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1) Introduccibn.- Entre los intercambios de energia que se produ-
cen en los seres vivos existen varios procesos, como la fosforila-
ci6én oxidativa, fotofosforilaci6n, transporte activo, contraccién
muscular, actividad electrogénica y luminiscencia, que implican
la transformaci6n directa de unas formas energéticas en otras. El
transporte activo y la fosforilacién son los mis universales entre
estos procesos de transduccién de energia y se caracterizan por
no realizarse en solucifn, sino a nivel de membranas celulares es-
pecializadas. En el caso del transporte activo la energia proceden-
te de la hidrélisis de ATP, catalizada por proteinas de membrana
con actividad adenosinatrifosfatasa (ATPasa), es utilizada en la
formaci6n de un gradiente i6nico a través de la membrana. En la
fosforilaci6én, el proceso es en cierto modo inverso; el contenido
energético de una distribucibn asimétrica de protones a través de
la membrana, generada por la actuacién de la cadena transportado-
ra de electrones, se utiliza para la sintesis de ATP. El eslab6n
final de este proceso esti meiiado por proteinas asdciadas a la
membrana, los factores de acoplamiento de fosforilacién F1, tam-
bién conocidos como ATPasas translocadoras de protones (por catali-
zar la reaccibn inversa, el transporte de protones acoplado a hi-
dr6lisis de ATP) (1). Estas proteinas est#n localizadas en la mem-
brana mitocondrial interna, en las membranas de cloroplastos y en
las membranas plasmiticas de bacterias y presentan todas ellas
considerables semejanzas estructurales (1). Su estudio ofrece un
doble interés, por sus implicaciones en el mecanismo intimo de la
transduccién de energia y por la problemdtica de la interaccién
proteina-entorno en el complejo sistema constitufdo por las mem-
branas biol6gicas.

Este trabajo se cifie fundamentalmente al estudio de la molé-

cula del factor de acoplamiento en solucifn y sus subunidades;pero
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aporta, sin embargo, resultados originales de interés mis amplio,
tanto en el campo de la Bioenergética como en el de las Membranas

Biolégicas.

Se ha utilizado fundamentalmente un factor de acoplamiento
de fosforilacién oxidativa bacteriano (BF1), ATPasa de M{chococcus -’
Lysodeikticus (3,4). Esta proteina, asociada a la membrana plasmi-
tica por su cara interna (5,6), puede ser solubilizada con conside-
rable selectividad (4,7), desplazando la interaccién proteina-mem-
brana mediante la utilizaci6én de tampén de baja fuerza iénica,
desplazamiento que muy probablemente es reversible (8). El enzima
asociado a membrana presenta formas interconvertibles con un proba-
ble significado regulatorio (9,10), asi como caracteristicas alo-
topicas, esto es, diferencias en estimulacién por tripsina y acti-
vacidén por ca™”t y Mg++ entre los estados asociados a membrana y

soluble (4).

A continuacién, en los cuatro apartados siguientes, se revi-
san brevemente la purificacién, composicién y caracteristicas qui-
micofisicas de BF, de M.fysodeikticus. Despu€s se examina mas de-
talladamente el objeto del presente trabajo, la desnaturalizacién
de esta proteina por urea y clorhidrato de guanidina, el aisla-
miento y caracterizacién de sus polipéptidos mayoritarios a y B
como monémeros en estructura desordenada y la capacidad de o y B
para agregar y replegar hasta conformaciones sim?lares a la de la

proteina oligomérica nativa al retirar el desnaturalizante.

Se ha dado preponderancia a la discusién de los resultados
sobre la descripcibén, posiblemente tediosa,de los métodos experi-
mentales empleados, de los que se dan exclusivamente las referen-
cias bibliogrificas; el fundamento de la mayor parte de los méto-
dos quimicofisicos se encuentra en el libro mencionado en la refe-

rencia (2).



2) Purificacién de ATPasa.- La obtencibn de BFI puro se ha llevado

a cabo en un solo paso a partir de la proteina solubilizada cruda,
bien mediante cromatografia en gel (Sephadex G200 o Sepharose 4B)
(11) o electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida (12);
este segundo procedimiento permite la obtencién de cantidades rela-
tivamente altas de proteina (20-30 mg en una semana de trabajo),

de pureza mayor que el 98% de acuerdo con andlisis por electrofore-
sis en gel de poliacrilamida,a varios valores de pH y concentracio-
nes de gel,y homogénea en la ultracentrifuga analitica (velocidad

de sedimentacién) (figura 1).
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FIGURA 1.- Parte superior: trazado densitométrico de la clectrofo-
resis analitica (poliacrilamida 7%, pll 8,7) (11) de 50 ug de
ATPasa purificada mediante clectroforesis preparativa. Parte in-
ferior: perliles de Schlicren de la distribucién de la protcina

en una experiencia dc velocidad de sedimentaci6n; la concentra-
cién inicial de protcina fué de 5§ mg ml-1 y las fotografias sc to-
maron a“intcrvalos de 4 minutos a partir dc los 20 minutos decs-
pués de alcanzar la velocidad de 56.000 rpm en la ultracentr{fu-
ga analitica (11).



La utilizaci6n de sistemas electroforéticos de alta resolu-
cién permite apreciar microhe£erogeneidad, consistente en el des-
doblamiento en tres bandas. El anflisis de los datos mediante la
representacién de Ferguson (13) aparece en la figura 2. La pendien-
te de las rectas es funcién del peso molecular y la ordenada en el
origen de la carga neta (14). Las tres especies moleculares poseen
cargas muy pr6ximas y diferencias de talla molecular menores que
10.000 d (15); esto no representa impureza, sino que se justifica,
como veremos mis adelante, en virtud de la naturaleza glucoprotei-

ca de BF1 y sus subunidades.

—i{H
3
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FIGURA Z.- Representacién de Ferguson {v.texto) para el comporta-
micnto clectroforético de las tres especies moleculares de ATPasa
en clectroforesis de alta resolucidn (gel dec poliacrilamida de
20 cm, pH 8,7) (15).
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3) Polipéptidos constituyentes.- Mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida en condiciones de disociacién y desnaturalizacién
(figura 3), se observa la presencia en ATPasa de varios tipos de
cadenas peptidicas que denominamos subunidades a,B y Yy, no unidas
entre si por puentes disulfuro (11,12); los pesos moleculares apa-
rentes en el sistema de poliacrilamida-dodecilsulfato s6dico son de
52.000 + 5.000 d, 47.000 + 4.000 d y 28.000 + 3.000 d, respectiva-
mente. La proporcién relativa aparente (de acuerdo con la intensi-
dad de tinci6én de las bandas) -es de 1 mol de y por cada 3 de a y

3de 8 (11).

Una subcepa de M.fysodeikticus (obtenida cambiando el medio
de cultivo) produce una forma molecular de BF1, designada como
ATPasa-B (para distinguirla de la proteina descrita hasta ahora a
la que nos referimos como ATPasa-A o simplemente ATPasa), que po-
see una composici6én de subunidades ligeramente diferente (16); la
presencia del polipéptido e, inhibidor natural de la actividad
ATPasa, hace necesaria su separaci6én de la proteina nativa o la
digestién por tripsina para expresar completamente la actividad

J<]
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a
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¥
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catalitica (17).
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. FIGURA 3.- Electroforesis en condiciones de disociaci6n por dode-

cilsulfato sédico 0,1% (a) (poliacrilamida 7%, pH 1,7) (12) y
urea 8 M (b) (poliacrilamida 5%, pH 8,7) (12} de 30 pg de BF1.



4) Composicién quimica., Significado. En la Tabla I se recoge la

composici6n de aminodcidos de BF, de M.fysodeikticus, comparada
con la de BF1 de Streptococcus faecalis y la de F1 mitocondrial
(11); se observa una considerable semejanza, aunque la ATPasa de
M.tysodeikticus presenta porcentajes mas bajos de cisteina y pro-

lina.

