legume plants. We grew these bacteria
aerobically in rich LB media and isolated the F;-ATPase from inverted
membranes, prepared as described in Materials and methods. The
isolation of the F;-ATPases from these Rhizobiales a-proteobacteria
produced the canonical F,-ATPase pattern of the five protein bands in
Coomassie-stained SDS-PAGE gels, namely, the a, 3, y, 6, and ¢
subunits, but we could not see clearly the sixth { band of the PdF;-
ATPase (see Morales-Rios et al. (2010) and Zarco-Zavala et al. (2014)
and the third lanes of Figures 2A, 4A-C). We considered that { was
either absent or present in very low amounts, non-detectable by
Coomassie staining. Therefore, we carried out immunodetection by
anti-{ Western blot analyses, with our polyclonal anti-Pd-{ antibody
(Morales-Rios et al., 2010), including a control with a monoclonal anti-
B. The results showed clearly the presence of trace amounts of { in all F;-
ATPases of Rhizobiales a-proteobacteria, i.e., R. etli (FiRe), S. meliloti
(F,Sm), and M. nodulans (F\Mn), in addition to the presence of the
control f§ subunit (Figures 4D-F). However, the { band intensities were
weak compared with the Pd-{ band (F, Pd). Although this might be due
to the sequence diversity of the Rhizobiales { subunits, the lack of a clear
{ band intensity in the Coomassie-stained gels (Figures 4A-C)
evidences that { is present in very low amounts in Rhizobiales
F,-ATPases. This that the (
Rhizobiales are sub-expressed at low levels and/or they have a lower

indicates either subunits  of
affinity for their respective F;-ATPases, thus becoming dissociated from
the soluble F;-ATPase during the purification of the enzyme.

To assess these possibilities, we cloned the recombinant (

subunits from S. meliloti (Sm-{) and R. etli (Re-{) chromosomic
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DNA to determine the ,,,ICs of these Rhizobiales { subunits to
inhibit their F; and/or F;Fo-ATPase complexes. The recombinant
Sm-{and Re-{ subunits were purified as described previously for Pd-
{ (Morales-Rios et al., 2010; Zarco-Zavala et al., 2014) to achieve
high purity (>95% according to Coomassie staining, Figures 5A,B).
The highest yield and purity were always obtained with the Sm-{
(Figures 5A, B). In addition, the Sm-{ was also the more intense
band in anti-{ Western blots compared with the homologous Re-{
and Mn-{ subunits (Figures 4D-F); therefore, further functional and
structural studies of Rhizobiales (s were carried out with Sm-(.

Before carrying out the functional analyses with Sm-{, we
confirmed the proper folding of the protein by the content of a-
helical secondary structure determined by circular dichroism (CD)
spectroscopy, compared with Pd-{ as the reference. As can be seen in
Figure 5C, the CD spectra of Pd-{ and Sm-( subunits are almost
identical and superimpose very well to each other, indicating that in
solution, the a-helical content of the Sm-{ is very similar to that of
Pd-(. This indicates the proper folding of the Sm-{, at least as the
overall a-helical content, suggesting that the globular part of Sm-{ is
folded similarly as the native Pd-C subunit in solution (see PDB_id
2LL0 and Figure 8A). We calculated the a-helical content from the
CD data of the Pd-{ and Sm-( subunits as described in Materials and
methods. In summary, the estimated a-helical contents of Pd-{ and
Sm-{ were 74.8% and 75.7%, respectively, ie., very close values
indicating a similar amount of a-helix in both proteins, as in the Pd-
( subunit (see PDB_id 2LL0, the work of Zarco-Zavala et al. (2014),
and Figure 8A).

