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RESUMEN

Las oxidasas son las enzimas terminales de las cadenas respiratorias aerGbicas.
Catalizan la reduccion del oxigeno molecular a agua y generan un gradiente
electroquimico de protones ufilizado en los procesos celulares que requieren de
energia.

La superfamilia de oxidasas hemo-cobre, a la cual pertenecen la mayoria de
estas enzimas, poseen un centro binuclear hemo-cobre (formado por un hemo de alto
spin y un centro Cug) en donde se reduce a agua el oxigeno, en un proceso acoplado a
la translocacién de protones.

Existen dos clases de oxidasas dentro de la superfamilia: las quinol- y las
citocromo ¢- oxidasas. Estas Cltimas se dividen a su vez en citocromo ¢ oxidasas tipo
aa; y tipo cbbs. Las quinol oxidasas y las cilocromo oxidasas tipo aa; difieren
principalments en la subunidad It y particularmente en el centro Cu,, el cual se
encuenira presente solo en las citocromo oxidasas. Las citocromo oxidasas tipo cbb,
son los miembros mas distantes de la superfamilia y aunque conservan el centro
binuclear, carecen de las subunidades Il y ill clasicas y del centro Cu,. Presentan, en
cambio, dos subunidades gue unen covalentemente hemos C, l0s cuales pudieran jugar
el papel del Cu,. Al parecer, estas diferencias estructurales en las citocromo ¢ oxidasas
cbby no se traducen en diferencias en el mecanisma catalitico de la enzima.

Rhodobacter sphaeroides es una bacteria gram negativa fotoheterotréfica
facultativa. Su sistema respiratoric parece consistir de al menos tres oxidasas: dos
citocromo ¢ oxidasas, una tipo aa, y otra tipo cbb,, y una quinol oxidasa denominada
bbs.

En este trabajo se caracterizé la regitn gendmica ccoNQQP que codifica para la
citocromo ¢ oxidasa cbb,. Esta region estd comprendida por cuatro marcos de lectura
abiertos que codifican para las cuatro subunidades gque constituyen la enzima, las
cuales son muy semejantes en otros organismos.

El gene ccoN codifica para una proteina homdloga a la subunidad | de las
oxidasas hemo-cobre. Aln cuando carece de muchos de los residuos conservados en
las enzimas miembros de esta familia, conserva seis residuos de histidinas que en las

oxidasas hemo-cobre son los ligandos del hemo de bajo spin y de ios metales del centro




binuclear, el hemo de aito spin y el Cug.

los genes ccoO y ccoP codifican para dos subunidades que unen
covalentemente a uno y a dos hemos tipo C, respectivamente. E] gene ccoQ codifica
para una proteina de bajo peso molecular con funcién desconocida.

Alingamientos de las secuencias de las oxidasas cbb; de varias especies indican
que CcoNfFixN y CcoO/FixQ son las subunidades mas conservadas, seguidas por la
subunidad CcoP/FixP. Este grado de conservacién puede interpretarse como un reflejo
de la importancia de las distintas subunidades en la funcién de la oxidasa.

Hacia el extremo 5' del grupo génico ccoNOQP se encontr® una secuencia muy
conservada implicada en la unidn de factores tipo Fnr/FixK, los cuales se han descrito
como reguladores de {a expresion genélica que responden a distintas condiciones de
aereacion.

El andlisis de las mutantes en las que se inactivo al operdn ccoNOQP nos llevd a
concluir que éste codifica para la citocromo oxidasa cbb, previamente purificada.
También se pudo corraborar que aa; y cbb, son las Unicas citocromo ¢ oxidasas en la
cadena respiratoria de R. sphaeroidss, pero que ninguna es esencial para el
crecimiento bacteriano.

Se determind que 1a oxidasa cbb, es capaz de bombear protones. Este hecho
sugiere que muchas de las estructuras que han sido propuestas como fundamentales
para el acoplamiento de la reaccion redox de formacion de agua y la de bombeo de
prolones no son reaimenie esenciales para estos procesos; siempre y cuando los
mecanismos catallticos de las oxidasas hemo-cobre clasicas y las de las oxidasas cbbs
fueran los mismos.

Finalmente, se determind también que la quinol oxidasa de R. sphaeroidas es
capaz de bombear protones, la cual, a semejanza de cbb,, parece presentar un hemo

de tipo B como hemo de afto spin.




ABSTRACT

The respiratory oxidases are the final enzymes of the aerobic respiratory chain.
They calalyze the reduction of molecular oxygen to water, with generation of an
electrochemical gradient useful for most of the energy demanding cellular processes.

Most of the oxidases belong to the heme-copper superfamily. They possess a
heme-copper binuclear center, constituted of a high spin heme and a Cug center, where
the reduction of axygen takes place in a process coupled to proton translocation.

The superfamily can be divided in two classes: the quinol- and the cytochrame c-
oxidases. The latter are divided in the aa;- and the cbhs-type cytochrome ¢ oxidases.
The subunit I is where many of the differences between quinol- and the aaj-type
cytochrome ¢-oxidases are. The main difference between them is the presence of a Cu,
center in the aa;-type oxidases, which is absent in the guinol oxidases. The cbb,-type
cytochrome oxidases have the binuclear center, but lack the Cu, center. They also do
not have the classical subunits 1l and HI, but have two subunits thal are mono- and
diheme cytochromes ¢, which maybe play the role of the Cu, center. These differences
seem not to indicate a different mechanism for oxygen reduction or proton pumping
activity.

Rhodobacter sphaerofdes is a gram-negative facu'tative photohstarotrophic
bacterium. It has a respiratory system terminated by at least three different oxidases.
They are two cytochrome ¢ oxidases, aa; and cbbs, and a bbs-like quinol oxidase.

We report here the characterization of the genes that encode for the cbbs-
cytochrome ¢ oxidase. The ccoNOQP gene cluster contains four ORF's with high
similarity to all cco/Fix NOQP gene clusters reported so far.

The gene ccoN encodes a protein homologous to the heme-copper oxidase
family subunit I. The six histidines involved in binding the low-spin heme, and the
binuclear center metals, the high-spin heme and Cug, in the heme-copper oxidases are
present in this subunit. The genes ccoQ and ccoP encade membrane-bound mono- and
diheme-cytochromeas ¢, and the gene ccoQ encodes a small hydrophobic protein of
unknown function.

Sequence alignments of the chby-type oxidase gene cluster of several organisms

shows that CcoN/FixN and CcO/FixQ are the most conserved subunits, followed by

t




CcoPiFixP. These levels of conservation seem to reflect the importance of the role that
these different subunits play in the enzyme.

Upstream of the ccoNOQP cluster there is a conserved Fnr/FixK-like box that
may participate in the regulation of the cluster expression as a consequence of oxygen
concentration changes or other growth conditions.

Analyses of two kinds of mutants in which the ccoNOQP gene clusters were
inactivated confirm that this cluster encodes the cbby-type oxidase previously purified.
The phenotype of the mutants also let us te conclude that the cytochromes cbb, and aa,
are the only cytochrome c oxidases in the respiratory chain of Rhodobacter sphaeroides,
nevertheless none of them is essential for growth.

The assay of proton translocation in whole ceils shows that the cytochrome chb,
is a proton pump. If the catalytic mechanism for all the heme-copper oxidases is the
same, this finding will suggest that the oxidases do not need to conserve mast of the
structures considered as essential for oxygen reduction and proton translocation.

Finally, we find that the bby-like quinol oxidase from R. sphaeroides is also able to
pump protons, even though it seems lo have a high-spin heme b as the cbb, cytochrome

¢ oxidases.
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1. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES

Las células requieren que’la energia obtenida por el catabolismo de los
alimentos sea convertida en reservorios energéticos utilizables para lievar a cabo
pracesos tales como la sintesis de macromoléculas, la motilidad, etc. Las formas de
preservar la energia metabdlica son por un lado |a sintesis de moléculas con enlaces
quimicos de alla energia y por otro, la generacién de gradientes electroquimicos
transmembranales. Ambos reservorios energéticos son interconvertidos por la accion de
las ATPasas. Los organismos heterdtrofos generan estos tipos de energia 0til a través
de diversas rutas por medic de la fosforilacion a nivel de sustrato ylo por la
fosforilacion oxidativa. En los organismos folosintéticos ia energia luminosa es
convertida en gradientes electroguimicos a través del aparato fotosintético.

En la fosforilacibn a nivel de sustrato, la energia libre de una reaccion
enzimatica particular es usada directamente para la sintesis de moléculas con enlaces
de alta energia como el ATP y otras moléculas. Este tipo de reacciones enzimaticas son
catalizadas por enzimas solubles.

En la fosforilacién oxidativa, la energia de las reacciones de oxido-reduccion
es convertida en energia electroquimica =l acoplar las reacciones redox con la
translocacién de iones (generalmente protones) a través de la membrana. De esta
forma se genera un gradiente electroquimico constituido por dos componentes, un
gradiente de concentracion de iones o protones (ApH) y un potencial eléctrico
transmembranal (Ay). Los gradientes electroquimicos asi formados son utitizados para

ta sintesis de ATP y también para llevar a cabo otros procesos celutares que requieren




energia, como el transporte de nutrientes, metabolitos, iones y otros solutos a través de
la membrana; o para ia motifidad en algunos sistemas ceiulares (Skutachev,1992}.

En el mecanismo de fosforilacion oxidativa, invariabiemente asociado con las
membranas, se acopla )a oxidacion de los sustratos reducidos a la fosforilacion
del ADP a ATP. La parte oxidativa del proceso es catalizada por la cadena
respiratoria, a cual genera el gradiente electroquimico; y la parte fosforilativa por la
ATP-sintetasa, la cual utiliza el gradiente para la sintesis de ATP. Asi que por razones
obvias ambos complejos enzimaticos se encuentran localizados en la misma
membrana, la membrana citoplasmica en los organismos procariontes o la membrana
interna mitocondrial en los organismos eucariontes, (Figura 1).

La cadena respiratoria {Figura 2), que deriva su nombre por ser |a
responsable del consumo del oxigeno durante la respiracién, estd conslituida en su
mayoria por complejos cataliticos de naturaleza proteica inmersos en la membrana. La
entrada de los electrones a la cadena respiratoria es a través de las lflamadas
“deshidrogenasas”, que son enzimas que reciben los electrones de los susiratos
reducidos solubles generados principalmente en el cicle de los acidos tricarboxilicos.
Estas son la NADH deshidrogenasa (COMPLEJO |), l1a succinato deshidrogenasa
(COMPLEJO Il) y otras deshidrogenasas. Los electrones recibidos por estas enzimas
son transferidos a la ubiquinona, un acarredor redox liposoluble que es el Unico
componenta no proteico de fa cadena. A su vez la ubigquinona dona los electrones al
complejo be, (COMPLEJO Ill) y éstos son finaimente transferidos a través del citocromo
c al ultimo complejo respiratorio, la citocromo ¢ oxidasa (COMPLEJO V). No obstante,
la ubiquinona también puede donar directamente los electrones a otro tipo de oxidasas,

las llamadas ubiquinol oxidasas (Figura 2). Es en los centros redox de todos estos
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complejos enzimaticos {centres fierro-azufre, iones cobre y olros grupos prostéticos,
como por ejemplo hemos y flavinas) en donde se lievan a cabo los procesos de oxido-
reduccion.