TABLA [.- Composicién de aminodcidos de ATPasa de M{crococcus Lysodeikticus, comparada con la
de la proteina dec Streptococcus jaecafis y mitocondrias.

aminojcidos ATPasa ATPasa . ATPasa
M.2ysodelhticus S.faecalis (19) mitocondrial (20)

lisina 3,7+ 0,2 6,1 6,1
histidina 1,9 + 0,4 1,7 1,4
arginina 7,0 + 0,8 4,5 5,4
aspartico 9,6 + 0,1 10,0 7,9
treonina 6,6 + 0,6 6,7 5,4
scrina 5,6 + 0,6 6,3 5,0
glutdmico 11,5 + 1,1 13,0 12,5
prolina 2,3 + 0,3 3,9 4,3
glicocola 10,1 + 0,4 8,7 9,7
alanina 10,6 + 0,53 8,4 10,0
cistcina 9,16+ 0,002 0,325 1,4
valina 9,7 + 0,8 6,8 8,2
metionina 2,1 +0,7 2,3 1,8
isoleucina 4,8 + 0,5 6,2 7,2
leucina 8,4 + 0,5 9,3 9,3
tirosina 2,7 + 0,6 3,3 2,5
fenilalanina 3,0 + 0,2 3,1 2,9
triptéfano 0,4 + 0,2 - -
b olaresl 72 0,08
Lvs+Arg+llis (basicos 0,60+ 0,07 0,53 0,63

Asp+(lu (dcidos)

Los andlisis de aminodcidos se rcalizaron en cuatro preparaciones sobre diferentes tiem-
pos Jde hidrélisis mediante cromatografia de cambio de ién (11). Los resultados se expresan como
moles/100 moles+intervalo confidencial para el 95% de probabilidad (de acuerdo con la distribu-
cién t de Student).



De acuerdo con ensayos colorimétricos convencionales la pro-
teina de M.fysodeikticus contiene aproximadamente 0,15 g de azfica-
res neutros por g de péptido (21). La forma molecular B tiene una
composicién de aminodcidos pricticamente idéntica pero posee un
contenido menor en azGcar, como ocurre con la ATPasa de cloroplas-
tos (22). Esto ha llevado a examinar la composicifén de monosaciri-
dos de las dos formas de BF1 y de la proteina de cloroplastos (CF1)
(22), que aparece en la Tabla II; es de notar el contenido en ram-
nosa, arabinosa y ribosa, poco usual en otras glucoproteinas (23),
asi como la diferencia entre las porcioﬁes sacaridicas de las dos

formas del factor de acoplamiento bacteriano.

TABLA [I.- Composicién de monosacdridos de ATPasa dc dos cepas de

M.lysodeikticus y cloroplastos

Monosacéiridos ATPasas (factores FIJ

i *
(moles/mol proteina) BF,-lorma A BF -forma 8 CF

ramnosa 32 4

fucosa )
ribosa 0-1 5 4
arabinosa 39 20
xilosa

manosa A s9 56

galactosa 6 25
glucosa 83 56 16
glucosamina 6 5-8 3
galactosamina 9

&cido siflico

Total 226 124 86

* Calculado sobre la base de los valores de peso molecular:
340,000 para BFI-A (11), 370.000 para BF‘-B (16) y 325.000 para CF‘
(:6), tomados como los pesos de toda la molécula glucoprotéica. Los
anfillisis fueron realizados mediante cromatograffa gas-liquido de

los acetatos de alditol (22).
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La naturaleza glucoproteica de BF1 y CF; se ha confirmado al
obtenerse glucopéptidos digiriendo exhaustivamente con pronasa la
parte proteica de la molécula de estas ATPasas (24). Ademds, ha si-
do posible la incorporacién {n vivo de 14C-glucosa a la porcibn sa-
caridica de BF1 (25). Con respecto a otros componentes no peptidi-
cos, la proteina soluble y purificada no contiene fosfolipidos;
contiene nucleotidos (ATP y ADP) no covalentemente ligados (26).

No se ha investigado la posible presencia de otros componentes mi-

noritarios, como por ejemplo dcidos grasos.

Hasta hace poco tiempo se ha abogado por la inexistencia de
glucoproteinas en bacterias (27). BF] de M.Lysodeikticus constitu-
ye por tanto uno de los primeros ejemplos de glucoproteina bacte-
riana purificada y caracterizada extensivamente (22). Por otra
parte el caracter glucoproteico de esta ATPasa es probablemente
generalizable a otros factores de acoplamiento/bacterianos (21);
se extiende, como hemos visto,a ATPasa de cloroplastos y existen
indicios de que F1 mitocondrial puede ser también una glucoprotei-
na (reacciones colorimétricas para azlcares y reaccién positiva
previa electroforesis en gel con &dcido perydédico-reactivo de
Schiff) (22). Se puede, pues, empezar a considerar la naturaleza
glucoproteica de gran parte de los factores de acoplamiento de
fosforilacién. La posible significaci6én funcional, en relacifn con
el mecanismo de la fosforilacién oxidativa y fotofosforilacién,

estd por definir (22).

La adicién postraduccional de cadenas de oligosaciridos a
proteinas se considera como un contenido adicional de informacién
(para ensamblaje y/o reconocimiento) propio de proteinas secreta-

das o de proteinas intrinsecas de membrana en su lado externo (28).



(Qué significado tiene entonces la existencia de residuos sa-
caridicos sobre protefinas consideradas como extrinsecas (1) y lo-
calizadas en la cara interna de la membrana? Se puede considerar
la posibilidad de que las ATPasas afin siendo proteinas asociadas
no fuertemente a la membrana, seg(n criterios operacionales (solu-
bilizacién por procedimientos suaves), puedan penetrar en cierto
grado en zonas hidrofébicas de la bicapa lipidica y dispongan de
las cadenas de oligosacdridos, de naturaleza claramente hidroffilica,
en contacto con el solvente acuoso para un ensamblaje correcto en
la membrana. En este sentido se estin llevando a cabo experiencias
en este laboratorio para: a) detectar la posible presencia de zo-
nas hidrofébicas en la superficie de BF, en soluci6én (interacci6n
con detergentes suaves, no desnaturalizantes) y b) definir la dis-
posici6én topol6gica de'las cadenas de oligosacirido sobre la pro-
teina (digestidén controlada por proteasas y modificaci6én quimica
0 enzimitica de los azlcares). En cualquier caso, la posicién del
hidrato de carbono hacia la cara interna de la membrana es mis di-

ficil de explicar (22).

ATPasa de M.Lysodeikticus no es la Gnica glucoproteina "an6-
mala'. Se discute la posible existencia de glucoproteinas (compo-
nentes que interaccionan con lectinas) en ribosomas (29a) y croma-
tina (29b). Quizis se pueda pues comenzar a considerar la adicién
de cadenas sacaridicas a proteinas como un requisito de sistemas
supramoleculares complejos en general, no exclusivamente de mem-

branas.



12

5) Caracteristicas fisicas.- Se han examinado las propiedades mo-

leculares de la ATPasa utilizando técnicas de densimetria, croma-
tografia en gel, ultracentrifugaci6én analftica, espectroscopia ul-
travioleta, dicroismo circular y fluorescencia (2). En la Tabla III
aparecen los valores de coeficiente de sedimentaci6én, peso molecu-
lar y radio efectivo. Puede observarse el valor relativamente alto
del coeficiente friccional que, si no consideraramos la contribu-
cién de hidratacién, corresponderia a una razén axial de 1:7 para
un elipsoide aplanado (30), lo que esti de acuerdo con la aparien-

cia asimétrica de la proteina al microscopio electrdnico (3).