Once confirmed that Sm-{ is folded similarly to the Pd- subunit,
we carried out the homologous reconstitution of Sm-( into the
isolated SmF;-ATPase, which also showed more clearly the contents
of a, B, ¥, 8, and & subunits better than other Rhizobial F,-ATPases
(see Figures 4A-C). This enzyme showed an SmF,-ATPase activity
(11.24 +0.79 pmol/(min.*mg.pt.)) higher than that of PdF,** (4.48 +
1.21 umol/min*mg pt), which is with the PdF,** isolated from the {
knockout mutant PAA{ (Mendoza-Hoffmann et al., 2018) and MnF,
(5.53 +£0.03 umol/(min*mg.pt.)) ATPases and similar to that of ReF;
(10.37 £ 2.57 pmol/(min.*mg.pt.)). Therefore, our SmF; was an
optimal preparation to assess the inhibitory function of Sm-( since it
lacked most of its endogenous Sm-{ and, thus, showed one of the
highest F;-ATPase activities of the a-proteobacterial F;-ATPases
isolated here. Somehow unexpectedly, we observed no inhibitory
effect of the Sm-{ whatsoever on its own SmF,-ATPase after
reconstitution experiments with increasing concentrations to
reach an excess of Sm-{ up to 30 pg in the presence of MgATP
(see Figure 6A) in conditions where the Pd-{ inhibits fully the
PdF,;ATPase and PdF,Fo-ATPase activities (Mendoza-Hoffmann
et al,, 2018; Zarco-Zavala et al., 2018). After repeating this in an
identical duplicated experiment (see red circles in Figure 6A),
observing no inhibitory function of Sm-{ on the SmF,;-ATPase
on average, we carried out a non-identical replication of this
experiment extending the preincubation of Sm-{ with SmF, by
24 h instead of 20 min (as described in Materials and methods)
to make sure there was enough time to reveal any inhibitory function
of Sm-{ on SmF}, in case there were any (red squares in Figure 6A).
Once more, there was no inhibitory function of Sm-{ on the SmF,-
ATPase whatsoever. Given this non-inhibitory result, we assayed the
putative heterologous inhibitory function of Sm-{ on the PdF,;-
ATPase. Surprisingly, we observed a strong inhibition of the PdF;-
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The {-gene is expressed and associated with the F; complex of R. etli, S. meliloti, and M. nodulans. (A—C) Coomassie-stained SDS-PAGE of the
purifications of F1-ATPases from R. etli (Re), S. meliloti (Sm), and M. nodulans (Mn), respectively. (D—F) WB anti-p (upper images) and anti-( (lower images)
of the F; complexes of Re, Sm, and Mn, respectively. The { subunit is detected as faint bands in all Rhizobiales F;-ATPases, with the exception of S. meliloti,
where Sm-{ is a more prominent band. All images were spliced to remove empty lanes, indicated by vertical discontinuous lines.

ATPase after reconstitution with large amounts (15-20 ug) of Sm-(
(Supplementary Figure S2A). To confirm these results, we used the
full PAF,Fo**-ATPase of SBP lacking the endogenous { (Mendoza-
Hoffmann et al., 2018a, 2018b) to estimate an ,,,ICs. With this
experiment (Figure 6E), we confirmed that the Sm-( exerted a dose-
dependent strong inhibition of the PdF,Fo"*-ATPase of SBP. We
estimated an ,,,1Cs after repeating this experiment three times and
obtained an average ,,,ICso value of 1.45 + 0.38 uM after adjusting
the data points to the non-competitive inhibition model (see
Figure 6E). This value is 2.6-fold higher than the ,,,IC5, of Pd-(
(0.55 + 0.36 uM) estimated in the PdF,;Fo-ATPase of SBP with the
same kinetic inhibition model and with appropriate statistical
significance (Figure 6E; Supplementary Figure S2B). These values
are in concordance with the productive binding of the Sm-{ into the
PdF,Fo-ATPase with lower affinity than its homologous Pd-{, as
expected from a heterologous reconstitution. In a reciprocal
experiment, we assayed the putative heterologous inhibition of
the Rhizobiales F;-ATPases (SmF; and ReF;) with the
recombinant Pd-{. After the custom reconstitution of Pd-( in the
presence of MgATP into SmF; and ReF; ATPases, we could not
observe any inhibitory function of the Pd-{ whatsoever. Instead of
repeating these experiments with negative results, we used a
considerable excess of recombinant Pd-{, >100pg to confirm that
there were no inhibitory effects of Pd-( on SmF, and ReF; ATPases
(see Figures 6B,C). These results indicate that the structural
differences (Figures 6F, 8A, C) between Pd-{ and Sm-( (and/or
PdF, and SmF, see Supplementary Material) make Sm-{ unable to
inhibit its own SmF,-ATPase and Pd-{ non-compatible to inhibit
the Rhizobiales SmF; and ReF,; ATPases. However, Sm-{ can inhibit
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heterologously the PdF;- and PdF;Fo-ATPases. Thus, the PdF; and
PdF,Fo nanomotors are somehow able to induce the inhibitory
N-terminal extended-a-helical conformer of Sm-{ but not their own
SmF;-ATPase.