En los organismos aerdbicos, e oxigeno es el aceptor final de los electrones de
la cadena respiratoria. La calda de potencial redox desde el NADH hasta el oxigeno (de
aproximadamente 1.13 V, equivalente a 218 KJoules/mol de energia libre) libera la
energia suficiente para que varios de los componentes de la cadena puedan translocar
protones a través de la membrana; asi pues, la energia redox es conservada en forma
de gradientes electroguimicos.

Como hemos mencionado, las oxidasas respiratorias son las énzimas
aceptoras terminales de los electrones de la cadena. Estas catalizan la reduccion del

oxigeno molecular para ta formacién de agua de acuerdo a |a reaccion:
AH', +4Cit¢® + 0, 5 4 Cit¢™ + 2H,0

Las oxidasas son uno de los componentes de la cadena respiratoria que
coniribuyen a la formacion del gradiente electroquimico. Esto lo realizan de dos formas:
a) por la separacién de cargas (electrones y protones involucrades en la reduccion del
oxigeno) a través de la membrana, evento que todas las oxidasas respiratorias realizan;
y b) por la translocacién o bombeo de protones a través de la membrana (Wikstrdm,
1977), evento que muchas de ias oxidasas respiratorias llevan a cabo. Este Oltimo tipo
de oxidasas translocan cuatro protones a través de la membrana ademas de los cuatro
protones consumidos para fa reduccién de una melécula de oxigeno. De esta forma,

ocho pretones provenientes del lado interno ds la membrana {el lado intemo se refiere



al lado de la matriz mitocondrial o al lado citopldsmico en las bacterias, Figura 1) son
consumidos, cuatro de estos son translocados hacia el lado externo de la membrana (el
lado externo se refiere al espacio intermembranal mitocondrial en los organismos
eucariontes o al lado del espacio peripldsmico en las bacterias) y otros cuatro son
usados para la formacién de dos moléculas de agua.

Todos los organismos aerdbicos, procariontes o eucariontes, poseen oxidasas
respiratorias. Hasta ahora se han reportado tres clases de estas enzimas: las oxidasas
hemo-cobre, las oxidasas tipo bd'y las oxidasas alternativas. Todas estas enzimas
catalizan esencialmente |la misma reaccién, aunque el mecanismo molecular es
diferente y también su importancia en el metabolismo oxidativo del organismo en
cuestion.

Las oxidasas alternativas son quinol oxidasas altamente resistentes a cianuro,
que no bombean protones. Se encuentran presentes en todas las plantas
angiospermas, en muchas algas y en algunos hongos. Su expresién es inducida por
estimulos de estrés y su funcion parece ser la de regular e) balance entre el
metabolismo del carbono y &l transporte de electrones a la cadena respiratoria, evitando
asl, por ejemplo, la sobrerreduccién de los componentes de la cadena y la formacion de
especies dafiinas de oxigeno {Vanlerberghe & Mcintosh, 1997). Las oxidasas tipo bd
son también quinol oxidasas que carecen de la capacidad de translocar vectoriaimente
protones a través de la membrana. Sin embargo, participan en la generacién de un
gradiente protén-motriz por que durante la oxidacién del ubiquinol se libera un proton
del lado externo de la membrana por cada electron transferido a la enzima. Estas
oxidasas estan presentes en varias bacterias y su funcién parece ser la de generar

energia en condiciones de crecimiento de baja aereacion {Kranz & Gennis, 1985;




Puustinen et al., 1991; Lauraeus & Wikstrom, 1993; Poole, 1984), Las oxidasas hemo-
cobre puedsn ser citocromo ¢ oxidasas o guinol oxidasas. Probablemente todas ellas
translocan activamente protones, por lo que su funcién principal para las células es la
de proveer energia. A este grupo pertenecen la mayeria de tas oxidasas hasta ahora
reportadas y seran a las que nos enfocaremos en aste trabajo.

Los miembros de la familia de las oxidasas hemo-cobre (Garcia-Horsman' et ai,
1994) conservan propiedades estructurales y funcionales que han permitido su
agrupacion, scbre todo basada en dos criterios: un alto grado de similitud en la
secuencia de aminodcidos de la subunidad | y la presencia de un centro binuclear
hemo-cobre en esta subunidad. Sin embargo, dentro de la familia hay una gran
diversidad de oxidasas, que difieren tanto en el sustrato que utilizan como en los tipos
de hemos presentes en las enzimas. Los tipos de hemo que se han encontrado en
estas oxidasas son el A, B, O y C (Figura 3); no obstante, no existe comelacion entre el
sustrato donador de electrones y el tipo de hemo en la oxidasa.

Los sustratos denadores de electrones son el quinol para las quinol oxidasas y
el citocromo ¢ para las citocromo ¢ oxidasas. Existen dos tipos de citocromo ¢
oxidasas, las tipo aas (como las de mitocondria) y las posteriormente descubiertas
citocromo ¢ oxidasas tipo cbis. Las diferencias entre ambas las detallaremos mas
adelante (Figura 4). La simililud entre las distintas oxidasas hemo-cobre ha dado a
conocer datos importantes acerca de los elementos estructurales que son necesarios
para su funcién y sus diferencias han revelado caracteristicas de su mecanismo Unico
accién o han ayudado a indicar los elementos que no son esenciales en la funcion o

aquellos que son equivalentes y que pueden ser sustituidos.
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CITOCROMO c OXIDASAS QUINOL OXIDASAS

H+
TIPO aa,
(ejemplos as, y ba, )

TIPO bo,

{ejemplos bo;, aa,,
baa Y bba)

TIPO cbb,

Figura 4. Esquema de algunas subclases de la superfamilia de las oxidasas
hemo-cobre. Se muestran sélo las subunidades que contienen centros redox.
Como se indica, los tipos de hemos en cada subclase pueden ser distintos,

_ excepto en las citocromo ¢ oxidasas tipo cbb,,

v (Tomado de Garcia-Horsman et al., 1994).
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Se ha estimado que cerca del 90% de! oxigeno que es consumido por los
organismos aerdbicos es reducido a agua por las oxidasas respiratorias, con la
consiguiente obtencion de energia (Chan & Li, 1990). Por esto y por la complejidad
de la reaccién que calalizan, las oxidasas han sido objeto de extensos estudios desde
su descubrimiento con la finalidad de conocer como estédn estructuradas y cua! es el
mecanismo molecular de las reacciones que llevan a cabo. Estos estudios incluyen
caracterizaciones biofisicas y bioguimicas, asi como estudios a nivel genético, entre los
que se encuentran la determinacion de la secuencia nucleotidica de los genes que
codifican para las diferentes oxidasas y la mutagénesis dirigida a residuos conservados.
Actuatmente también se cuenta con la descripcion de las estructuras cristalinas de dos
citocromo ¢ oxidasas tipo aa; (Ilwata et al., 1995; Tsukihara et al., 1995; Tsukihara et al.,
1996). Todos estos resultados han permitido un gran avance en el conocimiento de
estas enzimas; sin ambargo, aun quedan muchas interrogantes que contestar.

A continuacion describiremos fas caracteristicas estructurales de las tres
principales subunidades gque constituyen a las oxidasas hemo-cobre y se

discutiran ciertos aspectos del mecanismo molecular de catalisis.

1.2. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LAS TRES PRINCIPALES

SUBUNIDADES DE LAS OXIDASAS HEMO-COBRE.

La subunidad ! se encuentra totalmente inmersa en la membrana, rodeada a
ambos lados por las subunidades |l y lil (Figura §). Es la méas grande de las
subunidades de la enzima y también la mas conservada entre los miembros de la

familia de las oxidasas hemo-cobre. En esta subunidad se encuentran localizados tres
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centros redox: un hemo de bajo spin, un hemo de alto spin y un i6n cobre conocido
como Cug. El hemo de alto spin y el Cug constituyen el centro binuclear hemo-cobre,
que es una caracteristica diagnostica de los miembros de Ia familia. Es en este centro
binuclear en donde la reduccion del oxigeno tiene lugar y adonde probablemente se
acopla la translocacién de protones. Los ires centros redox estan localizados cerca de!
lado extemo de la membrana, por lo que los protones usados para fa formacién de agua
y los que son bombeados (cuyo origen es el lado intemo de la membrana)
probablemente requieren de rutas conductoras a través de la enzima. Mas adelante se
detallaran estas.

Los hemos de alto y bajo spin difieren tanto en sus caracteristicas
espectroscopicas (por el distinto ambiente proteico en el que se encuentran) como en el
numero de enlaces de coordinacion que el fierro de sus grupos hemos establece. El
atomo de fierro del hemo de bajo spin establece seis enlaces de coardinacion, cuatro
con nitrégenos del grupo tetrapirrol y dos con los nitrégenos de residuos de histidinas de
la proteina. E! fierra del hemo de alto spin presenta solo cinco enfaces de coordinacion,
los cuatro que establece con los nitrégenos del anillo tetrapirrélico y un enlace mas con
el nitrégeno de un residuo de histidina de la proteina. Asi pues, el hemo de alto spin adn
cuenta con un sitio libre de coordinacidn a donde se puede unir el oxigeno y los
intermediarios de su reduccién, asi como otros ligandos extemos tales como el
mondxido de carbono, [a azida y el cianuro.

En la nomeciatura de las oxidasas et hemo de alto spin se indica al final de la
lista de ios otros hemas de la oxidasa ¥ con un subindice “3". Por ejemplo en las
oxidasas aas, bos y cbb, el hemo de bajo spin es del tipo A, B y B, respectivamente; y el

de alto spines A, Oy B.

H
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De entre los residuos mds conservados en la subunidad | se encuentran seis
histidinas {Garcia-Horsman' et al., 1994). Estas muy probablemente son los ligandos da
los centros redox; tres parecen unir al Cug (His-276, His-325 y His-326, de acuerdo a la
numeracion de la oxidasa aa; de P. denitrificans, a menos que se especifique algo
diferente), dos al hemo de bajo spin (His-94, His-413) y una al hemo de alto spin (His-
411). La sustitucidn de cualquiera de estas seis histidinas conservadas elimina la
actividad de la oxidasa, aunque ésta ain puede ensamblarse en la membrana (Saraste,
1990). La His-325, uno de los ligandos de! cobre, parece participar importantemente en
{a reduccidn del oxigeno y en el bombeo de protones (ver méas adelante).

Estudios de mutagénesis dirigida en mas de 60 residuos conservados en la
subunidad 1 han mostrade que sofo unos cuantos parecen ser esenciales para la
funcion. Dentro de éstos se encuentran varios aminoacidos polares de la helice VIl {(que
parecen estar involucrados en la ruta de los protones “quimices®, ver pag. 21), los
residuos del asa entre las hélices Il y Ilf {cuya mutacidn parece desacoptar {a reduccion
del oxigeno ai bombeo de protones) y los residuos del asa entre las hélices IX y X (que
parecen involucrados en la asociacién entre la subunidad 1 y ei dominio hidrofilico de !a
subunidad ().