IFARLY T11.- Pardmetrvos moleculares de ATPasa
{entre paréntesis <o oindica el método empleado)

_ e ) , -1
volimen especifico parcial 0,720 + 0,005 mlg
(densimetria de procisidén y cdleulo
a partir de la composicién quimica) (15)
peso molecular 340,000 + 10.000 d
(cquilibrio de sedimentacién a alta
velecidad) (11}
coeficiente Jde sedimentacién 13,0 + 0,2°S

(velocidad de sedimentacidn) (V1)

cocelicicente friccional relativo 1,34

(calculado del coef.sedimentacién, peso
molecular y vol.especifico parcinl) (15)

radio Je la csfera equivalente 75 + 2 A

(cromatografia en gel) (15}

El peso molecular 340.000 d es, en principio, consistente con
una estructura cuaternaria de f&rmula azBgy de acuerdo con los pe-
sos moleculares de las subunidades (v. apartado 9) y sus cantida-
des relativas aparentes; sin embargo las estimaciones preliminares
realizadas mediante equilibrio de sedimentaci6én a baja velocidad

(31), procedimiento menos influfdo por la posible existencia de
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fragmentos de baja talla molecular (31) procedentes de la degrada-
cién de l1la glucoproteina (32,21), arrojan valores del orden de
430.000 d (15). Teniendo esto en cuenta podemos considerar igual-
mente probablesestequiometrias a383Y o a383¥r Existe un considera-
ble desacuerdo con factores de acoplamiento de otros organismos,
centrandose las opiniones sobre modelos del tipo azBsg (33) 6 a,B,
(34), inferidos de experiencias de marcaje radiactivo de subunida-
des, reconstitucién parcial, entrecruzamiento covalente de poli-

péptidos vecinos y microscopia electr6nica.

En cuanto a sus propiedades 6pticas, BF, de M.Lysodeikticus
presenta un miximo de absorcién en el ultravioleta cercano a
276 + 0,5 nm y hombros a 251 + 1 nm, 268 + 1 nm y 290-+ 1 nm (32);
el coeficiente de absorcifn a 276 nm es de E = 0,85 lg'lcm'l (re-
ferido, como el resto de las propiedades 6pticas, a la concentra-
cién de la parte peptidica de la molécula estimada mediante an4li-
sis de aminoicidos). El espectro de dicroismo circular (figura 17)
presenta dos extremos negativos a 208 + 2 nm y 222 + 2 nm (32);
la elipticidad molar del residuo medio es de (e)208 * - 8,300 grado
cm?® decimol'1 y (8),,,= - 8.200 grado cm2 decimol”! Yy el conteni-
dé en hélice a, calculado a partir de estos valores (35), del or-
den del 20% de los residuos. La proteina excitada en el miximo de
absorcién de luz presenta fluorescencia con miximos de emisién a
325 + 1 nm y 336 + 1 nm (figura 18) correspondientes a, por lo
menos, dos familias de tript6fanos no libremente expuestos al sol-
vente acuoso (36); la forma del espectro de excitacifn es muy pa-

recida a la del espectro de absorci6n de 1luz.
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6) Desnaturalizacibén por urea y clorhidrato de guanidina.- El1 fen6-

meno de desnaturalizacién por urea o por clorhidrato de guanidina
es complejo y parcialmente reversible. La cafida de actividad enzi-
mitica (figuras 4 y 5) que se produce entre concentraciones de
urea 0 y 2 M (6 clorhidrato de guanidina 0-1 M) se revierte me-
diante eliminacidén del desnaturalizante por dilucién 6 di4lisis
(figuras 4 y 5) y concuerda aproximadamente, segln experiencias
realizadas en este laboratorio (62), con una transicién conforma-
cional observable mediante dicroismo circular. En urea 2 M coexis-
ten varias formas moleculares (diferentes estados de despolimeri-
zacién) cuya separacibén y caracterizaci6én mediante cromatografia
en gel y electroforesis resulta problemitica debido a la pérdida
de capacidad de tincién de algunas de ellas (15). En un segundo
proceso, la capacidad de recuperacién de actividad enzimitica de
muestras desnaturalizadas desciende hasta anularse en urea 4 M

(6 guanidina 1,5 M); a esta concentraci6n de desnaturalizante
coexisten 8-12 especies moleculares (observables mediante electro-
foresis en gel de poliacrilamida) (15), que al aumentar la concen-
traci6én de desnaturalizante hasta urea 6 M se reducen a a,B Y Y

separadas {(como en urea 8 M, v.figura 3).
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FIGURA 4.- Pérdida de actividad de ATPasa por tratamiento con urea.
Las muestras fuecron preincubadas durante varias horas y ensayadas

a las concentraciones de urea indicadas (a); sobre muestras tra-
tadas en las mismas condiciones, se eliminé ¢l desnaturalizante
mediante didlisis (b) o dilucidén (c) (15).
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[clorhidrato de guanidina] (M)

FIGURA 5.- Pérdida de actividad ATPasa por clorhidrato de guanidi-

na (a) y reversidn del proceso por didlisis (h) 6 dilucién (c).

Al seguir la desnaturalizaci6én de la proteina mediante fluo
rescencia se observa un cambio bifdsico entre clorhidrato de gua-
nidina 0-1 My 1-4 M (figura 6), resultado probable de mids de un
proceso que no es claramente correlacionable con la caida de ac-

tividad enzimitica.

]

~

fiuorescencias (fraccion formas nativas)
&

o

1 3 A
I 2 3 4’6
[clorhidrato de guanidina] (M)

FIGURA 6.- Descenso de la fluorescencia de BF{ por clorhidrato de
guanidina (excitacién 275 nm, emisién 330 nm) expresado como
fraccién de formas nativas (calculada a partir de las intensidades
de emisidén al principio y final de la transicién).
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En el estado final de desnaturalizaci6én (urea 8 M, guanidina
4-6 M) se observan miximos de emisién a 304 nm y 348 nm, en con-
traste con la fluorescencia de la proteina nativa (figura 18), que
corresponden probablemente a tirosinas y tript6fanos, respectiva-
mente, expuestos al medio acuoso como resultado de un desplegamien:
to completo de las cadenas polipeptidicas (36). Mientras que el
estado nativo presenta un espectro de dicroismo circular caracte-
ristico de una estructura secundaria significativamente ordenada,
el estado terminal de desnaturalizaci6én tiene un espectro dicroi-
co sin caracteristicas peculiares entre 220 y 250 nm (figurat7),
propio de polipéptidos completamente desplegados, carentes de es-

tructura secundaria ordenada (37).

Resumiendo, la desnaturalizacién consta de varias etapas en
funcién de la concentracién de desnaturalizante. Primero se produ-
cen simultaneamente disociacién y desplegamiento parciales de las
cadenas peptidicas y pérdida completa de la actividad enzimitica;
esta parte del proceso parece reversible. Posteriormente conti-
nuan el desplegamiento y disociacién con formaci6én de numerosas
especies moleculares. La disociaci6n hasta polipéptidos indivi-
duales no se consigue mas que en condiciones de desnaturalizacién
completa, que no es directamente reversible. Otros métodos de des-
naturalizacién mids suaves, como cambios en fuerza i6nica y pH, si
bien han revelado interesantes propiedades de la proteina, tampoco

permiten la separacifén de subunidades relativamente nativas (32).

Asi pués la desnaturalizacién completa de ATPasa de M.Lyso-
deikticus por urea y clorhidrato de guanidina no es reversible al

eliminar el desnaturalizante, a diferencia de lo que ocurre con
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otras protefinas oligoméricas (38-41). Los procedimientos de desna-
turalizacién por dodecilsulfato s6dico y posterior eliminacién del
detergente (42) producen también resultados negativos. Mis adelan-
te encontraremos una explicacién de estos hechos al estudiar el
comportamiento de cadenas peptidicas individuales de ATPasa en

presencia y ausencia de desnaturalizante.

7) Purificacibén de las subunidades mayoritarias o y B.- La carga

neta negativa de o es menor que la de B a pH neutro-alcalino (12),
lo que permite su separacifn completa en un sistema de electrofo-
resis en gel de poliacrilamida-urea 8 M (12) llevado a escala

preparativa (21) (figura 7).