We knew, at this point, that Sm-{ exhibits an a-helical content
similar to that of Pd-{, according to the CD results (Figure 5C), and
therefore, the overall folding of both { subunits (Sm-{ and Pd-{) should
be similar. However, to analyze more deeply the structure of Sm-{ and
look for structural differences between Pd-{ and Sm-( that could explain
the functional differences of both { subunits, we resolved the NMR
structure of Sm-{ in a similar fashion to our previous solution structure
of Pd-{ ((Zarco-Zavala et al.,, 2013; Serrano et al., 2014; Zarco-Zavala
et al, 2014) and PDB_id 2LL0). The structure resolved, showing the
20 most representative conformers of Sm-{ exhibited a similar globular
folding as Pd-(, as expected from the CD results (Figure 5C). However,
the Sm-{ N-terminus showed a radically different structure compared
with Pd-C. In the case of Pd-(, we consistently observed the inhibitory
N-terminus as an intrinsically disordered protein region (IDPr) with
high mobility in solution, which shifts to an extended N-terminal a-
helix after its productive binding to the INGECORE of the appBppy
interface of the PdF; (Garcia-Trejo et al,, 2016) and PdF,;Fo ATPases
(Morales-Rios et al., 2015). In the case of Sm-(, its N-terminus is not
disordered in solution at all, it forms a well-folded a-helix, but it is not
extended; instead, it bends toward the C-terminal a-helix so that the
final conformer of Sm-{ in solution is a globular and compact 5-a-helix
bundle (Figures 7, 8), in contrast to the 4-a-helix bundle of Pd-{
(PDB_id 2LLO and Figure 8A). Figure 7A, B shows two side views of the
NMR structure of Sm-{ (PDB_id code 7VKV), with the N- and

C-termini of Sm-{ viewed from the “back” and “front” of the
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Purified recombinant { subunits from R. etli and S. meliloti. (A, B)
Coomassie blue-stained SDS-PAGE (A) from left to right: the
molecular weight marker (MWM), recombinants Pd-{ and Sm-{; (B)
from left to right: molecular weight marker (MWM), recombinant
Re-{. (C) Far UV CD spectra of 0.07 mg/ml of Pd-{ (red) and Sm-{
(blue) diluted in 25 mM of phosphate buffer with pH 8.0. See Materials
and methods for details.

protein, respectively. For more clarity, the N- and C-termini of Sm-{ are
colored violet and red, respectively, in Figure 7C, with the red
C-terminus viewed at the front and the violet N-terminus
protruding from the back, respectively (Figure 7C). Here, the Sm-C
has the same orientation and view as in Figure 7A. As can be seen, there
is no IDPr at the N-terminus of Sm-{ as in the case of Pd-{ (PDB_id
2LLO0 and Figure 8A). One of the first questions that emerge from this
structure is whether it is consistent with the content of a-helix
determined in solution by CD (Figure 5C). Accordingly, the content
of a-helix of Sm-{ was calculated as the number of aa’s in a-helical
structure from the most representative conformer of the 20 resolved by
NMR (PDB_id 7VKV) with the STRIDE site (http://webclu.bio.wzw.
tum.de/cgi-bin/stride/stridecgi.py), giving an a-helical content of 72.1%.
This is in good agreement with the 75.7% of a-helix as obtained by our
CD experiments (Figure 5C). As an internal control, the a-helical
content of the most representative control Pd-{ conformer was also
calculated from the NMR PDB_id 2LL0, and we obtained a value of 60.
5%, which is similar but lower to the 74.8% of a-helical content
calculated from the CD spectra (Figure 5C). The slight discrepancies
of smaller a-helical content obtained by NMR in both Sm-{ and Pd-{
may be due to the differences in the media used for both
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determinations, particularly in the slightly acidic pH of the media
necessary for the NMR experiments (pH = 6.0-6.8), whereas the CD
spectra of both Sm-{ and Pd-{ were carried out at more basic pH (pH 8.
0). We have shown that the more effective inhibitory activity of Pd- is
obtained at more alkaline (pH 8.0) than at more acidic pH (6.0)
(Morales-Rios et al., 2010; Morales-Rios, 2011; Zarco-Zavala et al.,
2014; Mendoza-Hoffmann et al., 2018; Zarco-Zavala et al, 2018);
therefore, it seems consistent to see a slightly higher o-helical
content in both Sm-{ and Pd-C by CD at pH 8.0 than by NMR at
pH = 6.0-6.8. In summary, the CD and NMR structures of Sm-{
complement each other very well and show that the solution structure
of Sm-{ is a globular 5-a-helical bundle devoid of the disordered
N-terminal IDPr, ie., in radical contrast to the IDPr of Pd-{,
although both structures may present similar a-helical contents at
pH 8.0.