El analisis de los cristales de las citocromo oxidasas tipo aa, (lwata et al, 1995;
Tsukthara et al, 1995; Tsukihara et al, 1996) y los perfiles de hidropatia permiten
postular que la subunidad | estd constituida por doce segmentos transmembranales,
aungue la longitud de éstos puede ser variable. Desde la perspectiva del lado interno de
la membrana se ha observado que los doce segmentos transmembranales forman tres
semicirculos simétricos que dan la apariencia de poros. En el poro A se encuentran

varios residuos aromaticos conservados; en el poro B, el hemo de alto spin (hemo a;) ¥
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el Cug, y en el poro C, el hemo de bajo spin (hemo a) y su cadena laterat
hidroxietilfamesilo (lwata et al., 1995). El grupo farmesilo del hemo a, (ver Figura 3 para
estructura de los hemos) no parece alojarse en el poro B, por que penetra en la bicapa
lipidica de la membrana; asl que probablemente deja un poro mds libre como para el
acceso de protones desde el lado intemo de la membrana. A esta cadena farnesilo del
hemo de alto spin se le han atribuido importantes funciones; sin embargo, 1as citocromo
oxidasas tipo cbb; carecen de esta cadena por que tienen un hemo tipo B como hemo
de alto spin. No obstante no parece afectarse su mecanismo de catdlisis (ver mas
adelante).

La subunidad 1l clasica de las oxidasas hemo-cobre, menos conservada que ia
subunidad |, es en donde mas se reflejan las diferencias estructurales inherentes al tipo
de sustrato utilizado por estas enzimas. Esto es debido a que es la subunidad implicada
en la unidn del sustrato donador de electrones. Esta subunidad Il estd conformada por
dos hélices transmembranales y un gran segmento giobular hidrofilico extramembranal.
Las oxidasas tipo aa; presentan una serie de residuos muy conservados focalizados en
este segmento hidrofilico (lwata et al., 1995). Estos son varios residuos acidicos
implicados en la union de} citocrome ¢ (Witt et al, 1995; Lappalainen et al., 1995} y los
residuos responsables de la unién del centro bimetdlico de cobre {Cys-216, Cys-220,
His-181, His-224, Met-227 y Glu-218) conocido como Cu, (Lappalainen et al., 1993;
Malmstrdm & Aasa, 1993; Blackburn et al, 1994, entre otros). Este centro Cu,
constiluye el sitio de entrada de los electrones provenientes del citocromo ¢ y como se
encuentra localizado en la region extramembranal, facilita que el citocromo ¢ con su

naturaleza hidrofilica pueda donar sus electrones a la oxidasa.
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Las quinol oxidasas hemo-cobre carecen del centro Cu, y de los residuos
ligandos de éste, asi como de los residuos implicados en la union del citocromo ¢.
Presentan, en cambio, residuos que parecen estar involucrados en unir €l ubiquinol
(Garcia-Horsman®, et al, 1994). Muy seguramente la naturaleza hidrofdbica del
ubiquinol le permite donar sus electrones directamente a la subunidad | sin requerir un
centro redox ubicado en 1a parte externa de la membrana.

Asi pues, la distincidn estructural mas importante entre las citocromo ¢ oxidasas
tipo aay y las quinol oxidasas hemo-cobre reside principaimente an aeste subunidad Ii
(Trumpower & Gennis, 1994). Por otro lado, ambos tipos de oxidasas parecen tener
mucha similitud entre sus centros activos y en la estructura primaria de las subunidades
I, en la que conservan muchos residuos que probablemente participan en fa
transferencia de electrones y/o en la translocacién de protones (Puustinen et al., 1989;
Saraste, 1990; Hill et al,, 1992; Musser et al., 1993; Thomas et al., 1993; Garcia-
Horsman et al., 1995). Aun mas, parece ser que el mecanismo de reduccién del
oxigeno es muy similar en las quinol y en las citocromo ¢ oxidasas tipo aa; (Lauraeus et
al., 1993).

Las citocromo ¢ oxidasas tipo cbby son las Unicas citocromo oxidasas hemo-
cobre hasta ahora descritas que a pesar de aceplar electrones de un citocromo ¢ (no se
conoce cual citocromo ¢ es el donador fisiolégico de esta oxidasa en los distintos
organismos), carecen del centro Cu,, pues no presentan las subunidades Il y Il
clasicas. En cambio presentan otras dos subunidades distintas que se caracterizan por
unir covalentemente uno y dos hemos ¢, respectivamente, los cuales muy
probablemente estan localizados hacia el lado externo de la membrana. Seguramente

son estos hemos ¢ los que compensan la ausencia del centro Cu, por ser ahora ellos
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los aceptores iniciales de los electrones provenientes del citocromo c {Gray et al, 1994).

La subunidad Il clasica, mucho mencs conservada que las ofras dos
subunidades; prasenta una estructura de siete hélices transmembranales sin dominios
hidrosclubles (Saraste, 1990). Estas hélices eslan divididas en dos haces formando una
hendidura en forma dé “V". Probablemente ésta sea el sitio de anclaje de alguna

proteina membranal, como por ejemplo el citocromo ¢ de Paracoccus denitrificans, al

" cual podria locatizar en este sitio su dominio globular quedando en posicidn apropiada

para fransferir los electrones al Cu, de la subunidad |l. Parece ser que esta hendidura
también es importante en la ruta de acceso del oxigeno a la enzima (Mofacker y
Schulten, 1998). No obstante estas propuestas, la subunidad !l no es esencial en el
mecanismo de reduccion de oxigeno ni en el de bombeo de protones; pero parece ser
importante para e! correcto ensamblaje de la enzima (Saraste, 1990). Esta subunidad
tampoco une centros redox, por lo que parece que solo jas subunidades | y Il son las
que constituyan ta unidad hecanlstica minima funcional de la oxidasa.

Asi que la ruta de ingreso de los electrones a las citocromo oxidasas
comienza con el citocromo ¢, el cual dona sus electrones al centro Cu, en la subunidad
Il. Estos son posteriormente transferidos al hemo de bajo spin y de aqui al centro
binuclear (hemo de alto spin y Cug), qgue como mencionamos, es el silio donde se
reduce el oxigeno a agua, proceso durante el cua! se acopla ta translocacion da
protones (Figura 5). En las quino! oxidasas los electrones provenientes del ubiquinol
penetran directamente hasta los grupos redox de la subunidad i. En este tipo de
oxidasas se ha detectado una molécula de ubiguinona fuertemente unida a la enzima, fa
cuat podria canalizar mas eficientemente el movimiento de electrones al hemo de bajo

spin {Puustinen at at., 1996).
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Muy probablemente la transferencia de electrones entre los centros redox se
lleve a cabo a través de enlaces de hidrégeno y enlaces peptidicos establecidos entre
los residuos ligandos de fos centros redox ylo otros residuos conservados, aunque
también pueden estar participando algunas molécutas de agua localizadas en cavidades
de la enzima. Se cree que estas rutas de movimiento de electrones son mas factibles
que la transferencia directa de electrones entre los centros redox (lwata et al., 1995;
Tsukihara et al., 1995; Tsukihara et al, 1996}, aunque no se puede descartar este
uitimo evento, ya que las distancias entre los centros redox son muy pequedias y existen

fuerzas favorables para el movimiento de electrones (Williams, 1995).

1.3. LA OXIDASA EUCARIONTE Y LAS PROCARIONTES

La mayoria de los organismos eucariontes presentan una dnica citocromo ¢
oxidasa hemo-cobre, que es del tipo aa; (Figura 5). En todos los sistemas
ensayados la citocromo oxidasa es capaz de translocar protones con una eficiencia de
un proton por electrén, por lo que su funcidn en estos organismos es la de generar
energia.

La citocromo oxidasa tipo aa; de mamiferos estd constituida por trece
subunidades proteicas y cuatro centros redox, formados a su vez por cinco atomos
metdlicos. Estos son dos hemos tipo A como hemos de alto y bajo spin; y los dos
centros cobre, Cu, {centro bimetalico de cobra) y Cug (Tsukihara et al., 1995; Tsukihara
et al., 1996). Las tres subunidades mayores son codificadas por el DNA mitocondrial ¥
las otras diez por el DNA nuciear. Las subunidades mayores (subunidades I-1I) son las

mas conservadas en [a escala evolutiva y sus caracteristicas las hemos ya descrito. Las
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otras diez subunidades no tienen contraparte en los crganismos procariontes ni unen
centros redox aclivos. Se sugiere que éstas gstan involucradas en modular la actividad
de la oxidasa en forma tejido especifica y en respuesta a diferentes condiciones
fisiclogicas yfo que tengan un pape! en la biogénesis de la enzima (Capaldi, 1990;
Ferguson-Miller, 1396). Oxidasas tipo aa; se encuentran también presentes en muchas
hacterias y ciertes hongos y aunque varfa el nimero de las subunidades que las
constituyen, todas presentan subunidades homdlogas a las subunidades |, Il y Ili
descritas {(Ludwig, 1987).

Ademas de los cinco metales que constituyen los centros redox (tres dtomos de
cobre y dos de fierro), la citocromo oxidasa de bovino presenta otros dos metales gque
no participan en las reacciones de oxido-reduccion, estos son un atomo de zinc y unc
de magnesio (Einarsdottir & Caughey, 1985; Steffens et al., 1987; Steffens et al.,
1993). Estos metales parecen también eslar presentes en las oxidasas de otros
mamiferos {(Bombelka et al., 1986) y en las de otras especies eucariontes, como en
Dictyostelium discoideumn (Rizzuto et al., 1991). El zinc se encuentra unide a la
subunidad Vb de 1a oxidasa (Capaldi, 1990}, del lado de la matriz, y su papel parece ser
estructural {Tsukihara et al, 1995). Ya que las oxidasas bacterianas carecen de
subunidades homdlogas a las nucleares sucarioticas, éstas parecen no coniener zinc,
pero varias de ellas si presentan magnesio (Gennis & Ferguson-Miller, 1995; Capaidi,
1990) o manganeso, como es et caso de P. denitrificans {Steffens et al., 1987; Buse &
Steffens, 1991; Haltia, 1892) y R. sphaeroides (Hosler et al., 1992; Hosler et al., 1995).
Este atomo de magnesio (o manganeso) se encuenira localizado en la interfase de las
subunidades | y Il en las enzimas bacteriana y mitocondrial, directamente entre el Cu, ¥

el hemo a5 (Figura 5). Se sugiere que este metal participa en: la estabilizacién del sitio
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Cua, el reforzamiento de la interaccién entre las subunidades  y Ii, el contro! de la
direccion de transferencia de electrones entre el Cu, y el hemo a y, entre éste y el hemo
a; (Tsukihara et al, 1995) y en facilitar la translocacion de protones (Gennis &
Ferguson-Miller, 1995). Sin embargo, la ausencia de magnesio en algunas oxidasas
bacterianas {como en la oxidasa tipo bo;y de Escherichia coli) sugiere que este metal no
es esencial para la funcién de la enzima, por lo menos no para la transferencia de
electronas después del hemo de bajo spin ni para el bombeo de protones.