8
3
E
5

§ g

[ —~0,1

g 8

g T b

E I o b

0 30 o
10 0x 022
sal-
By ¢~ c

namero de fraccidn

FIGURA 7.- Aislamiento de las subunidades a y 8 mediante electroforesis preparativa de 8Fy on
urea 8 M a pH 8,7 (a) (20 mg de BFy), pH 8 (b) (30 mg) y pH 7,2 (c) (10 mg) (21). La linca gru
sa representa concentracién de.proteina y las lineas de trazo fino en (a}) v (b1 radioact:vidad
(de una pequefia cantidad de 14C-acetil-ATPasa (15) afladida como marcador) v absorcidn a 2un nr
respectivamente.
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Se obtienen preparaciones que, analizadas mediante electro-
foresis en gel de poliacrilamida con urea 8 M o dodecilsulfato a
diferentes valores de pH y concentraciones de acrilamida, son ho-
mogéneas en porcentaje superior al 92% (61). La mayor parte de las
bandas de disociacién de BF1 en electroforesis con dodecilsulfato,
asi como a y B, dan reaccifn positiva con 4cido pery6dico-reactivo
de Schiff (figura 8), lo cual es una primera indicacién de su na-
turaleza glucoproteica (se comprobd que la reaccibn era positiva
con albimina de huevo y negativa con tripsina, lisozima y seroal-

bGmina).

-

a

-\\-

o o o s 2 o

'3

absorcion

P ekt

L1
030 0,76 0,80 10

movilidad relativa

FIGURN 8.- Andlisis clectroforético de 20 nug de ATPasa (a) 6 ug
de a (b) y 6 ug de B (c) (dodecilsulfato 0,1%, acrilamida 7% pil 8)
(61). La_linea continua represcnta la tinci6n para hidratos de
carbono y la discontinua la correspondiente a proteina (61).
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Cuando se purifica la subunidad a por electroforesis en sis-
temas alcalinos se obtienen preparaciones microheterogéneas que
consisten en 4-5 bandas muy pr6ximas en electroforesis con urea
8 M y al menos 2 componentes en electroforesis con dodecilsulfato
(21). Se producen transformaciones similares incubando a pH 9-11
(1h, 37°C) muestras consistentes en: 1) a aislada y estructural-
mente integra, 2) mezclas de o y B, 3) ATPasa desnaturalizada por
urea o dodecilsulfato y 4) ATPasa nativa, a concentraciones

30-40 ug ml |

de cada subunidad. La extensién de la degradacién
depende del pH del tratamiento y sigue el orden a < o + B <ATPasa
desnaturalizada < ATPasa nativa. De forma andloga, el almacena-
miento prolongado a -20°C (varios meses) de a a pH 8,4 con urea

8 M produce un aumento en la proporcién de formas degradadas, que

se minimiza a pH 7,5 con clorhidrato de guanidina 6 M (21).

Probablemente este sistema de electroforesis preparativa en
presencia de urea 8 M sea el mis sencillo y de comportamiento mds
predecible de los utilizados hasta ahora para la purificacién a
escala preparativa de a y B de ATPasas. Constituye ademds, la pri-
mera purificacién llevada a cabo con a y B de una ATPasa bacte-

riana (21).
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8) Composicién quimica de a y B; juétificaciﬁn de la microhetero-

geneidad y labilidad.- La composicién de amino4cidos de a y B

y su contenido en hexosas aparecen en la Tabla IV. Puede observar-
se una semejanza considerable con las correspondientes subunida-
des de ATPasa mitocondrial y de cloroplastos, aunque &stas no po-
sean tript6fano. La subunidad o de BF1 se diferencia de B por el
aumento en el indice de aminoficidos bA4sicos/dcidos (lo que puede
justificar su menor movilidad electroforética a pH alcalino), el
contenido mas bajo en aminoficidos aromiticos y la doble cantidad

de hexosas.

La naturaleza glucoproteica de o y B, ademfs de confirmar
la de BF1, justifica muy probablemente la microheteroggneidad y
la labilidad. En efecto, la microheterogeneidad observada en BF1
purificado (v.apartado 2) es correlacionable con la de la subuni-
dad a (v.apartado 7); se hace patente un aumento en la degrada-
ci6én de a en preparaciones de BF1 que poseen un incremento en la
proporci6n de las especies de mis alta movilidad relativa en elec-
troforesis y una baja actividad ATPasa. La microheterogeneidad de
BF1 puede estar por tanto causada por la microheterogeneidad de
a y esta Gltima, caracteristica de glucoproteinas (23), puede jus-
tificarse como resultante de la posible presencia de diferentes
porciones oligosacaridicas unidas a polipéptidos con la misma se-

cuencia de amino4cidos.

También se ha observado microheterogeneidad en ATPasas de
mitocondrias, cloroplastbs y Afcaligenes faecalis (43). Por otro
lado, parte de la literatura sobre F1 mitocondrial recoge indicios,
mis o menos velados, de microheterogeneidad o degradacibn de o

(19,44,45).



cojudwraAT1dadsax (9} ‘yon
_...A_u ._U

soutwe ap souciarsodwos s (1Z) O3TIIPWILOTOD OIUI[WIPAd0Xd UN IIUCIPIL UGLRUWIIED 3% FEEONIY ud

{ dp sop1og

.

s ores1av X {e7) '103 & soymouy ap sofvqel: sO[ 9p SEPEWOI UBRISd  saprprungns

SOPIUAIUGD SO{ ‘{|7) uol ap Orqwed 9p rrjrid0jewodd 2IurTpaw (Y T7 JIUBINP Doull ‘N 9 [DH} Fopu:

S1]odplu ¥331ua1puoisallod SOT 9:q0S UOIBZT[EIL OF lig A ¢ ‘» ap sopropoutwe Ip SISI[EUR $O7]

21

cote Tru pru udta ‘pru ‘pru P ] 9‘y 2t (optadgd 8/8) suvsoxoy

{SOtSEQ)SIH+BaV+5.41

gt ER s 6°1 61 72 81 [ 8l CCIELII,
- - - - - - a1 50 t40 ourjordiiy
§'c 0‘s tz 8z Y s‘¢ 8¢ 9e 9'e BUTURTETIUD)
€7 re Pt 8 4 §'¢ T Gl 1 cuisoaly
[ '8 6'8 96 [ 66 96 68 [ eutonay
e s Gfo eén < i L's e BUIONITOS1
81 ‘2z 9y 8'C L'z 17 sl 91 curuorlaw
‘e '8 [ 2t 18 0L v'8 t'8 PUFTEA
[ ‘o 940 ¥0 90 £0 o pru BUI21STD
0ol <ol oe <6 58 bfClL 60t L8 BUTUERTE
L6 ‘ot €'l s 96 0°8 Lol 00l  Z'olL £1050211%
ot 7¢ LRES 0y 7¢s 7€ us [ 8z . cutord
STt 9'z1 €hl G6'cl SYLL £ist Lot (A1 8¢t oaTupingd
‘e 2c S 0‘o 0'9 29 0's 9‘9 0L BULISS
[ Gc 0°s L ha) g0 a‘q 8L 9‘s PUTUO31]
[ 9° [} 9L 9¢g 1L 9‘6 911 b6 oa131gdse
12K Loy p'e v'9 8°‘s LS 9‘9 £°s (23 cutuysae
tt M o 8‘0 0¢1 90 8l 9¢1 61 BUIPTIS[Y
L‘9 bl $'g (28 1y 8¢ 8¢ 0°s 9‘¢ BUTS(]

by 3 o Yo 2 » big g © (soTow 00l/SaTow) SOpTOTOUTWY

ﬁ_n: serIpuod0ltw £ nfuu so3seidolofd ap srujazosd sajusipuod

-$21103 RSB UOD ¥MIIFYIIPovAy ymdV020¥VYY ap A_mm: BSBJLY 4 € ‘® 3p ®OTWInb ugistsodwo) - 3T viGvl