The ordered and a-helical folded structure of Sm-{ explains why
it is unable to inhibit its own SmF;-ATPase (Figure 6A). It seems
that the activation energy for the transition from the 5-a-helical
bundle the
conformation is a thermodynamic and/or kinetic barrier that is

to extended N-terminal a-helical inhibitory
too high and cannot be properly triggered by the SmF;-ATPase.
Looking for primary structure differences between the Sm-{ and the
Pd-(, we found significant changes in the first 14 N-terminal
residues, which, as we demonstrated, harbor the inhibitory
domain of Pd-C (Zarco-Zavala et al, 2014) (see the red box in
Figure 6F). These changes, together with a few others in the rest of
Sm-{ and possibly in the INGECORE appfppy interface of the SmF,
(Mendoza-Hoffmann, 2018) (see Supplementary Figure S7), should
explain the inability of the SmF;-ATPase to trigger the inhibitory
transition from the compact 5-a-helical globular Sm-{ conformer
(Figures 7, 8) to the extended N-terminal inhibitory form of Sm-{
(Figure 8D). In summary, the data show that Sm-( has a compact
non-inhibitory 5-a-helical globular conformation that likely leaves
the isolated SmF,-ATPase essentially devoid of bound Sm-{ as
detected by SmF; SDS-PAGEs and anti-{ Western blots (Figure 4).

An intriguing question is why the Sm-{ is unable to inhibit its
own SmF;-ATPase but still able to inhibit heterologously the PdF,-
ATPase. This observation indicates that the PdF,-ATPase is
somehow able to trigger the transition from the compact non-
inhibitory (5-a-helical bundle) conformer of Sm-{ into the
extended N-terminal a-helical inhibitory conformer of Sm-{. We
looked for structural insights that might explain this heterologous
inhibitory effect of Sm-(, so we looked for the putative Sm-{
structures modeled in AF. We found six structures of Sm-{
predicted by the AF database, but these structures had different
sequences and structures, originating from different S. meliloti
strains (see Supplementary Table S3). When we compare the
sequence of these AF models with the sequence of the Sm-{
structure that we resolved by NMR (PDB_id 7VKV), they have
the following identities: 100%, 99%, 58.65%, 57.28%, 60.19%, and
60.19% (Supplementary Table S3). We compared these AF models
with each other (Figure 8D) and with our NMR structure
(Supplementary Figure S6). Interestingly, when AF used Sm-{
sequences with 100% and 99% identity with our Sm-(, it
predicted a different structure (Figure 8D). This AF structure
shows the extended N-terminal a-helical inhibitory conformation
(Figures 8D, Supplementary Figures S6A-D), similar to the AF
models of C. sphaeroides (Figure 2D) or Rhodospirillaceae bacterium
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FIGURE 6

Effect of Sm-{ and Pd-{ on the F;-ATPase or FiFo-ATPase activities after homologous or heterologous reconstitutions. (A) Homologous
reconstitution of Sinorhizobium meliloti F1 (SmF,) with increasing concentrations of its own recombinant Sm-{. Individual identical duplicate experiments

with 20 min of preincubation of Sm-{ with SmF; as described in Material and

methods are shown in open circles (O), with their average in red-filled circles

(@). A third non-identical experiment with 24 h preincubation with Sm-{and SmFy is shown in red-filled squares (m). There was no inhibition at all of

SMF; by Sm-{ in any case. (B) Heterologous reconstitution of SmF; with in
Rhizobium etli Fy (ReF,) with increasing quantities of recombinant Pd-{. (B,
inhibitory effects instead of repeating these experiments. (D) Homologous
SBP*, showing a representative experiment of three independent ones; th
obtained for Pd-{ is on average 0.55 + 0.38 uM (+SD). (E) Heterologous r
experiment of three independent ones, a similar fitting as in (D) gave an ave
higher by 2.6-fold than that of Pd-{ (see text and Supplementary Figure S

(Figure 3D) and the Pd-{ subunit bound to its inhibitory
INGECORE site in the PdF;-ATPase (Mendoza-Hoffmann et al.,
2018; Zarco-Zavala et al., 2018). The other AF models with ~ 60%
identity to our Sm-{ (PDB_id 7VKV) showed a compact
non-inhibitory 5-a-helical conformation similar to our resolved
compact non-inhibitory 5-a-helical NMR structure of the PDB_
id 7VKV (see Figure 8D and Supplementary Figures 6SE-L).
Although, in general, the N-termini of the AF { models have the
lowest confidence in structure prediction (see, for instance, the AF
model Sm-{ structures in Supplementary Table S3), we consider that
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creasing amounts of recombinant Pd-{. (C) Heterologous reconstitution of
C) We added a major excess of Pd-{ or Sm-{ (>100 pg) to confirm the non-
reconstitution of increasing amounts of recombinant Pd-{ on the PdF;Fq of
e curve is a fit to the non-competitive inhibitor model (@), and the ,,,ICsg
econstitution of the Sm-{ on the PdF;Fo-ATPase of SBP*; representative
rage 4pplCso 0f 1.45 + 0.38 UM (+SD) (@). The ,55|Csp of Sm-is significantly
2B).