A diferencia de lo que sucede en la mayoria de los organismos eucariontes, los
organismos procariontes suelen poseer cadenas respiratorias ramificadas en las que
se encuentran varios tipos de oxidasas (ubiquino! y citocromo ¢ oxidasas). Dentro de
estas, la mayoria pertenecen a ia familia de las oxidasas hemo-cobre. Estas enzimas
estan constituidas en general por 3 0 4 subunidades, tres de ellas similares a las
subunidades mayores de la oxidasa mitocondrial (Ludwig, 1987; Saraste, 19980). Sin
embargo, algunas oxidasas bacterianas presentan también subunidades sin homologia
con las de los organismos eucariontes.

En general las oxidasas procariontes estin codificadas por grupos genéticos u
operones, en donde ademas de los genes que dictan la expresidn de las subunidades
de la oxidasa, también se encuentran otros genes cuyos productos participan en fa
biosintesis de los hemos (Saiki et al., 1992), en el ensamblaje de los grupos redox, o en
el plegamiento de la enzima, entre otras funciones {Thony-Meyer' et al., 1994),
Homdélogos de eslos genes se encuentran seguramente codificados en el DNA nuclear

en los organismos eucariontes.
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Como mencionamos, existen varios tipos de oxidasas procariontes, cuya
diversidad radica no solo en el sustrato donador de electrones {ubiquinol y citocromo c¢),
sino también en la estructura y composicion quimica de los centros redox, en ias
condiciones de crecimiento en que se expresan, en su afinidad por oxigeno y en la
capacidad y eficiencia para translocar protones. Los centros redox pueden variar tanto
en la composicién de metales como en los tipo de hemos. En las oxidasas de los
procariontes los hemos no siempre son hemos A como en la oxidasa de mamiferos,
sino que pueden encontrarse hemos tipo B, C, D, O u ofra variante (Figura 3).

Los sistemas respiratorios bacterianos no siempre son utilizados para generar
energla. Bajo ciertas circunstancias, como sucede cuando las demandas de energia de
la célula son cubiertas por la fermentacién o la folosintesis o por otra oxidasa
respiratoria, 1a capacidad o eficiencia para bombear protones puede no ser tan
importante. En estos casos las oxidasas no necesitan optimizar su funcion para
maximizar la proporcién de protones bombeados por electrdn (H'/e’), sino que su
funcion mas importante puede ser la de eliminar el exceso de equivalentes reductores
para mantener el balance redox cefular, el regenerar NAD+, o simplemente el disminuir
los niveles de oxigeno intracelulares. Todas estas caracteristicas de los organismos
procariontes les permite expresar una cadena respiratoria adecuada para los
requerimientos fisiologicos particulares, dandoles asi una gran capacidad para crecer en

una gran variedad de condiciones ambientales.
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1.4. ALGUNOS DATOS SOBRE EL MECANISMO MOLECULAR DE CATALISIS DE
LAS OXIDASAS RESPIRATORIAS Y SOBRE SU MECANISMO DE

TRANSLOCACION DE PROTONES.

La reaccion de reduccion del oxigeno parece ocurrir como una secuencia de
pasos cortos en los que se forman distintos intermediarios durante la transferencia
secuencial de cuatro slectrones provenientes del citocromo ¢ hasta el oxigeno. Durante
esta reduccidn del oxigeno parecen requerirse dos tipos de protones; los protones
“quimicos”, que se utilizan para la formacion de agua; y los protones “bombeados”,
ios que son translocados a través de la membrana. Ambos lipos de protones provienen
del citoplasma o de la matriz mitocondrial, situacién que, aunada a la localizacion del
centro binuciear cerca de la superficie externa membranal, hacen clara la necesidad de
rutas de acceso para la introduccion de los distintos tipos de protones, ademas
de un canal para ia salida del agua formada. El bombeo de protones parece estar
acoplado a los pasos cataliticos de la reduccion del oxigeno, particularmente al
ingreso del tercer y cuarto electron at centro binuclear. Es de este acoplamiento
de donde la energia necesaria para el proceso de lranslocacion de preoiones
posiblemente se origina (Morgan et al., 1994). El acoplamiento probablemente
ocurre a través de cambios en Ja protonacion de ciertos grupos acido-base
asociados a cambiocs en el estado de dxido-reduccion ylo a cambios en la
ligacion de centros metalicos.

Diversos estudios de mutagénesis dirigida {Fetter et al., 1895; Garcia-Horsman
et al., 1995; Thomas et al., 1993) y el andlisis de los cristales de las citocromo oxidasas

bacteriana (iwata et al., 1995) y mitocondrial {Tsukihara et al., 1995; Tsukihara et al.,
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1996}, han permitido establecer la existencia de dos rutas independientes para la
entrada de protones, una para los protones “quimicos” y ofra para los protones
“translocados”. La separacion de los dos tipos de protones parece ser muy necesaria,
por que de no existir, los protones “translocados” podrian consumirse preferentemente
durante la reduccién del oxigeno (por la alta electronegatividad de los intermediarios de
la reaccion), desacoplando ai sistema.

La ruta de ingreso de los protones “quimicos” parece estar constituida por el
poro B de la subunidad | (donde se encuentran el hemo a; y et Cug), desde donde
entrarian los protones provenientes del lado interno de ia membrana hasta liegar al
centro binuclear, en donde los protones serian usados para la reduccidén del oxigeno.
En esta ruta propuesta parecen pardicipar residuos de las hélices V1 y VI, que incluyen
a la Ser-91, la Lys-354, la Thr-351 y la Tyr-280 y al grupo hidroxilo de la cadena
lateral farnesllo del hemo & (lwata et al., 1995; Tsukihara et al.,, 1996). Esta ruta
también se denomina “canal K” por contener una lisina. Hofacker y Schulten (1998}
proponen la exislencia de una red de moléculas de agua dentro de este canal, lo cual
constituiria un elemento muy importante para el movimiento de protones.

Es importanta mencionar en este punto la importancia que se ha propusesto para
la cadena lateral farnesilo del hemo de alte spin. Todas las oxidasas hemo-cobre
descritas, a excepcién de las oxidasas cbbs, presentan hemos tipo A y O en el centro
binuclear, es decir, hemos que poseen esta cadena famesilo (Figura 3). Por esta razdn
anteriormente se habla sugerido que el grupo farnesilo era esencial para la reduccién
del oxigeno y el bombeo de protones, asi como también parecia participar
importantementa en la transferencia de electrones y en ia estabilizacidon del hemo de

alto spin (Caughey et al., 1975; Hill et al., 1992; Saiki, et al., 1992; Woodruff, 1993). De
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los estudios en los cristales de las oxidasas bacteriana (lwata et al, 1995) y
mitocondrial (Tsukihara et al., 1995; Tsukihara et al., 1996) se sugiere que esta cadena
famesilo esta participando en la transferencia de electrones entre el hemo de afto spin y
el Cug y en el ingreso de los protones consumidos durante la reduccion del oxigeno,
como hemos mencionado. Sin embargo, el hallazgo de fas citocromo oxidasas cbb;,
que paseen un hemo tipo B como de alto spin, es decir, un hemo sin cadena lateral
famesilo, sugiere que esta cadena no es esencial para ta reduccién del oxigeno ni para
la translocacién de protones. Esto ultimo parece ser cierto al menos en las oxidasas
cbby de P. denitrificans (Raitic & Wikstrdm, 1994; de Gier et al., 1996) y de R.
sphaeroides (este trabajo). puesto que ha sido demostrade que bombean protoﬁes. Asi
que se propone que en este tipo de oxidasas la ausencia de |la cadena famesilo puede
ser suplida por algun residuo o incluso por moléculas de agua, suponiendo que estas
oxidasas funcionan bajo el mismo mecanismo catalitico de las hemo-cobre,

También cabe la posibilidad de que la cadena famesilo solo juegue un papel
meramente estructural en ia oxidasa, es decir, que su funcidn sea fa de conferir una
estructura estable at centro binuclear. En consecuencia, la pérdida de la cadena laterat
podria producir un colapso local en el centro binuclear con fa pérdida de la actividad.
Esto podra explicar lo que sucede con las quinol oxidasas ba, de P. denitrificans
(Zickerman et al, 1997) y bo; de E. coli (Hill et al., 1992; Saiki et al., 1992), cuyas
variantes enziméticas bb, son inactivas. El centro binuclear de las citocromo oxidasas
tipo cbb, parece poseer residuos con cadenas laterales mas grandes que los presentes
en las otras oxidasas hemo-cobre, de tal suerte que éste podria mantener una
estructura estable a pesar de que el hemo de alto spin, el hemo tipo B, carezca de la

cadena de famesilo (Wang et af; 1995).
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Se postulan tres posibles rutas para los protones “translocados”. lwata y col
{1995} proponen la nita conocida como “canal D", denominada asi por contener un
acido aspértico. Esta inicia en la parte inferior citopldsmica del poro A y llega a una
cavidad localizada casi a la mitad de la membrana, en donde se encuentra el Giu-278
(residuo altamente conservado, ubicado en la entrada del centro binuclear), para de
aqui continuar finatmenie por la parte superior del poro B. Los residiuos involucrados en
esta ruta son los de las hélices Ill y IV, en especial el Asp-124, 1a Asn-113 y la Asn-131.
Mutaciones en residuos homdlogos a éstos en la oxidasa bo; de E. coli producen la
pérdida del bombeo de protones sin afectar fa actividad de la oxidasa (Thomas et z_al.,
1993; Garcia-Horsman et al., 1995; Verkovskaya et al., 1997). En esta via se propone
que los protones atraviesan el centro binuclear por la participacion del grupo formilo del
hemo a; y la His-325 (ligando del Cug), o alternativamente, por la participacién del Glu-
278 y un grupo propionato del hemo a,. Riistama y col. {1997) y Hofacker y Schulten
{1998) sugieren la existencia de moldculas de agua dentro del canal D. Estas podrian
formar cadenas de enlaces de puentes de hidrogeno a {ravés de las cuales los protones
serian faciimente desplazados. Ambos grupos apoyan la propuesta de que la ruta de los
protones translocados inicie en el Asp-124 y continue hasta e Glu-278, aunque después
de aste punto tienen propuestas distintas. iwata y col. (1995) y Riistama y col. (1997)
proponen que la ruta de los protones transiocados continua del Glu-278 a la His-325, a
través de puentes de hidrdgeno formades con moléculas de agua.

La ruta de! canal D parece cumplir el requerimiento de una asociacion muy
estrecha, funcional y estructural, de los protones translocados con el centro binuclear,
requenrmiento del mecanismo directo de acoplamiento enire la reduccion del oxigeno y

la transiocacion de protones propuesto por el grupo Wikstrom. En este modelo de
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acoplamiento directo, las entidades quimicas involucradas en &l bombeo de protones
serian los ligandos de los mismos centros redox y se sugieren que la separacion
necesaria de los protones quimicos y los bombeados podria darse a través de la His-
325 ya que a pesar de que la distancia entre ambos tipos de protones es minima en
esta sitio, las rutas de acceso hacia este lugar son diferentes. Ademas postulan que e}
pKa det grupo imidazol de la histidina pueda ser lo suficientemente alto para atraer y
aislar a los protones translocados det sitio de formacidn de agua, que se encuentra del
lado opuesto del Cug, localizacidén que significa también una barrera entre ambos tipos
de protones (Wikstrdm et al, 1994, Morgan et al., 1994). Pese a las evidencias
experimentales que apoyan esta ruta propuesta, Williams (1995), Tsukihara y col.
(1966) insisten en que es necesaria la separacion fisica de los protones quimicos y los
bombeados para evitar el consumo de éstos en la reduccion del oxigeno. Por tal razon,
Tsukihara y col (1998} proponen otras dos rutas alternativas para el ingreso de los
protones “franslocados”.