22

Nuestro caso (21) es probablemente el primero en el que se
ofrece una explicacifén razonablemente satisfactoria y de aplica-
cidén generalizable (22). La degradacién en medio alcalino podria
justificarse por la naturaleza del enlace glucopeptidico (p.e. en-
lace 0O-glucosidico a serina o treonina, susceptible de sufrir una
B-eliminacién en &dlcali), (23), aunque las experiencias encamina-
das a probar esta hip6tesis no han producido todavia resultados
concluyentes (22); para explicar la degradaci6én hasta tallas mole-
culares pequefias (movilidad relativa cercana a 1.0 en electrofore-
sis en gel de poliacrilamida 7% con dodecilsulfato s6dico) (32)
habria que recurrir a postular la existencia de puentes sacaridi-
cos entre fragmentos de cadena polipeptidica. Por otra parte, el
hecho de que bajo las mismas condiciones y a concentraciones equi-
valentes de o y B se produzca mayor degradacifén de a en BF1 nati-
vo que en o aislada (v.apartado 6) no es fécil de explicar, si te-
nemos en cuenta que se ha excluido experimentalmente la posibili-
dad de proteolisis convencional (32). De forma completamente espe-
culativa se puede sugerir la existencia de una intervencién cata-
litica (no necesariamente enzimidtica) de otros grupos funciondles
de BF1 en la hidr6lisis de los enlaces ldbiles de a; esta posibi-
lidad puede no ser improbable en exceso, si tenemos en cuenta que
muy recientemente se ha descrito la degradaci6n espontdnea de al-
bGmina de huevo y hemoglobina, habiendose excluido la posible con-
taminaci6n por proteasas y propuesto un mecanismo de hidr6lisis

de enlaces peptidicos (47).
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9) Peso molecular de a y B.- La determinaci6én de los pesos mole-

culares de a y B es problemitica debido a tratarse, como ya hemos
visto, de glucoproteinas susceptibles de degradaci6én. Esto ha
obligado a utilizar una variedad de m&todos, bien semiempiricos,
como electroforesis y cromatografia en gel, o absolutos, como equi-

librio de sedimentacién.

El comportamiento de o« y B en electroforesis en gel de polia-
crilamida con dodecilsulfato s6dico es normal comparado con el de
proteinas patr6n. En la figura 9 aparece la representaci6én de Fer-

guson (13) de los datos obtenidos.
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FIGURA 9.- Comportamiento electroforético con dodecilsulfato, pil 7,2 (21); representacidn de

Ferguson para o, B, proteinas patrén (1,2,3 y 4 son respectivamente urcasa, seroalbimira, catala
sa y lacticodeshidrogenasa) y la glucoproteina ovoalbimina (oA). En el recuadro peuuchio se Tu-
presenta el calibrado de peso molecular frente a coeficiente de retencién (V. el textn;.
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Puede observarse como las rectas de las protefnas patrén,de
a y de B tienden a converger cerca del eje de ordenadas (sus com-
plejos con dodecilsulfato presentan relaciones carga/tamafio hidro-
dindmico efectivo muy pr6ximas) (51), excepto ovoalbfimina, gluco-
proteina que se desvia del comportamiento tipico. De la relacién
aproximadamente lineal entre la pendiente de la representacién de
Ferguson (KR, coeficiente de retardo) y el peso molecular (figura
9) se obtienen, por interpolaci6n entre los de los patrones, valo-
res de peso molecular de 63.000 + 3.000 d para a y 58.000 * 3.000d
para 8. El tratamiento de los datos mediante el procedimiento
usual, es decir, la representacién de peso molecular frente a mo-
vilidad relativa (48) (figura 10), arroja pesos moleculares de

62.500 + 2.000 d y 58.000 + 2.000 d, respectivamente.

-~
T

peso moleculor x {0 4@
H
T

0 ol,5 1,0
movilidad relativa

FIGURA 10.- Datos de la figura anterior representados en forma de logaritmo del peso molecular
frente a movilidad relativa para la estimacién de pesos moleculares aparentes de o vy % a dife-
rentes concentraciones de acrilamida (v. el texto).
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Este método de electroforesis con dodecilsulfato estd basado
en suponer que la interaccién de todas las protefnas utilizadas
con el detergente es précticamente igual (49,50) y se reconoce
que no es fiable con glucoproteinas por interaccionar la parte sa-
caridica de estas con dodecilsulfato de forma an6mala (51); ya que
el comportamiento electroforético de los complejos de o y'B con do-
decilsulfato es normal, podemos inferir que su interaccién global
con este detergente probablemente también lo sea y por tanto los

pesos moleculares calculados no deben estar muy lejos de los reales.

La electroforesis en gel de poliacrilamida-urea 8 M y 1la
cromatografia en gel con clorhidrato de guanidina 6 M se conside-
ran utilizables para la determinacifén de pesos moleculares de glu-
coproteinas con un contenido en hidrato de carbono no excesivamen-
te alto (14,51), como es el caso de a y B. El tratamiento de algu-
nos datos de electroforesis en urea 8 M de proteinas patrényde o
y de B (figura 11) permite calcular para estas filtimas pesos mole-

culares de 54.000 +10.000 d y 53.000 +40.000 d, respectivamente.
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FIGURA 11.- Comportamiento electroforético de a,B, ovoalbimina

(oA) y scroalbimina (sA) con urea 8 M pll 7,2 (21) (v. cl texto).
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En la figura 12 se representan los perfiles de elucién en
Sepharosa 6B-clorhidrato de guanidina 6 M de las dos subunidades
y de ATPasa completa desnaturalizada; a juzgar por la absorcibn
ultravioleta del elufdo, a y B aparecen como homogéneas en mis del
95% con una cantidad muy pequefia de material de bajo peso molecu-
lar (Kd= 1). Las posiciones de los miximos de elucién de a y B,
muy cercanos, indican proximidad de tamafio; el calibrado del sis-
tema con proteinas patr6én, utilizadas por separado o como estinda-
res internos de muestras de a y B (figura 13), permite asignar
pesos moleculares de 58.000 +2.200 d y 53.200 + 2.200 d, respec-
tivamente, asi como 33.500 + 2.200 d para el componente de BF

1
que eluye a continuacién de a y B (probablemente Y).

absorcion
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FIGURA 12.- Perfiles de clucién de la cromatografia en gel en con-
diciones de desnaturalizacién (Sepharose 6B, clorhidrato de guani-
dina 6 M) (57) de a (a), B8 (b) y BF; (c} (aproximadamente 300 ug
de cada subunidad y 000 ug de ATPasa).
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FIGURA 13.- Calibrado del sistema de cromatografia en Sepharose 6B clorhidrato de guanidina 6 )
con proteinas patrdén (por orden de pesos moleculares: tripsina, aldolasa, catalasa, scroaloGmir
ureasa v fosforilasa) para la estimacién de los pesos moleculares de z v . 3e represcnta {pesc
molecular)o’ frente a una funcién del coeficiente de reparto Xd (31).