these N-terminal o-helical extended and 5-a-helical compact
conformations of Sm-{ predicted by AF may represent the
inhibitory and non-inhibitory conformers that Sm-{ could adopt
either isolated in solution or bound productively to inhibit a
compatible F,;-ATPase. In solution, the compact 5-a-helical
globular folded conformer is more enriched according to our CD
(Figure 5C) and NMR (Figures 7, 8B) results. However, it seems that
the inhibitory conformer predicted by the AF models shows that the
Sm-{, although being non-inhibitory on its own SmF;-ATPase,
preserves within its sequence the inhibitory potential to adopt
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FIGURE 7

NMR structure of the Sm-{. (A), (B) Bundle of 20 superimposed conformers, where only backbone atoms are shown. (C) Ribbon representation of
the 20 conformers; the N-terminus is colored in magenta, and the C-terminus is colored in red.

the
(Figure 8D; Supplementary Figure S6A). This is in full agreement

N-terminal a-helical extended inhibitory conformation
with our observation that the Sm-{ is somehow able to inhibit, after
heterologous reconstitution, the PdF; and PdF,Fo-ATPases of P.
denitrificans. How the ATP synthase of P. denitrificans is able to
induce the transition to the N-terminal extended inhibitory

conformation of Sm-{ will be a question addressed in the discussion.

The absence of the aPATPs( gene and the (
subunit in Rickettsiales and other parasitic or
symbiotic a-proteobacteria

Once we found that { has lost its inhibitory potency in some
symbiotic a-proteobacteria, it seemed possible that the gene could
have been lost in strictly parasitic or symbiotic a-proteobacteria, given
that symbionts and parasites may obtain nutrients or ATP directly
from their hosts. For instance, it is well known that Rickettsiales have
an inward ATP membrane transporter that consumes the host’s
cellular ATP (Andersson et al., 1998). This would make the { subunit
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totally dispensable given that the Rickettsiales ATP synthase is not so
urged to synthesize ATP, but it could still hydrolyze it as a proton
pump to keep the transmembrane proton gradient to fulfill the
chemiosmotic energy requirements of the Rickettsiales. In the
search of the aPATPs{ gene, we found it absent in most of the
Rickettsiales and in some other a-proteobacteria as in the
Rhodospirillales order (see Figure 9). We also found the latter to
be, in all cases, facultative or free-living extracellular symbionts. As
described previously (Mendoza-Hoffmann et al., 2022), we found that
the aPATPs( gene is absent in the family Holosporaceae from the
order Holosporales, the family Acetobacteraceae from the order
Rhodospirillales, and most of the species in the order Rickettsiales.
This lack of Rickettsiales” { may have important implications in the
search for the identity of the mitochondrial endosymbiont that
evolved into the present mitochondria (Mendoza-Hoffmann et al,
2022). Therefore, in order to prevent the possibility of the aPATPs{
gene being present but skipped or missed in our bioinformatics search
in Rickettsiales, we confirmed biochemically that the { subunit is
totally absent in one species of these Rickettsiales. We isolated the F;-
ATPase from Wolbachia pipientis (WpF,), grown as an intracellular
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FIGURE 8

NMR and AF structures of Pd-{ and Sm-{. (A) The 20 conformers originally resolved by NMR of the Pd-{ subunit in rainbow ribbons with the
N-terminus showed as an IDPr highly mobile region. (B) The 20 NMR conformers of the Sm-{ showed in rainbow ribbons, with its N-terminus folded as a
first a-helix of a 5-a-helix globular bundle, twisted and interacting with the fifth a-helix. (C) Superposition of the Pd-{ (PDB_id 2LLO, red) and Sm-{ (PDB_id
7VKV, light brown) showing the opposing orientations of their N-termini. (D) Structures of AF models of Sm-{ subunits identical to our NMR-resolved

{ (red), nearly identical (orange), and more divergent (dark and light green, cyan, and blue) to the NMR-resolved Sm-{ (PDB_id 7VKV) shown in (B). The
closest AF models to our NMR-resolved SM-{ (red and orange) show the inhibitory N-terminal extended Sm-{ conformation, whereas the less-similar
Sm-{ structures (light green, dark green, blue, and cyan) show the non-inhibitory 5-a-helical globular bundle conformation. See the text and

Supplementary Figure S6; Supplementary Table S2 for further details.