La primera ruta es semejante a [a propuesta por lwata y col (1995), pero difiere
en el camino posterior al Glu-278. La segunda via propuesta involucra residuos
conservados en el poro C y cruza cerca del hemo a, con lo que se hace susceptible a
cambios redox. Estas dos rutas propuestas por Tsukihara no atraviesan el centro
binuclear, 1o que sugiere que el acoplamiento entre la translocacion de protones y la
reduccion del oxigeno es indirecto y que ocurre lejos del hemo a; y el Cup. De ser esto
cierto, el posible mecanismo involucrado se desconace (Ferguson-Miller, 1996) ya que
no puede ser explicado por el mecanismo molecular hasta ahora propuesto (Wikstrém
el al., 1994). Este mecanismo indireclo de acoplamiento dependeria en extremo de la

estructura de la oxidasa ya que estaria mediado por cambios conformacionales que
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transmitieran la energia de los centros redox a los acarreadores de protones; por lo
tanto, estructuras proteicas distintas podrian eliminar el acoplamiento (Morgan et al.,
1994). No obstante, esto no parece ocurrir ya que enzimas con diferencias importantes
no sdlo son funcionales, sino que, al menos las oxidasas cbb, de P. denitrificans (Raitio
& Wikstrdm, 1994; de Gier et al., 1996) y de R. sphaeroides {este trabajo), paracen ser
también capaces de bombear protones. Asi que muy probablemente el mecanismo
general de catlisis no depende de Ia conservacion estricta de muchos residuos o rutas
(Garcia-Horsman et al., 1995; Wikstrém et al., 1994), sino que los cambios puedan
compensarse por otros residuos cercanos o por moléculas de agua, o bien por la
existencia de varias rutas altemativas para la transferencia de protones (Mitchell et al.,
1996). Estos datos hacen muy improbable gue estas rutas alternativas sugeridas por
Tsukihara (1996) sirvan para la translocacién de protones. Incluso Hofacker y Schulien
{1998) indican que estas rutas no parecen contener suficientes moléculas de agua para
ostablecer una buena via de transferencia de protones.

Finalmente, Konstantinov y col. {$997) proponen que quizas los canales Ky D
astan funcionalmente asociados con diferentes pasos del ciclo catalitico de la quimica
del oxigeno. Asi que los protones podrian ingresar a cualquiera de los canales y
cambiar a ofro canal a través de cambios conformacionales de la enzima, originados por
ja unién del oxigeno o la formacién de alguno de los intermediarios durante la reduccion
de éste.

Por o pronto s claro que ain se requiere de mds estudios para establecer las
rutas fisiologicas del movimiento de protonas en la enzima. Entre estos estudios pueden
estar el andlisis de cristales de enzimas distintas, de variantes enzimaticas obtenidas

por mutagénesis dirigida o bien, de oxidasas en distintos estados de oxidacién o de
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ligacion.

La via de salida de los protones bombeados parece estar constituida por una
region con carga negativa formada por los residuos Asp-399, Asp-404, Asp-193, Glu-
218, His-403 y el grupo propionato del hemo as, cerca de donde esta el magnesio o el
manganeso. Esta region parece también tener una cadena de moléculas de agua
{Hofacker & Schuiten, 1998) a través de fa cual los protones podrian maoverse hasta
liegar a la hendidura hidrofilica (localizada entre fas subunidades | y li} al otro lado de la
membrana {lwata et al., 1995).

Adermas de las rutas de acceso y fiberacién de protones que hemos descrito,
parecen también necesitarse rutas para el ingreso del oxigeno al centro binuclear y
rutas para la salida del agua formada. En relacién al acceso del oxigeno, hay varias
vias propuestas que podrian funcionar en condiciones fisiolégicas. Todas ellas
dependen importantemente de la hidrofobicidad del medio y de 1a alta solubilidad del
oxigeno en estos ambientes hidrofdbicos. Ademas también parecen estar involucrados
los fosfolipidos unidos a la subunidad Iil, los cuales podrian participar como posibles
reservorios de oxigeno asegurando asi maximas velocidades de difusion de éste
(Tsukihara et al., 1996). Riistama y col. {1996) y Hofacker y Schulten {1998} sugieren
que el canal mas factible para &i ingreso del oxigeno es €l que inicia en la hendidura en
forma de “V" de 1a subunidad Iil y termina en e! centro binuclear. Ellos proponen que la
existencia de un canal especifico es importante para controlar el acesso y retencion del
oxigeno al centro binuclear.

El canat de salida del agua podria iniciarse en una regién hidrofilica formada
por: el magnesio (0 manganeso), los propionatos del hemo a,, los aminoacidos basicos

Arg-438 e His-368, el Asp-364 (de acuerdo a la numeracién de ia citocromo oxidasa aa;
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de bovino) y dos moléculas de agua; todos ellos unidos por puentes de hidrégeno. Esta
reglén estaria conectada con un canal hidrofilico formado en la interfase de las
subunidades | y |, el cual puede constituir el canal de salida hacia el lado externo de ia
enzima. Esta ruta de salida propuasta requiere de pequefios cambios conformacionales
para que las moléculas de agua atraviesen la enzima ya que no es suficientemente
amplio; sin embargo, esta ligera estrechez del canal parece ser indispensable para
prevenir el regreso de los protones del lado externo de la membrana. Todos fos
residuos propuestos en esta via estdn muy conservados entre las distintas oxidasas, lo
que parece implicar un mecanismo comun para la remocion de agua det sitio activo

(Tsukihara et al., 1996).

1.5. LAS CITOCROMO ¢ OXIDASAS TiPO cbbs EN DISTINTOS ORGANISMOS: SU

FUNCION Y SU PATRON DE EXPRESION.

El conocimiento de la existencia de oxidasas del tipo cbb, parece remontarse a
hace ya varios afos. Habia sido propuesto que la mayoria de las bacterias
fotosintéticas, cultivadas en bajas concentraciones de oxigeno, parecian presentar
oxidasas del tipo bc {anterormente denominadas oxidasas tipo “0" u "co”}). Sin embargo,
asto no fue confirmado hasta que se logré la purificacion de la oxidasa de
Rhodopseudomonas palustris, enzima conformada por cuatro polipéptidos con solo
hemos b y ¢, que se inhibe con muy bajas concentraciones de Gianuro {King & Drews,
1976). Posteriormente ofra enzima con hemos by ¢ y con alta sensibilidad al cianuro

fue caracterizada en Azotobacter vinelandii (Yang & Jurtshuk, 1378, Yang et al., 1979;
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Hunter et al., 1989) y otra mas en Pseudomonas aeruginosa, bacteria en la cual la
oxidasa parece ser la responsable de generar la energia durante el crecimiento
aerbbico (Matsushita et al., 1982). Esta alta sensibilidad a cianuro, al igual que la
presencia de un hemo B gue reacciona con mondxido de carbono, parecen ser
caracteristicas comunes para fas oxidasas cbba.

Las bacterias metilotrficas también parecen expresar una citocromo oxidasa del
tipo cbb;. Methylophilus methylotrophus presenta una enzima que solo contiene
citocromos b y ¢, que es altamente sensible a cianuro y que se expresa durante el
crecimiento en condiciones de exceso de metanol, limitacion de oxigeno o amonio
(Froud & Anthony, 1984). Acetobacter methanolicus parece tener también una oxidasa
tipo cbby ya que en esta bacteria se reportd una oxidasa con alta sensibilidad a cianuro
¥ aunque solo se detectd al hemo b, hay indicios de la existencia de hemos tipo C
(Anthony, 1992; Chan & Anthony, 1991; Elliott & Anthony, 1988). Sin embargo, no
existen estudios recientes que confirmen la identidad de todas las enzimas anteriores
como oxidasas tipo cbb, (Tamegai & Fukumori, 1994).

El grupo génico fixNOQP fue descrito originaimente aen varias especies del
género rhizobia {Rhizobium meliloti Bradyrhizobium japonicum, Azorhizobium
caulinodans, entre otros) como uno de los operones regulados por el factor de
transcripcion FixK, que activa, durante la fase de simbiosis, a algunos de los genes
relacionados con la fijacién de nitrégeno (Fischer, 1994). Postericrmente se descubrid
que el operdn FiXNOQP codifica para la oxidasa tipo cbb,, responsable de generar la
energla durante el proceso de fijacidén de nitrégeno y el desamolio de los bactercides
simbidticos (Keefe 8 Maier, 1993, Preisig et al, 1993; Mandon et al, 1994) La

presencia de un operon homdlogo en Agrobacterium tumefaciens, bacteria que no fija
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nitrdgenc a pesar de pertenecer a la familia Rhizobiaceae, sugirié que la oxidasa cbb,
no esta solo relacionada con aste proceso de fijacion de nitrdgeno. En A. tumefaciens la
oxidasa parece proveer la energia necesaria para el desarrollo de la bacteria en las
condiciones microaerobias existentes en la rizosfera, a la que coloniza y tumora
{Schliiter et al., 1995).

Recienternente se han encontrado oxidasas del tipo cbb; en muchos otfros
organismos, ya sea que se haya aislado a la enzima ¢ que solo se haya detectado su
presencia a nivel genetico. Ejemplos son Rhodobacter capsulatus, una bacteria muy
cercana a las rhizobia, que fija nitrdgeno sin establecer simbiosis (Thbny-Meyer2 etal,
1994; Gray et al.,, 1994); dos bacterias muy relacionadas, Rhodobacter _sphéeroides
(Shapleigh et al., 1992; Garcia-Horsman® et al., 1994) y Paracoccus denitrificans (Raitio
& Wikstrdm, 1994; de Gier et al, 1994); y otras bacterias con metabolismos muy
particulares, como Magnstospirilium magnefotacticum (Tamegai & Fukumori, 1994),
Thiobacillus sp W5 (Visser et al., 1997), Helicobacfer pylori (Nagata et al., 1996), entre
ofras. Asi que queda claro que la distribucién de las oxidasas tipo cbb; es de un
espectro muy amplio y que su existencia no esta ligada ni al proceso de fijacion de
nitrgeno ni al fotosintético. La funcidn de la oxidasa en estos procesas no se conoce
aln con certeza, aunque se sugiere que podria generar la energia necesaria para el
proceso de fijacidn de nitrbgeno y eliminar el oxigeno para el proceso fotosintético.
Hasta antes de este trabajoc solo para la oxidasa de P. denitrificans se habia
demostrado su capacidad de bombear protones (Raitio & Wikstréom, 1994; de Gier et al.,
1996), por lo que aun hay pocas evidencias de si estas oxidasas participan
importantemente en la generacion de energia en todos los organismos ¢ juegan otros

papeles.
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La mayoria de los organismos (B. japonicum, A. caulinodans, A. tumefaciens, P.
denitrificans, H. pylori, M. methylotrophus y M. magnetotacficum) expresan a la oxidasa
cbb: en condiciones de baja aereacion, lo que correlaciona con su aparente alta
afinidad por oxigeno {Nagata et ai; 1996; Preisig et al; 1996). Esta expresién diferencial
de chb, tiene su origen en que el inicio de su transcripcién esta regulado por la union de
factores tipo Frr/FixK a secuencias localizadas arriba del operdn (Fischer, 1994;
Zeilstra-Ryalls & Kapian, 1995; de Gier et al., 1996). Dichos factores de transcripcion
estan involucrados en aclivar la expresién de genes bajo condiciones anaertbicas de
crecimiento (Unden & Trageser, 1991, Fischer, 1994; Spiro, 1994). El factor Fnr parece
no responder directamente a las concentraciones de oxigeno sinc mas bien al estado
redox de los intermediarios respiratorios, el cual es generalmente negativo durante la
limitacion de oxigeno y positive duranie la aereacion (van Spanning et al,, 1995). E)
factor FixK es insensible al oxigeno, Las concentraciones de oxigeno en R. meliloti son
sentidas por el factor FixL, que en combinacién con FixJ, inducen la transcripcién de
FixK (Fischer, 1994).