La necesidad de contrastar estos nGmeros mediante un proce-
dimiento no sujeto a la utilizacién de patrones de talla molecu-
lar, ni influido por la naturaleza quimica de la muestra ha lleva-
do a utilizar el método de equilibrio de sedimentacién a alta ve-
locidad en la ultracentrifuga anaiitica (52). E1 andlisis directo
de los datos en la forma usual (1n concentracifn frente a distan-
cia radial al cuadrado) (31) si bien produce representaciones ra-
zonablemente lineales, da pesos moleculares dependientes de la ve-
locidad angular utilizada; este hecho es posiblemente debido a 1la
preséncia de pequefias cantidades de' componentes de baja talla mo-
lecular (probablemente procedentes de la degradacién de a y B)
que,dé acuerdo con las experiencias anteriormente comentadas de
electroforesis y cromatografia en gel, no deben exceder del 5-8%

de 1la muestra.
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En meczclas de seroalbiimina (67.000 d) u ovoalbdmina
(44.500 d) con un 5% en peso de ribonucleasa (13.700 d) se han de-
terminado pesos moleculares aparcntes de 20.000-35.000 d mediante
cste procedimiento (53). Curiosamente, utilizando con a y B de BF1
velocidades angulares del orden de las utilizadas con a y B de F1
mitocondrial (20.000-30.000 rpm) (20) se producen distribuciones
de matcrial que arrojan pesos moleculares aparentes de aproximada-
mente 50.000 d; por ¢l contrario, utilizando velocidades angulares
probablemente correctas se habian determinado anteriormente pesos
moleculares de 30.000 d para las subunidades de ATPasa de Sitrepto-
coccus faecalis (54). En nuestro caso se ha aplicado, a velocida-
des angulares suficientemente altas, el método de la representa-
cion de dos especies (55) que permite determinar en una mezcla el
peso molecular aproximado de los dos componentes de pesos clara-
mente diferentes (31). Los resultados aparecen en la figura 14; en
abscisas se representa el inverso del peso .molecular reducido pro-
medio en nimero (on) (31) y en ordenadas el peso molecular reduci-
do promedio en peso (ow) (31) para varios puntos de la distribu-
cidn de material en el campo centrifugo (31). Para una muestra
consistente en una sola especie molecular ambos valores coincidi-
rian, quedando los puntos sobre la hipérbola que se representa,
mientras que para mezclas de dos especies, 1 y 2, la representa-
cidn queda sobre una recta que corta a la hipérbola en los puntos
(l/on,1; ow,q) Y (1/on,,; ow,3) (31). De esta forma se puede con-
cluir que o posee un peso molecular aproximado, seglin este procedi-
mientg, de 55.400 d y la preparacidén contiene una pequefia propor-

cién de un componente de unos 7.100 d (figura 14a), mientras que
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B posee aproximadamente 53.600 d y su preparacifn cuenta con una

pequefia cantidad de componente de unos 10.200 d (figura 14b).

55400 ¢

o} I ~— 5600 d

71004
2| / + 10200 ¢
a b
I . . " s L
0.2 [ 3 0z 0.4 06

A

FIGURA 14.- Representacidn de dos especies (vease el texto) para los equilibrios de sedimentacidn
en la ultracentrifuga analitica de a (a) (52.420 rpm) y 8 (b) (48.330 rpm) cn clorhidrato de gua-
nidina 6 M (concentracién inicial de proteina: aproximadamente 0,3 mg ml~] en ambos casos).

En la Tabla V se resumen los valores de los pesos molecula-
res de a y B de acuerdo con los diferentes métodos. Se adoptan los

valores medios, 58.700 + 5.400 d para a y 53.800 + 4.900 para B.

TABL.A V. Peso molecular de las subunidades ol y r3

Méiodo o P

electrodoresis en gel de 62.700: 3.000 d SB.OOOt 3.000 d
poliacrilamida-dodecil-

sultato {coeficiente de

retencién y movilidad .

relativa)

cromatograftia en gel de 58.00": 2.200d 53.200: 2.200 d
Sepharose 6B—clorhidrato

de guanidina 6 M {coefi-

clente de reparto}

+ +
equilibrio de sedimeniacién 55.400- 8,600 d 53.600- 7.700 d.
(representacién de dos
especies)

+ +
valor medio 568.700- 5.400 d 54.900 - 4.900 d

L.os valores son promedios o resullados de ajusie lineal mediante
minimos cuadrados a los dalos experimentales. Se indican las des-
viaciones esiandar excepto en el caso de equilibrio de sedimentacién,
donde, a causa de la considerable extrapolacién necesaria,se in-
dican los intervalos confidenciales al 75% de probabilidad de acuerdo
con la distribucién de Student. No se incluyen en esia tabla los re-
sultados de electroforesis en urea 8M por su baja Habilidad.
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10) Propiedades de o y B en ausencia de desnaturalizante.- Se ha

estudiado la posibilidad de obtener formas renaturalizadas a par-
tir de a y B desnaturalizadas en clorhidrato de guanidina 6 M. Pa-
ra ello, se ha eliminado el desnaturalizante de las soluciones de
a y B por diluci6én en tamp6én acuoso neutro y examinado sus propie-
dades fisicas (la concentracién residual de desnaturalizante es

20-50 mM y el rango de concentraciones de proteina 10-100 ug m1-1).

Tanto a como B en tamp6n acuoso presentan contribucién por
dispersi6n de luz (56) en sus espectros ultravioleta. En el caso
de a (figura 15) la dispersi6én de luz es pequefia, independiente
de 1la concentracién, se desarrolla lentamente y se evita aumentan-
do 1a fuerza ibnica del medio, lo cual sugiere agregaci6én discre-
ta de las moléculas, posiblemente mediada por interacciones de ti-
po electroestitico (57). Por el contrario B (figura 15) presenta
dispersibn de luz que crece fuertemente con la concentracibn, se
desarrolla muy ripidamente, aumenta con la fuerza ifnica del medio
y se evita con detergentes suaves; esto sugiere un proceso de
agregacidén masiva de B mediada por interacciones hidrof6bicas (57).
No obstante estos fenbémenos de agregacién no impiden el estudio
de las propiedades 6pticas de a y B en soluciones suficientemente

diluidas en tampén acuoso sin necesidad de otras adiciones.
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FIGURA 15.- Agregacién de a« y B en tampén acuoso. Se utiliza la
absorcién (turbidez) a 340 nm (longitud de onda a la que no ab-
sorben los crom6foros proteicos) como una medida de dispersién

de luz. En el caso de a los solventes utilizados son tampén acuoso
(Tris-hidroximetilaminometano-HC1 50 mM pH 8) (o0-0-0) y el mismo
tamp6n mds NaCl 0,5 M (00-D-); los solventes utilizados con B son
tampén acuoso (Tris-hidroxinetilaminometano 2-50 mM pH 8) (-®-®&-)
y el mismo tampén mids NaCl 0,5 M (-e-e-) o desoxicolato sédico
0,1% (-a-&-). En el recuadro pequefio se representan los datos para
B en forma usual para dispersi6n de luz (concentracién/turbidez
frente a concentracién) (56); una representaci6n paralela al eje de
abscisas indica solvente termodinimicamente ideal, mientras que
concavidad fuerte indica interaccién y posible asociacién entre
moléculas de soluto (56).

Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presen-
cia de Triton X 100 6 desoxicolato s6dico se observa, a diferen-
tes concentraciones de acrilamida, una sola banda para B (que no
se detecta en ausencia de detergente), correspondiente probable-
mente a una finica especie molecular monomérica o un oligbémero pe-
quefio (57). No ha sido posible visualizar o en electroforesis en

gel de poliacrilamida en ausencia de desnaturalizantes.
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La interaccién de a y B con detergentes suaves se hace pa-
tente en electroforesis de desplazamiento de carga (58), al obser-
varse movilidades claramente diferentes en presencia de detergen-
te neutro, detergente neutro-detergente anifnico y detergente
neutro-detergente catifnico (57); esto indica que a y B, en tam-
p6n acuosos neutro, presentan en su superficie dominios relativa-
mente hidrofébicos capaces de unir detergente suave, caracterfisti-
ca propia de protefinas intrinsecas de membrana o de lipoprotefinas
(58), lo cual apunta en favor de una interaccién BFl-membrana mis

estrecha de lo que hasta ahora se ha considerado (v.apartado 4)
(59).

Los espectros de absorcifén ultravioleta (corregidos por dis-

persi6n de luz) (60) de a y B se representan en la figura 16.
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FIGURA 16.- Espectros de absorcién ultravioleta de a (a) y B (b) en condiciones de desnaturaliza-
cién por clorhidrato de guanidina 6 M (linea continua} y en tampdn acuoso neutro (linea discon-
tinua}.
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En clorhidrato de guanidina 6 M se observan mfiximos a 275,5+

0,5 nm,minimos a 250+ 1 nm y hombros a 258+1 nm, 264+1 nm, 269+

’
1 nm, 282 +1 nm y 290+1 nm; en tampbén acuoso neutro los miximos
se situan en 276+0,5 nm, los minimos en 253+1 nm y se detectan
hombros a 258+1 nm, 268*1 nm, 282+1 nm y 290+1 nm. Estas caracte-
risticas, tanto en condiciones de desnaturalizacién como nativas,
son cualitativamente semejantes a las de ATPasa completa (32).