symbiotic host in human erythrocytes; since the latter lack
mitochondria, this ensured the absence of putative contaminant
mitochondrial F-ATPase (mtF-ATPase) present, for instance, in
yeast that was used before as the W. pipientis host (Uribe-Alvarez
etal, 2019). As expected, from the absence of the aPATPs{ gene in W.
pipientis, we found by WpF, purification and anti-{ Western blot that
Wp-{ is totally absent in the WpF,-ATPase (Figure 10C), where we
confirmed the presence of the a, B, y, and € subunits (Figures 10A, B).
This experiment demonstrates biochemically the absence of both the
aPATPs( gene and the { subunit protein in the Rickettsiales order of
a-proteobacteria. As discussed in the following section, the absence of
the { subunit in these a-proteobacteria orders may have important
implications in the evolution of mitochondria from a-proteobacteria,
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as suggested by Sagan (1967), Margulis and Chapman (1998),
Andersson et al. (1998), Gray et al. (1999), Archibald (2015), and
Ku et al. (2015).

MD simulation of the transition from the
N-terminal disordered to the ordered
inhibitory extended «a-helical conformer in
Pd-(

The structural details that induce the inhibitory transition
from the N-terminal disordered to the ordered inhibitory a-
helical conformer of Pd-{ upon productive binding to PdF, are
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FIGURE 9

free-living

16S rRNA phylogenetic three of a-proteobacteria and mitochondria. The 16S phylogeny was carried out by taking 114 sequences of ribosomal 16S
from102 different species of different orders that represent the a-proteobacteria class. These orders were Rhodobacterales, Rhizobiales, Rhodospirillales,
Sphingomonadales, Caulobacterales, Sneathielalles, Parvularculales, Pelagibacterales, and Kordimonadales, among others. Additionally, nine 16S
sequences belonging to e- or §-proteobacteria were used, and three homologous mitochondrial sequences were used. Most sequences were
retrieved from the NCBI nucleotide database, and only the mitochondrial sequences were retrieved from the SILVA database (https://www.arb-silva.de/).
The alignment and phylogeny were carried out as detailed in the work of Mendoza-Hoffmann et al. (2022).

far from being resolved here. However, in an attempt in silico to
make evident that the Pd-{ could undergo this transition from
non-inhibitory and intrinsically disordered structure (PDB_id
2LLO) to the inhibitory N-terminal extended a-helical structure
(PDB_id 5DN6), we were able to simulate this disordered to a-
helical extended inhibitory transition in the Pd-{ subunit by
MD analysis carried out at constant pH 8.0, suggesting that this
transition could be reached spontaneously in solution
(Figure 11 and Supplementary Video S1). With this, we make
evident that this inhibitory conformation was obtained,
although at low statistical frequency, given that it was
observed in only one of the MD analyses carried out in
triplicate (see Supplementary Figure S8 and Supplementary
Movie S1). Taken together with the extended inhibitory
conformers predicted by AF, we show that this disordered to
the a-helical extended inhibitory transition of { can be induced
by the proper a-proteobacterial ATP synthase, preferably the
one from P. denitrificans. Alternatively, it may also take place
spontaneously, although perhaps sporadically, in the Pd-{
isolated in solution at the optimal inhibitory pH of 8.0.
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Furthermore, we also carried out a similar MD analysis at
constant pH 8.0 of the Sm-{ NMR structure (PDB_id 7VKV)
to compare it with that of Pd-{. The MD results clearly showed
that the Sm-{ was unable to undergo the transition from the
compact non-inhibitory 5-a-helical bundle conformer (Figures
7, 8B) to the inhibitory N-terminal extended a-helical
conformer (Figures 8D and Supplementary Figure S6A), at
least in the triplicate MD simulations carried out. A
representative video of the three MD replications of Sm-{
can be seen in Supplementary Video S2, and the trajectories
of the three replications are shown in Supplementary Figures
S8A-D. In summary, the in silico MD results are in concordance
with the inability of Sm-{ to inhibit its own SmF,-ATPase
(Figure 6A) since it shows higher thermodynamic or kinetic
requirements, and, thus, a lower probability than Pd-(, to
achieve the transition from its non-inhibitory 5-a-helix
bundle compact conformation to the inhibitory extended a-
helical conformer. This inhibitory transition cannot be
triggered by its own SmF;-ATPase, but it can be somehow
induced by the PdF; and PdF;Fo complexes.
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Confirmation of the absence of the { subunit in the F; of W. pipientis. (A) Coomassie-stained SDS-PAGE of the purification of W. pipientis F; (Fy Wp).
(B) WB anti-¢ of the Wp F; complex. (C) WB anti-{ of the WpF; complex. The anti-{ WB membrane was developed first. Then, the antibodies were removed
(stripping), and the membrane was exposed to the anti-¢ antibody and revealed again (B). The membrane was cut to incubate with the different

antibodies, as shown by the discontinuous lines.