En muy pocos organismos (como R. capsulatus, Thicbacillus sp W5 y en cepas
de R. sphaervides y de P. denitrificans que carecen de citocromo aas} la oxidasa cbbg
se expresa fisiolégicamente tanto en condiciones aerébicas como microaerdbicas. Esta
expresién aerdbica de la oxidasa sugiere la pérdida de la regulacién por oxigeno,
evento que puede tener su origen en la pérdida de las secuencias reguladoras, en la
pérdida de su funcionalidad o en la modificacidn del esquema de regulacidn. En estos
organismos |a oxidasa cbb, es la Unica citocromo ¢ oxidasa en el sistema respiratorio,
asi que necesita ser expresada bajo casi cualquier condicién de crecimiento por ser la

principal oxidasa responsable de generar la energia en la bacteria. Contrario a ésto, la
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oxidasa cbb; se expresa preferentemente en condiciones de microaerobiosis en
aquellos organismos que cuentan con ofras citocromo ¢ oxidasas que funcionan en
condiciones de alta tension de oxigeno, per lo que cbby no es la principal oxidasa para

estas bacterias.

1.6. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LAS CITOCROMO ¢ OXIDASAS

TIPO cbbs.

Las citocromo c oxidasas tipo chh estan codificadas por el gmpo‘génico
IXNOQP o ccoNOQP, fix para las bacteras fijadoras de nitrégeno (Preisig et al., 1993,
Mandon et al., 1994, Fischer, 1994) y cco (citocromo ¢ oxidasa) para las bacterias no
fijadoras de nitrégeno {de Gier et al., 1996; Thiny-Meyer” et al., 1984). Este grupo
génico esta constituido por cuatro genes (fix'ccoN, fix/ccoQ, fix/ccoQ y fix/ccoP) que
parecen estar regulados como un operdn (Preisig et al, 1993; Mandon et a!,, 1994;
Thony-Meyer” et al., 1994; Schiiter et al., 1995; Zufferey et al., 1996).

€l gene ccoN cedifica para ta subunidad |, la subunidad mds grande de la
oxidasa (Figura 4), muy probablemente estructurada por 14 hélices transmembranales,
aunque en algunos organismos esta subunidad solo presenta 12 hélices. Las doce
hélices hacia el carboxilo terminal tienen relativa similitud (aproximadamente del 20%)
con el resto de las oxidasas hemo-cobre {Preisig et al., 1993) y en ellas se encuentran
seis residucs de histidinas altamente conservados en estas oxidasas. Esios
probablemente participan en la unién del hemo de bajo spin, del hemo de alto spin y del

Cup, los dos tltimos farmando el centro binuclear. La existencia de este centro binuclear
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en las oxidasas tipo ¢bb; ha sido confirmada por varios estudios espectroscopicos (Gray
et al., 1994; Garcia-Horsman® et al., 1994 Varotsis et al., 1995; Wang et al., 1995), io
que reafirma a estas enzimas como miembros de la familia de las oxidasas hemo-cobre
(Garcia-Horsman' et al., 1994). Sin embargo, son los miembros mas distantes de la
familia, los cuales carecen de muchos de los residuos conservados en las oftras
oxidasas clasicas.

Como ya habiamos mencionado, estas citocromo ¢ oxidasas carecen de las
subunidades Il y II! clasicas junto con el centro Cus y en su lugar poseen dos
subunidades que unen uno y dos hemos ¢ covaleniemente. Ambas subunidades estan
ancladas a la membrana y orientadas hacia el periplasma.

El gene ccoQ codifica para la subunidad il de la oxidasa, la cual une
covalentemente un hemo tipo C. Esta subunidad presenta una sola hélice
trasmembranai en su extramo amino terminal y un dominic hidrofilico en el lado
carboxilo. Este tlimo probablemente esta expuesto al espacio periplasmico, a donde se
encuentra unido el hemo C {Figura 4).

El polipéptido codificado por el gene ccoP es identificada como la subunidag il
que une covalentemente dos hemos tipo C. Al parecer esta subunidad esta estructurada
por un dominio transmembranat en el extremo amino terminal y un dominio hidrofilico
orientado hacia el espacio peripldsmico, a donde probablemente se unen los hemos c.

El gene ccoQ codifica para & polipéptido de menor tamafio y el menos
conservado entre las oxidasas tipo cbb,. La funcién de este polipéptido no se conoce
aun e incluso se ignora si forma parte de la oxidasa ya que |a eliminacion del gene no
parece afectar el ensamblaje ni la funcidon de la enzima (Zufferey et al., 1996) v la

subunidad CcoQ parece estar ausente en las preparaciones purificadas y activas de la
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oxidasa (Garcia-Horsman? et al., 1994).

Zufferey y col. (1996) han demostrado que los polipéptides CcoN y CeoQ forman
un complejo central que permite la asaciacidén con CcoP para formar una oxidasa activa.
CcoN y CcoQ son también esenciales para el ensamblaje y estabilidad de la oxidasa ¢
incluso suficientes para una actividad parcial. Se sugiere que la subunidad CcoO es el
donador directo de los electrones a los centros redox de la subunidad CcoN, con fa que
parece estar estrechamente unida y que la subunidad CcoP es el acarreador entre et
citocromo ¢ {0 el complejo bc;) y el complejo CcO-CcoN (Figura 4). La unién de los
hemos ¢ a las subunidades Cco0Q y CcoP es un requisito para el ensamblaje y

estabilidad de! complejo enzimatico (Zufferey et al., 1997).

1.7. EL SISTEMA RESPIRATORIO O0E Rhodobacter sphaeroides Y 3SU

CITOCROMO c OXIDASA TIPO cbbs.

Rhodobacter sphaeroides es una bacteria pdrpura no sulfurosa, gram (-), capaz
de crecer en diversas condiciones, En ausencia de O, y presencia de luz puede crecer
fotosintéticamente usando la bacterioclorofila y los carotencides asociados a
cromatéoforos que sintetiza. En condiciones aercbias o microaerobias la bacteria es
capaz de crecer con un sistema respiralorio ya que hay represion del aparato
fotosintético y disminucitn de la sintesis de pigmentos. En la oscuridad y ausencia de
oxigeno la bacteria crece con un sistema respiratorio anaerbbico. Como en muchos
procariontes esta capacidad de crecer en distintas condiciones se debe principalmente

a la expresion de un sistema respiratorio ramificado.




El sistema respiratorio aertbico de R.sphaeroides estd constituido de al menos
dos deshidrogenasas (NADM y succinato deshidrogenasas), una ubiquinona, un
complejo bey (Yun et al, 1990) y al menos tres distintas oxidasas: dos citocromo ¢
oxidasas (aa3 y cbby) y una quinol oxidasa bb; (Shapieigh et al., 1992; Shapleigh &
Gennis, 1992; Garcia-Horsman? et al, 1984; Yun et al; 1990; Figura 6).

La citocromo oxidasa aa, predomina en el crecimiento aerdbico bactenano y
disminuye drasticamente en condiciones de baja tension de oxigeno (Gennis et al.,
1982; Shapleigh et al., 1992). Los genes que codifican para esta oxidasa ya han sido
sacuenciados y se ha purificado y caracterizado a la proteina, incluso se cuenla con una
mutante (JS100) que carece de esta enzima (Shapleigh & Gennis, 1992). La oxidasa es
capaz de bombear protones con una estequiometria de 1 H'/e” y liene un muy alto
porcentaje de identidad (aproximadamente el 50%) con la citocromo ¢ oxidasa
mitocondrial (Gennis, 1993).

Durante el crecimiento en micreaerobiosis o fotosintesis, o en cepas sin
citocromo ¢ oxidasa aa; cultivadas en aerobiosis, la oxidasa que principaimente se
detecta es la citocromo oxidasa tipo cbb, {Gennis et al., 1982; Shapleigh & Gennis,
1992). Esla oxidasa ha sido purificada y caracterizada bioquimicamente (Garcia-
Horsman® et al., 1994). Antes de este trabajo aun no se conocia si esta oxidasa era
capaz de bombear protones o cual era su funcion para la bacteria.

La actividad de quinol oxidasa fue detectada en condiciones aerdbicas an cepas
deficientes del complejo respiratorio bcy (Yun et al., 1990). Esta oxidasa parece
expresarse constitutivaments, aunque en muy bajos niveles en cepas que cuentan con
alguna de las citocromo ¢ oxidasas. La enzima ha sido parcialmente purificada y parece

contener solo hemos tipo B, por lo que se cree que se frate de una quinol oxidasa tipo
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hb,y. De ser asi, esta enzima pudiera ser un segundo ejemplo de oxidasas funcionales
con hemos tipo B en el centro binuclear, ademas de a ya descrita citocromo ¢ oxidasa
cbb,. La quino! oxidasa presenta una muy alla resistencia a cianuro, concentraciones de
500 pM inhiben solo el 50% de la actividad (Barquera et al, 1996). Se considera la
posibilidad de que esta enzima sea también miembro de la familia de [as oxidasas
hemo-cobre y que tenga homologia con la quinol oxidasa tipo bas de P.denitrificans,
bacteria muy relacionada con R. sphaeroides y que liene un un sistema respiratorio muy

semejante.
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2. OBJETIVOS DEL TRABAJO

Se ha generado un gran conocimiento acerca del mecanismo y estructura de las
oxidasas de la familia hemo-cobre. Sin embargo, aln quedan muchas dudas acerca del
mecanismo molecular por el cual estas enzimas acoplan la reaccién quimica de la
reduccion del oxigeno a la translocacion de protones. Encontrar nuevos modelos de
estudio, como es el caso de las citocromo ¢ oxidasas tipo chb;, ayudard
indudablemente a resolver estas preguntas ya que el examinar oxidasas distintas puede
ayudar a conocer los elementos esenciales para la funcién o aquellos no esenciales que
puedan ser sustituidos.