Sin embargo la absorcién de a y B no da cuenta cuantitativamente

de la de ATPasa, tal como se recoge en la Tabla VI.

TABLA VI. Coeficientes de absorcién ultravioleta de a,B y ATPasa

E(Lg'em™

solvente [+ B ATPasa
clorhidrato de guanidina 6 M 0,37 0,52 0,68
tamp6n acuoso neutro 0,45 0,54 0,85

Esto mismo ocurria a nivel de la composici6bn quimica (v.apar-
tado 8), con el bajo contenido en tirosina, tript6fano y azficares
de o« y B respecto de ATPasa; esto sugiere una fuerte contribucién
por componentes minoritarios de la molécula de BF,, probablemente
ricos en aminoicidos aromiticos y azficares(quizis los componentes

de movilidad relativa 1.0 en electroforesis con dodecil-sulfato).
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@ y B que, seglin su dicroismo circular (figura 17), carecen
de estructura secundaria ordenada en presencia de guanidina 6 M,
repliegan en tampdn acuoso a formas de estructura secundaria sig-
nificativamente ordenada con extremos negativos de elipticidad a
208 * 2 nm y 222 + 2 nm, de forma semejante a ATPasa nativa; sin
embargo el dicroismo de a es considerablemente menor que el de B8

y en ambos casos la intensidad relativa de los extremos es dife-
rente de la de ATPasa nativa.
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FIGURS 17.- Dicrofsmo circular de 2 (a) ¥ £ (b) en condicion2s de desnaturai:zsv.6n por clornidra
to de guanidina o M (linca continua) y en tampdn acuoso neutro (linea discontinuai. La linca de
puntos ¥ ravas en {u) c¢s ¢l espectro de dicroismo circular d2 1 en presencia de ~all o,53 Y v la
linca de ;untas o= ¢l espectro de dicrofsmo circular de ATPasa nativa; desoxicolato <éJico LI
no produce camhios ygrandes en el dicrofsmo circular de =.

En la Tabla VII se recogen los valores de las elipticidades
a 222 nm de las tres proteinas; en ninguno de los casos se ha con-
siderado la posible contribucién de componentes no proteicos al di-
croismo circular de la molécula. Cabe suponer que la contribucién
de la parte sacaridica de la molécula no sea significativa, ya
que en otras glucoproteinas con contenido mucho mas alto de hidra-
to de carbono (p.e., la glucoproteina 4icida a del suero humano,

con un 40%) no representa mas del 10% de la sefial y s6lo en algu-
nas zonas del espectro (61).
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TABLA VII. Dicroismo circular de a,B y ATPasa
1

le],;, (grado em? decimol™ ')
solvente a [ ATPasa
clorhidrato de guanidina 6 M -300 -400 -400
tamp6n acuoso neutro -3.500 -6.350 -8.200

Los espectros de fluorescencia de a y B (figura 18) en clor-
hidrato de guanidina 6 M presentan miximos de emisién separados,
correspondientes a tirosinas (301 + 1 nm) y tript6fanos (348 +
‘1 nm) ‘expuestos al solvente (36) de forma parecida a lo que ocurre
con BF1 desnaturalizado (figura 18&; los espectros de excitacifn
de ambos miximos reproducen las caracteristicas de absorcién de
tirosina y tript6fano respectivamente. El espectro de emisién de
B es simulable por una combinaci6én lineal de las emisiones de su
contenido en tirosina y tript6fano como aminoidcidos libres (dismi-
nufidas aproximadamente 2,8 y 1,3 veces, respectivamente). Asf{
pués, tirosina y tript6fano, perteneciendo a la misma cadena poli-
peptidica, o o B, presentan fluorescencia relativamente indepen-
diente en clorhidrato de guanidina 6 M; por tanto no es necesario
postular, como se ha hecho, la presencia de subunidades carentes
de tript6fano en esta ATPasa (62) para justificar los dos miximos
de emisi6n separados en la proteina desnaturalizada por clorhi-

drato de guanidina.
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fluorescencia
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FIGURA 18.- Fluorescencia de a (a) B (b) y ATPasa (¢) en condicio
nes de desnaturalizacidén por clorhidrato de guanidina 6 M (linca
continua) y en tampdén acuoso ncutro (linea discontinua). A la de-
-recha sc representan los espectros de emisién (excitacidén a

275 nm, espectros 1 y 2) y a la izquierda los cspectros de excita
cidén (andlisis de emisidén a 301 nm, espectro 3; andlisis de emi-
sién a 340 nm, espectro 4; andlisis de emisién a 330 nm, espectro
5). La linea de puntos y rayas superpuesta al cspectro 2 en (a)
representa la fluorescencia de a en presencia de NaCl 0,5 M; la
adicidn de desoxicolato sédico 0,1% no produce cambios significa-
tivos cn la emisidén de B. La escala en ordenadas corresponde a
intensidad de emisién normalizada en unidades arbitrarias (57).
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En tamp6n acuoso neutro o (figura 18a) y B (figura 18b) presen-
tan un aumento en la intensidad de emisién del miximo de tript6fa-
no, que se desplaza hasta 328 + 1 nm y 340 + 1 nm, respectivamente,
desapareciendo el midximo individualizado de emisibn de tirosina;
esto se interpreta como un aumento en el ''quenching" de la fluores-
cencia de tirosina por otros residuos (36) y/o transferencia de
energia de excitaci6n de tirosina a tript6fano (36), como conse-
cuencia de la colocacién de ambos fluor6foros en entornos hidrofé-
bicos similares a los de ATPasa nativa (v.apartado 6). Las posi-
ciones de las emisiones de o y B en tamp6n acuoso son cercanas a
cada uno de los miximos de ATPasa. En la Tabla VIII se recogen las
intensidades relativas de emisi6én, en donde se observa que a y 8
‘no llegan a dar cuenta cuantitativamente de la fluorescencia de

ATPasa.

TABLA VIII. Fluorescencia de ATPasa: posici6én e intensidad relati-

va de los miximos de emisién (excitacién a 275 nm)

Fluorescencia (unidades arbitrarias)

longitud de

solvente onda (nm) B ATPasa
clorhidrato de guanidina 6 M 301 2,8 4,8
304 ,
348 3,4 6,9 6,7
tampén acuoso neutro 325 8,6
328 4,9
336 8,7

340 8,0
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En resumen, a y B repliegan en tamp6n acuoso, en las con-
‘diciones ensayadas, a fofmas moleculares con estructura secunda-
ria y entorno de aminoidcidos aromiticos propios de proteinas
nativas, si bien no exactamente coincidentes con las propiedades
medias de ATPasa. Las diferencias pueden ser causadas, ademis
de por la posible contribucién de componentes minoritarios de la
molécula de ATPasa, por: a) un replegamiento incorrecto de las
cadenas polipeptidicas (63) (bien por las condiciones experimen-
tales o por la existencia del contenido de informacién postra-
duccional constituido por las cadenas oligosacaridicas) 6 b) res-
tricciones conformacionales propias del oligémero nativo de par-
tida, causados por interacciones a-f y no presentes por tanto

en las subunidades por separado.