Discussion

The results presented here open a new window by showing that,
in general, { evolved in concordance with its functional and
bioenergetic role in the different bacterial families. This is
because we found that the inhibitory capacity of ( is preserved in
free-living, more environmentally challenged a-proteobacteria,
reduced or lost in some symbiotic a-proteobacteria, and
completely lost in some symbiotic or in most strictly parasitic
Rickettsiales a-proteobacteria. The latter a-proteobacteria are less
challenged by environmental changes and may obtain nutrients and/
or ATP from their hosts, thus making the { subunit dispensable in
symbiotic or parasitic a-proteobacteria. Exceptions to this
evolutionary hypothesis of the { subunit may appear in nature,
but more functional and evolutionary studies are needed to confirm
this hypothesis and to show the exceptions on this trend of
preserving the ( inhibitory function in free-living a-
proteobacteria and losing its function or the { gene in symbiotic
and parasitic a-proteobacteria. The latter is coincidentally closely
related to the endosymbiotic origin of mitochondria.

In addition, we resolved and correlated the NMR structure of the
Sm-{ with its lack of inhibitory function, which is in concordance
with its compact 5-a-helical non-inhibitory conformation (Figures
7, 8). We also found by AF modeling that Sm-{ may acquire the
extended N-terminal a-helical inhibitory conformation as
confirmed by heterologous inhibition of the PdF; and PdF,Fq,
ATPases (Figures 6FE, 8D). We still need to explain the
heterologous, but not homologous, inhibitory function of Sm-(
on the PdF, and PdF,F, ATPases. In this regard, we have
recently shown that in hybrid F,-ATPases constructed with at
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least one PdF;-ATPase subunit (either Pd-a, Pd-B, or Pd-y),
these PAF;-ATPase subunits induce the functional conformations
of F; subunits from other species (i.e., bovine or thermophilic
bacterial subunits) to rotate according to the newly described
3° x 120° rotation unique of the PdF,-ATPase and not according
to the multiple rotary stepping in the other bacterial or
mitochondrial F;-ATPases (Zarco-Zavala et al, 2020). This
indicates that the PdF; individual subunits have the potential to
induce other heterologous F; subunits to adapt to their structure and
catalytic rotary mechanism; thus, the PdF; subunits work as robust
dominant subunits (Watanabe et al., 2023). It seems, therefore,
suitable to suggest that the PdF;-ATPase, but not the SmF;, is
similarly able to induce the structural transition from the compact 5-
a-helical non-inhibitory conformer of Sm-{ (Figures 7, 8B), into its
inhibitory N-terminal extended a-helical conformation (Figures 8D;
Supplementary Figure S6A) to produce the observed PdF; or
PdF,Fo-ATPase inhibition.

MD analyses have been previously helpful in analyzing the
inhibitory and regulatory mechanisms of the & subunit from non-
a-proteobacteria (Krah and Takada, 2016; Krah et al., 2021; Krah
et al,, 2023) and the mitochondrial IF;, (Dominguez-Ramirez et al.,
2006), describing differences in regulatory ATP binding in € and a
hinge separating the inhibitory and anchoring domains of IF;. Thus,
we carried out MD analyses of the { subunit to shed light on the
inhibitory and regulatory mechanisms of the { subunit. The MD
analyses carried out here showed clearly that the inhibitory Pd-{
subunit may experience, although sporadically, since it was observed
in one of the 3 MD replications, a spontaneous transition from the
N-terminus disordered conformation to the N-terminus extended
a-helical conformation mimicking the inhibitory conformer of Pd-{
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t=0ns

FIGURE 11

t=100 ns

Pd{ structures during simulation at pH 8. (A) Initial structure in the MD simulation at constant pH (pHMD). (B) Structure after 100 ns of MD simulation.

In red is the structure of the N- and C-termini of Pd-{ obtained by crystallography (PDB_id 5DN6). As can be seen, the pHMD simulation predicts the
spontaneous ordering and formation of the extended N-terminal inhibitory a-helix of Pd-{, very similar to the inhibitory N-terminal extended
conformation of Pd-{ bound to its inhibitory site in the native PdF;Fo-{ complex (PDB_id 5DN6, red). See also Supplementary Movie S1;

Supplementary Figures S8A-D for details.