En este trabajo nos interesd hacer un estudio de la regién cromosémica que
codifica para la citocromo ¢ oxidasa tipo cbb; de R. sphaeroides. Nos planteamos
también el objetivo de construir mutantes que carecieran de esta citocromo oxidasa
para identificar el posible pape! que esta enzima juega en la bacteria, asi como
confirnar que oxidasas forman el sistema respiratoric. Finalmente nos interesd
determinar si esta oxidasa cbb, y la quinol oxidasa de R. sphasroides, a pesar de las
diferencias estrnucturales tan marcadas con las ofras oxidasas hemo-cobre, eran

capaces de bombear prolones.
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3. METODOLOGIA

La metodologia empleada se encuentra descrita en el articulo de investigacion
que rasume los resuitados de este trabajo. Sin embargo, ciertas metedologfas se

explicaran con mas detalle en esta seccién.

3.1. CONSTRUCCION DEL MAPA DE RESTRICCION DE LA CLONA pUI1957.

La secuencia del operdn ccoNOQFP de R. sphaeroides se obtuvo a partir de las
cionas pUI1957 y pt)I1943, amablemente donadas por Jili Zeilstra-Ryalls y Samuel
Kapian {Universidad de Texas).

La secuenciacién se inicid a partir de 2 clona plil1943, la cual contiene un
fragmento Pvull-Pvull de aproximadamente 2.2 kpb clonado en el fagémido pBluescript
Il SK +/-. En esta clona se encuentra {a secuencia parcial de los genes ccoN y ccoO.
Para completar la secuencia se procedid a ubicar el operén ccoNOQP en la clona
pUI1957, 1a cual estd constituida por un fragmento BamHl-BamHl de 8.5 kpb
aproximadamente, clonado en el vector de expresién pRK-415. Con esta finalidad se
construy6 un mapa parcial de restriccion de la clona pUH957 (Figura 7).

La secuencia de la regidn 5 de ccoN, de la regidn 3’ de ccoQO y la de los genes
ccoQ y ccoP se obtuvo a partir de las subclonas pT7PS1.7 (fragmento Pstl-Saft de 1.7
kpb), pT75P0.85 (fragmento Saf-PsH de 0.85 kpb) y pT7PE0.8 {fragmento FPsti-EcoR|
de 0.8 kpb, todos eflos provenientes de plJ11957) clonadas en pT7-T319a (Figura 7).

Més detalles sobre la secuenciacidon son mostrados en el articulo.

-~
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3.2. CONSTRUCCION DE VECTORES PARA LA INACTIVACION DEL OPERON

ccoNOQP DE R. aphasroides.

La construccion de mutantes esta basada en el intercambio, por recombinacidn
homdloga, de la copia normal gendmica del operén por una que ha sido inactivada.

Para la inactivacion de la citocromo ¢ oxidasa tipo cbb, de R. sphaeroides se
generaron dos construcciones. En la primera de ellas (Figura 8), un fragmento de
pl11943 se clond en pT7-T319a (pT7-1943) y posteriommente se interrumpid por un
gene de resistencia a kanamicina en el unico silio Sall presente (pT7-1943Kan). Un
fragmento Psti-EcoR| (de 3.2 kpb} de esta dltima construccién, conteniendo bal gene
ccoN interrumpido, se clond en el plasmido suicida pSUP202, generando la
construccién pSUP-1943Kan, gue se utilizd para obtener a las mutantes por
interrupcion.

En Ja segunda estrategia (Figura 9) se construy6 un vector en el cual se eliming
parte de los genes ccoN y ccoQ. Para esto, los fragmentos de restriccion Psti-Sall y
Safl-EcoR|, ambes de aproximadamente 1.7 kpb, se subclonaren en el plasmido pT7-
T319a, generando el vector pT7PSE3.4. En éste, un fragmento de 1.2 kpb con el gene
de resistencia a kanamicina se subcloné en e! sitio Safl. Posteriormente, un sifio EcoRl
se generd en el sitio miltiple de clonacién del vector a través de |a introduccién en el
sitio Hindll del oligodesoxinucledtido de doble cadena denominado EcoLINK. Con este
nuevo sitio EcoR) se logré movilizar un fragmento EcoRI-EcoRI de 4.6 kpb y subclonario
en el plasmido suicida pSUP202, generando as ef vector denominado pSUP-EPSEKan.

Con éste se produjeron las mutantes por eliminacion.
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Las dos construcciones, pSUP1943Kan y pSUP-EPSEKan, se introdujeron por
conjugacion a ta cepa JS100 de R. sphaeroides, cepa que carece de la citocromo ¢
cxidasa tipo aa;. Como pSUP202 no posee origen de replicacion en R. sphaervides, la
Unica forma de mantener un fenotipo resistente a kanamicina en las células es que éste
se integre por recombinacion homdloga al cromosoma. De esta forma las colonias
resistentes a kanamicina y sensibles a tetraciclina dehieron ser el rasultado de eventos
de doble entrecruzamiento, donde ei operdn normal fue sustituido por el operén
interrumpido o con eliminacion. La sensibifidad a tetraciclina se debe a la pérdida del

gene de resistencia localizado en pSUP202 {Figura 10).

3.3. ACTIVIDADES DE ASCORBATO-TMPD Y CITOCROMO < OXIDASA.

Estas actividades fueron medidas en membranas citoplasmicas de la cepa
progenitora JS100, de las dos mutantes obtenidas, MT101 (mutante por interrupcion) y
ME127 {mutante por eliminacién) y de la cepa MT101 complementada (MT101C).

El consumo de oxigeno fue registrado en un polarégrafo usando un electrodo tipo
Clark. El registro se inicié después de la adicién de los sustratos (ascorbato-TMPD o
ascorbato-citocrome ¢), considerandose este trazo como la actividad basal en donde se
puede observar consumo de oxigenc debido a la autooxidacién det TMPD o de!
citocromo ¢. La actividad enzimatica se inicio con la adicién de una cantidad conocida

de proteinas de membrana en la cdmara del oximetro.
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3.4. ESTEQUIOMETRIA DEL BOMBEQ DE PROTONES.

La capacidad de bombear protones de las oxidasas cbb; y bb; de R. sphaeroides
fue determinada por el método de pulso de oxigeno. En éste se registra la acidificacion
del pH externo de una suspension anaerdbica celular como una medida de los protones
liberados por la actividad de las oxidasas. Para esto se adiciona una pequefia cantidad
de oxigeno {en forma de agua salurada con aire} que induce la actividad respiratoria de
las oxidasas, la cual puede acompafarse dé la liberacién de protones escalares y/o
vectoriales.

La proporcion de protones liberados por electrén consumido por la enzima (H'1e)
es determinada dividiendo la cantidad de nanomoles de protones liberados por la
enzima entre los nanomoles de electrones. Los nmoles de protones liberados se
calculan usando la calibracién de la acidificacion obtenida con un volumen conocido de
una solucién 1mM de dcido clorhidrico anaerébico. Para el clculo de los nmoles de
electrones, primero se calculan los nmoles de O adicionados, considerando &l volumen
de agua afadido y sabiendo que ésle contiene 0.258 mM de O, disuelto, a 25 °C, 1 atm.
Posteriormente se considera la siguiente ecuacidn catalizada por la cilocromo ¢

oxidasa:

8 H consurmidos + 4 € consumidos + Oz = 2H20 + 4 H'bombeados

Conociendo los nmoles de O, adicionados puede calcularse los neq de electrones

consumidos,
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En los trazos de bombeo de protones mostrados en el primer articulo se observa
que la acidificacién producida por el bombeo de protones es transitoria y que el pH
posteriormente regresa al equilibric inicial previo a la adicidn de oxigeno. Esta
recuperacion del pH es debida principalimente a la permeabilidad parcial que la
membrana presenta por los protones, 1o que permite el iento regreso de éstos al interior
de la céiula. E) uso de compuestos desacoplantes, como et CCCP, permite distinguir a
los protones vecloriales de los escalares. Esto tiene su fundamento en el hecho de que
estos compuestos son acarreadores de protones y por lo tanto aceleran el regreso de
éstos al interior celular, eliminando asi la posibilidad de detectar la acidificacion
producida por los protones bombeados. No obstante, los desacoplanies no afectan la

acidificacién producida por los protones quimicos.
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4. RESULTADOS.

Los resultados obtenidos durante la realizacion de este proyecto se resumen en
dos articulos de investigacién que a continuacion se presentan. Ambos son sequidos
por tablas (Tablas A y B) que complementan resuftados no mostrados en los
comrespondientes articulos. El primer articulo muestra la mayoria de los resultados
generados y ya ha sido aceptado para su publicacién en la revista Biochimica et
Biophysica Acta. E! segundo articulo aun estd en preparacion y a pesar de gue no
contiene todas las figuras, consideramos importante inciuido para mostrar algunos
resultados que también fueron fruto de este proyecto de doctorado.

En el primer articulo se describe la estrategia para lograr la secuenciacion del
operon que codifica para la citocromo ¢ oxidasa tipe cbb, de Rhodobactar sphasroides.
Para esto se requirid de la subclonacion de algunos fragmentos de los pldsmidos
pUI1943 y plI1957, de los cuales previamente se construyeron mapas parciales de
restriccidn para localizar en ellos a los genes de interés (Metodologia 3.1 y Figura 7 de
la tesis). En este articulo se muestra la secuencia completa del operén y el andlisis que
se hizo de ésta.

Se realizd también la construccién de dos tipos de mutantes en las que se
inactivé a la dtocromo ¢ oxidasa chb, (Metodologia 3.2, Figuras 8 y 9 de la tesis). Las
construcciones se introdujeron por conjugacién en la cepa JS100 (Aaa,) de R.
sphaeroides y las mutantes generadas fueron el resultado de eventos da recombinacion
homologa (Figura 10 de la tesis).

La inaclivacion de la citocromo oxidasa cbb; en las mutantes generadas (MT101
y ME127} se verificd mediante Ia hibridacién tipo Southemn blot (datos no mostrados) y
por la determinacién de actividades de ascorbato-TMPD y citocromo ¢ oxidasa
{Metodologia 3.3 y Figura 6 de la tesis). La Tabla A, mostrada al final del primer articulo,
resume los resultados de las actividades de oxidasas. Como se observa, MT101 y
ME127 carecen de estas actividades, sugiriendo que aa; y cbb, son las Unicas
citocromo © oxidasas en el sistema respiratorio de R. sphaeroides. En esta tabta
también se muestra {a recuperacion de estas actividades en la mutante MT101 después
de haber sido complementada por la introduccidn y expresion de la version normal de!

operén ccoNOQP, contenido en el plasmido pRK-415,
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Por otro lado, MT101 y ME127 mostraron una alta actividad de quinol oxidasa, o
que sugiere que el crecimiento aerdbico de estas mutantes es sostenido por la actividad
de ssta oxidasa. Considerando que estas mutantes carecen de citocromo ¢ oxidasas,
constituyen excelentes sistemas para a parlir de ellas purificar a ia quinol oxidasa.