Este constituye el primer estudio de las propiedades mo-
leculares de formas seudonativas de subunidades aisladas de un
factor de acoplamiento de fosforilacién; no se ha observado ca-
pacidad para hidrolizar ATP de o o B en tamp6n acuoso. Poste-
riormente se piensa ampliar el estudio a la subunidad vy y em-
prender el examen de las posibles interacciones entre o, B y Y
0 con otros componentes minoritarios de BF, 'y de la capacidad
para fijar ligandos de subunidades aisladas. Muy reciente-
mente el grupo de Kagawa (64) ha descrito 1la reconstitucién
funcional de ATPasa/factor de acoplamiento procedente de
un microorganismo termofilico; dada 1la extraordinaria resis-
tencia de esta enzima a condiciones de desnaturalizaci6n
para la mayor parte de las proteinas (6ptimo de actividad enzi-
mitica a 75°C , 50% de la actividad en urea 3,52 M 6 dodecilsul-

fato s6dico 0,029%), (65) cabe preguntarse si las subunidades
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aisladas en clorhidrato de guanidina 6 M presentan estructura se-
cundaria completamente desordenada o por el contrario poseen n(G-
cleos residuales de estructura nativa que posibilitan un ficil re-
plegamiento y reasociacidn al retirar el desnaturalizante. La re-
lativa carencia de datos sobre las propiedades moleculares de las
subunidades de esta proteina (64) no permite discernir entre las
posibilidades de que se esté efectuando una renaturalizacién com-
pleta o simple reasociaci6én de subunidades. En cualquier caso el
mencionado trabajo (64) representa un avance muy considerable en
el conocimiento del papél de cada subunidad de los factores de

acoplamiento de fosforilacidn.

Es de esperar que ambos tipos de estudios con subunidades
de ATPasa/factor de acoplamiento, los que hemos comentado de res-
tauracibén de caracteristicas funcionales (64) y los de recupera-
cién de caracteristicas fisicas propias del estado nativo aborda-
dos en el presente trabajo,.conduzcan a esclarecer el papel de ca-
da subunidad y a un mejor conocimiento de la estructura molecular,
funcionamiento y Trelaci6én con la membrana de estos complejos sis-

temas enzimdticos.
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(Fisica. Espafia, 1975)

Transferencia de carga en aleaciones binarias. | Julio A. Alonso
(Fisica. Extranjero, 1975)

Estabilidad de osciladores no sinusoidales en el rango de
microondas. [ José Luis Sebastidn Franco
(Fisica. Extranjero, 1974)
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34.—

35.—

36.—

37—

38—

39.—

40.—

41—

42—

43—

44—

Estudio de los transistores FET de microondas en puerta comun./
Juan Zapata Ferrer. (Ingenieria. Extranjero, 1975).

Estudios sobre la moral de Epicuro y el Aristételes esotérico.|
Eduardo Acosta Méndez. (Filosofia. Espafia, 1973).

Las Bauxitas Espafiolas como mena de aluminio./
Salvador Orddviez Delgado. (Geologia. Esparia, 1975).

Los grupos profesionales en la prestacién de trabajo: obreros y
emp leados. [Federico Durdn Lopez. (Derecho. Esparia, 1975).

Obtencién de Series aneuploides (monosémicas y ditelosémicas)
en variedades espafiolas de trigo comun. [Nicolds Jouve de la
Barreda. (Ciencias Agrarias. Esparia, 1975).

Efectos dindmicos aleatorios en tineles y obras subterrineas./
Enrique Alarcon Alvarez. (Ingenieria Espafia, 1975).

Lenguaje en periodismo escrito. [Fernando Ldzaro Carreter,
Luis Michelena Elissalt, Robert Escarpit, Eugenio de Bustos.
Victor de la Serna, Emilio Alarcos Lilorach y Juan Luis Cebridn.
(Seminario organizado por la Fundacién Juan March los dias
30y 31 de mayo de 1977).

Factores que influyen en el espigado de la remolacha azucarera,
Betavulgaris L. [José Manuel Lasa Dolhagaray y Antonio
Silvan Lépez. (Ciencias Agrarias. Esparia, 1974).

Compacidad numerable y pseudocompacidad del producto de

dos espacios topolégicos. Productos finitos de espacios con
topologias proyectivas de funciones reales. [José Luis Blasco Olcina.
(Matematicas. Esparia, 1975).

Estructuras de la épica latina. [M? . del Dulce Nombre
Estefania Alvarez. (Literatura y Filologia. Espaiia, 1971).

Comunicacion por fibras Opticas. [Francisco Sandoval
Herndndez. (Ingenieria. Espafia, 1975).

Representacion tridimensional de texturas en chapas
metdlicas del sistema ctbico. [José Antonio Pero-Sanz Elorz.
(Ingenieria. Esparia, 1974).

Virus de insectos: multiplicacidn, aislamiento y bioensayo
de Baculovirus. /Candido Santiago-Alvarez.
(Ciencias Agrarias. Extranjero, 1976).

Estudio de mutantes de saccharomyces cerevisiae alterados
en la biosintesis de proteinas. [Lucas Sdnchez Rodriguez.
(Biologia. Espafia, 1976).
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50—

51—

52.—

53—

54.—

55.—

56.—

57—

58—

Sistema automadtico para la exploracién del campo visual.
José Ignacio Acha Catalina. (Medicina, Farmacia y Veterinaria.
Esparia, 1975).

Propiedades fisicas de las variedades de tomate para recoleccion

mecdnica. [Margarita Ruiz Altisent. (Ciencias Agrarias. Esparia 1975).

Eluso del dcido salicilico para la medida del pH intracelular en
las células de Ehrlich y en escherichia coli. [Francisco Javier
Garcia-Sancho Martin. (Medicina, Farmacia y Veterinaria.
Extranjero, 1974).

Relacién entre iones calcio, farmacos iondforos y liberacion
de noradrenalina en la neurona adrenérgica periférica./
Antonio Garcia Garcia. (Medicina, Farmacia y Veterinaria.
Espafia, 1975).

Introduccién a los espacios métricos generalizados. /
Enrique Trillas y Claudi Alsina. (Matematicas. Esparia, 1974).

Sintesis de antibidticos aminoglicosidicos modificados. [Enrique
Pando Ramos. (Quimica. Esparia, 1975).

Utilizacién optima de las diferencias genéticas entre razas en la
mejora. [Fernando Orozco y Carlos Lépez-Fanjul. (Biologia
Genética. Esparia, 1973).

Mecanismos neurales de adaptacion visual a nivel de la capa
plexiforme externa de la retina. [Antonio Gallego Ferndnde:z.
(Biologia Neurobiologia. Esparia, 1975).

Compendio de la salud humana de Johannes de Ketham. [M?.
Teresa Herrera Hernandez. { Literatura y Filologia. Espara, 1976).

Breve introduccion a la historia del Sefiorio de Buitrago./Rafael
Flaquer Montequi. (Historia. Espafia, 1975).

Una contribucion al estudio de las teorias de cohomologia
generalizadas. [Manuel Castellet Solanas. (Matemdticas.
Extranjero, 1974).

Fructosa 1,6 Bisfosfatasa de higado de conejo.: modificacion
por proteasas lisosomales. [Pedro Sinchez Lazo. (Medicina,
Farmacia y Veterinaria. Extranjero, 1975).

Estudios sobre la expresion genética de virus animales. |
Luis Carrasco Liamas. (Medicina, Farmacia y Veterinaria.
Extranjero, 1975).

Crecimiento, eficacia bioldgica y variabilidad genética en
poblaciones de dipteros. [Juan M. Serradilla Manrique.
(Ciencias Agrarias. Extranjero, 1974).



59.— Efectos magneto-Opticos de simetria par en metales
ferromagnéticos. /Carmen Nieves Afonso Rodriguez.
(Fisica. Espafia, 1975).

60.— Elsistema de Servet.| Angel Alcala Galve. (Filosofia.
Esparia, 1974).

61.— Dos estudios sobre literatura portuguesa contempordnea. /
David Mourdo-Ferreira y Vergilio Ferreira. (Literatura y Filologia, 1977).
62.— Sistemas intermedios. [Maria Manzano Arjona. ( Filosofia.
Esparia, 1975).
63.— A la escucha de los sonidos cerca de Tx en el 4He liquido. /Félix
Vidal Costa. (Fisica. Extranjero, 1974). .
64.—  Simulacion cardiovascular mediante un computador hibrido./José

Ramén Farré Muntaner. (Ingenieria. Esparia, 1976).
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