bound productively to the PdF, (Garcia-Trejo et al, 2016) or
PdF,Fo complexes (Morales-Rios et al, 2015). However, in its
three MD replications, the non-inhibitory Sm-{ subunit was
unable to experience a similar transition from the ordered and
folded 5-a-helical bundle to the N-terminal extended inhibitory a-
helical conformer of Sm-{ (see Figure 11 and Supplementary Figure
S8 and Supplementary Videos 1, 2). This is in concordance with the
lack of inhibitory function of Sm-{ on its own SmF;-ATPase and
indicates that a larger energetic barrier exists in Sm-{ to achieve the
transition from the compact non-inhibitory conformation to its
N-terminal a-helical extended inhibitory conformer. Somehow, the
PdF,-ATPase, but not the SmF,-ATPase, is able to overcome this
energetic barrier due to its tendency to work as a dominant PdF;-
ATPase to induce functional conformations on the reconstituted
ATP synthases’ heterologous subunits from other species, adapted to
the PdF;-ATPase subunits (Watanabe et al.,, 2023), thus taking the
Sm-{ to the N-terminal a-helical extended inhibitory conformer.
Our evolutionary results might have important implications in the
endosymbiotic evolution from a-proteobacteria to mitochondria. In
the case of the origin of mitochondria, it is strongly suggestive that the
origin of mitochondria, as shown by rRNA evolution (Figure 9),
indicates that the parasitic or symbiotic a-proteobacteria lacking the
{ subunit are surrounded very closely by the origin of mitochondria
(Figure 9), with the latter most likely evolving from these a-
proteobacteria (John and Whatley, 1975a; John and Whatley, 1975b;
Andersson et al., 1998; Gray et al., 1999; Archibald, 2015; Ku et al,
2015) (although some other proposals outside the a-proteobacteria
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have also emerged (Martijn et al., 2018; Cevallos and Degli Esposti,
2022)). Thus, we suggest two scenarios, of which the most likely is the
one in which mitochondria evolved from a pre-mitochondria
originating from an endosymbiotic event involving a protoeukaryote
(likely Asgard archaea, which probably already had a nucleolus, as
shown recently (Islas-Morales et al., 2023)) and a Rickettsiales-like a-
proteobacteria endosymbiont already lacking { (Al) and having a non-
inhibitory & subunit that eventually became the mitochondrial non-
inhibitory § subunit of the mitochondrial F-ATPase (mtATPase)
(Mendoza-Hoffmann et al, 2022) (Figure 12). This settled the
for the independent emergence by

of the mitochondrial IF, the
endogenous inhibitor of the mtATPase, which is not homologous to
the a-proteobacterial { subunit (Mendoza-Hoffmann et al.,, 2022). IF,
eventually also promoted the mtATPase dimerization, oligomerization,
and mitochondrial cristae formation, as we demonstrated previously
(Minauro-Sanmiguel et al., 2005; Garcia et al., 2006). In a less-likely
scenario, the protomitochondria might have evolved from a

evolutionary  pressure

evolutionary  convergence as

protoeukaryote and an endosymbiotic a-proteobacteria having a
non-inhibitory { subunit that was eventually lost during the
transition from protomitochondria to modern mitochondria, with
the emergence of IF; by convergent evolution and the concomitant
formation of mitochondrial cristae (Figure 12, bottom panel). We
propose this scheme based on the mutually exclusive presence of { or
IF, in a-proteobacteria and mitochondria, respectively, and their non-
homologous character (see also the work of Mendoza-Hoffmann et al.
(2022)).
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Mitochondrial endosymbiosis with an a-proteobacterial pre-endosymbiont having or lacking the { gene. The upper panel (black arrows) shows the most
likely mitochondrial endosymbiotic scenario, with { non-homologous to IF; and both proteins inhibiting the bacterial or mitochondrial ATP synthases by

convergent evolution and with a Rickettsial-like endosymbiont lacking the aPATPs{ gene (AQ), the latter invading intracellularly a protoeukaryote (Asgard archea),
probably already having a nucleolus (Islas-Morales et al., 2023). This evolved from being an intracellular symbiont or parasite into a protomitochondria devoid

of { and having a non-inhibitory & subunit (ni-¢) in its F-ATP synthase that will become the mitochondrial MtATP synthase & subunit (mt-8). This eventually
transforms into mitochondria in an enucleated eukaryote. In mitochondria, IF; emerged not only to inhibit preferably the F;Fo-ATPase activity but also to stabilize
the mitochondrial F-ATP synthase dimers and further oligomers that give its shape to the cristae of the mitochondrial inner membrane (see yellow spots of F-ATP
synthases in the mitochondrial cristae). The lower part (dashed light arrows) shows a less-likely scenario where an a-proteobacterial endosymbiont having a non-
inhibitory { and a ni-& became a protomitochondria in the pre-eukaryote; here, the ni-{ vanished and IF; emerged independently in the mitochondria of the

enucleated eukaryote. See the text for further details. Figures are adapted from the work of Imachi et al. (2020) and Mendoza-Hoffmann et al. (2022).
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