La caracterizacion de ia quinol oxidasa de Rhodobacter sphaeroides se muestra
&n el segundo articulo. Como se discute aqui, esta quinol oxidasa posee caracteristicas
muy particulares que describen a una enzima con diferencias importantes con el resto
de las oxidasas relacionadas. En el articulo se muestran evidencias de que se Irata de
una quinol oxidasa funcional del tipo bb,, con un hemo tipo B como hemo de allo spin,
que probablemente pertenece a la familiz de las oxidasas hemo-cobre, pero que
presenta una inusual alta resistencia a cianuro. .

Finalmente, en ambos ariculos se muestra la determinacion de la capacidad de
translocar protones de ambas oxidasas, la citocromo ¢ oxidasa cbb; y la quinol oxidasa
bbs. Ambas bombean protones con una estequiometria de tH'/e” (Fig. 5 y Tabla 2 del
primer articulo y Tabla B at final del segundo articulo).
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Rhodobacter sphaeroides expresses a bby-type quinol oxidase, and two
cylochrome ¢ oxidases: cytochrome aa; and cytochrome cbb;. We report here the
characterization of the genes encoding this latter oxidase. The ccoNOQP gene cluster of
R. sphaeroides contains four open reading frames with high similarity to all
ccoNOQP!fixNOQP gene clusters reported so far. CcoN has the six highly conserved
histidines proposed to be involved in binding the low-spin heme, and the binuclear center
metals. ccoQ and ecoP code for membrane bound mono- and diheme cylochromes c.
cco@ codes for a small hydrophobic protein of unknown function. Upstream of the
cluster there is a conserved Fnr /Fix K-like box which may regulate its expression.
Analysis of a R. sphaeroides mutant in which the ccoNOQP gene cluster was inactivated
confirms that this cluster encodes the chby-type oxidase previously purified. Analysis of
proton translocation in several strains shows that the cytochrome cbb, is a proton pump.
We also conclude that the cytochromes cbb; and aa, are the only cytochrome ¢ oxidases

in the respiratory chain of R. sphaeroides.




1. Introduction

Rhodobacter sphaeroides is a Gram-negative facultative bacterium. It can grow
aerobically, anaerobically in the dark, or photosynthetically, As in many bacteria, these
growing abilities are mainly due to the expression of a branched respiratory system.

It has been shown previously that R. sphaeroides possesses at least two
cytochrome ¢ oxidases and one quinol oxidase [1-3). The aa,-type cytochrome ¢ oxidase
predominates when the cells are grown aerobically [4), while the cbb,-type alternative
cytochrome ¢ oxidase is expressed mainly under microaerobic or photosynthetic
conditions, or in strains which lack the aa,-type oxidase [2]. On the other hand, the
presence of a quinol oxidase was also previously confirmed with the generation of a bc, -
deficient mutant capable to grow in aerobic conditions [3].

The R. sphaeroides altemative cytochrome ¢ oxidase was purified and
characterized as a novel member of the heme-copper oxidase superfamily, and was
identified as a chb,-type oxidase [1), alse detected in several other bacteria [5-11]. This
type of oxidase shows features quite different from the main family of heme-copper
oxidases [12]. One of these characteristics is the presence of a B-type heme in the
binuclear center. Analysis of bacterial [{3] and mitochondrial [14, 15] cytochrome ¢
oxidase crystal structures shows that the hydroxyl group of the heme ay
hydroxyethylfamesyl side chain may be involved in a hydrogen-bond path, which in turn
might be conducting protons to the binuclear center {13-15]. Moreover, a strict
requirement for a hydroxyethyl farnesyl side chain of the high spin heme for activity has

been pointed out for the Paracvccus denitrificans cytochrome ba; [16}, and for



Escherichia coli cytochrome bay {17, 18); the corresponding bby-type enzymes in these
organisms are inactive,

It has been shown that the chb,-type oxidases play important roles in low-oxygen
growth conditions. In B. japonicum the cbby-type oxidase is essential for the nitrogen
fixation [19). In these bacteria this oxidase is expressed under microaerophilic growth
conditions and shows high affinity for oxygen [8]. Additionally, cbby-type oxidases can
also play important roles in the aerobic growth, as in R. capsulatus, where the
cytochrome chb, is the sole cytochrome ¢ oxidase present [6].

In this study we have characterized the R. sphaeroides chromosomal region that
encodes cytochrome cbb;, and described the complete ccoNQOQP gene cluster sequence.
Based on sequence comparisons among all cbb, sequences known 5o far and the crystal
structure for cytochrome aa, published recently, a 2-dimensional model of the CcoN

subunit is proposed. We also provide evidence that the chby-type oxidase is a proton

pump.
2. Materials and methods

2.1 Bacterial strains, plasmids and growth conditions. The bacterial strains and plasmids
used in this work are summarized in Table |. E. coli strains were grown at 37° C in L
Broth in the presence of the appropriate antibiotic concentrations according to the strain
and plasmid hosted {(ampicillin 100 pg/ml; kanamycin 50 pg/ml; tetracycline 20 pg/ml).

R. sphaeroides strains were grown aerobically or photosynthetically in Sistrdm’s media



at 32°C as reported previously [3]. Antibiotics were added when required

(streptomycin/spectinomycin 50 pg/ml; tetracycline 4 ug/ml; kanamycin 20 pg/ml).

2.2. Sequencing and DNA manipulation. DNA cloning techniques were performed
accotding to standard protocols [20]. Southern hybridization was performed using a non-
radioactive DNA labeling and detection system (DIG-System non radioactive nucleic
acid detection system, Boehringer Mannheim). DNA sequencing was carried out using an
automated sequencer (Applied Biosystems) at the Biotechnology Center, University of
Illinois at Urbana. DNA sequences were analyzed with computer programs available at
ExPASy Molecular Biology Server at the University of (eneva
{http://expasy.hcuge.ch/www/expasy-top.html) or at The Virtual Genome Center at the
University of Minnesota (http://alces.med.umn.edw/JGC.html). The DNA sequence
reported herc is available in the GenBank (accession No, U58092).

The ccoNOQP insertion mutant (MT101) was made by the introduction of a
blunt-ended Psrl-cleaved kanamycin-resistance cartridge into the unique Sall site in pT7-
1943 (Fig. 1;Table 1). The kanamycin cartridge was inserted in the 3’ to 5’ orieﬁtation
with respect to the ccoN gene (pT71943Kan in Table 1; Fig.1). The Pstl/EcoRI fragment
from pT71943Kan was then clened into the ampicillin and chioramphenicol-resistance
loci of pSUP202. This construct was designated pSUFP1943Kan. This vector was used to
transform E. coli $17-1. The resulting strain was used as donor to mobilize the plasmid

into R. sphaeroides.




The deletion mutant (ME127) was made by replacing part of the ccoN and O
genes by a kanamycin resistant cartridge (Vable 1). For this purpose we cloned a 1.7 kbp
Pstl-Safl fragment from pUI1957 to the pT7-T319a plasmid, generating pT7PS1.7.
Another 1.7 kbp Safl-EcoRI fragment from pUI1957 was subcloned in this vector,
resulting the plasmid designated as pT7PSE3.4. In this, an EcoRl restriction site was
introduced into the Hindlll site by the linker EcoLINK (5° AGC CAA GCT TGA ATT
CAA GCT TGG CT 3"), generating now the plasmid pT7EPSE3.4. A Sall cleaved
kanamycin cartridge was ligated (with the 3’ to 5’ orientation with respect of the ccoV
gene) into the Sall site of pT7EPSE3 4, generating pT7EPSE-Kan (Table 1). Finally, the
EcoRI-EcoRl fragment from this last construction was subcloned into the
chloramphenicol-resistance locus of pSUP202 to generate pSUP-EPSE-Kan. This was
again used to transform E. coli $17-1 for using it as a donor to mobilize the plasmid into
R. sphaeroides.

Conjugation between E. coli S17-1 and R. sphaeroides strains was carried out as
described before [21].

Complementation of the cytochrome cbb, deficient mutants (MT101 or ME127),
was made by introducing a plasmid (pRK415) containing a BamHI/EcoRI 5.5 kbp insert
which contains the whole ccoNQQP operon. The strains were called MT101C and

MEI27C,

2.3. Biochemical Methods. Membrane preparation. Aerobically grown cells were washed

and treated with lysozyme as described by Raitio and Wikstrdm [22]. Osmotically




shocked cells were treated with DNase [ (Sigma) and membranes were recovered and
washed by centrifugation.

Activity measurements. Oxygen uptake was measured polarographically as
described by Raitio and Wikstrém [22], in 50 mM Tns-HCl pH 7.5, 50 mM KCl and 0.5
mM EDTA. Ascorbate-N. NN N -tetramethyl-p-phenylene diamine (TMPD)cytochrome
c oxidase activity was assayed in the presence of sodium ascorbate (5 mM), TMPD ( 10
BM), horse heart cytochrome ¢ (15 pM) and antimycin A, or myxothiazol (2.8 pg/ml).
1 4-dithiothreitel (DTT; 4.4 mM) and ubiquinone-1 (Q, ; 0.2 mM) were used to assay
quinol oxidase activity in the presence or absence of myxothiazol.

Proton translocation measurements were performed by the oxygen-pulse method
using intact cells washed and resuspended in 200 mM KC} as reported previously [23-

25].
3. Resulis.

3.1. Cloning and sequencing of the ccoNOQP cluster from R. sphaerpides. From gmdies
on the environmental regulation of the R. sphaeroides gene expression, Zeilstra-Ryalls
and Kaplan found a cosmid (pUI8180) in their R, sphaeroides genomic library which
contained sequences homologous to the fixN gene of Bradyrhizobium japonicum {26, 27],
pUI1957 {kindly provided by Zeilstra-Ryalls and Kaplan), a BamHT subclone in pRK415-
1 of pUI8180, was used here to sequence the complete ccoaNOQP gene cluster (Fig. 1).

This cluster maps at around 443 kbp on the physical map of the R. sphaeroides 2.4.1




chromosotne I [26].

The sequence strategy is outlined in Fig. L. Different DNA fragments from

pUI1957 were cloned into pT7T319a and DNA sequences of both strands were obtained
' using standard M13/pUC forward and reverse primers, or internal primers (sequences
shown in the Fig.2}.

The DNA sequence of the region reported here comprises 4258 base pairs. 3395
base pairs correspond to the ccoNOQP predicted coding region. The sequences of the
ccoNOQP cluster 5 and 3° flanking regions of 365 bp and 46! bp respectively are
shown in Fig. 2. The entire sequence showed a high G+C content (63.4 %) which is
typical for the R. sphaeroides genome. The cluster comprises four open reading frames
(ORF’s) in close physical proximity: ccoN, ccoO, ccoQ and ccoP. One potential
transcriptiont termination site was found with a stem-loop structurc, located 16 bp
downstream of the ccoP gene (Fig.2). The proposed initiation codons of all four genes
are five to eight bases downstream of putative Shine-Dalgamno sequences. A potential
binding site for an Fnr/FixK-like protein was found located at positions -133 and -101
upstream from the start codon of cceN. This sequence is almost identical to the
“anaerobox” found upstream of the ccoNOQP cluster from P. denitrificans [28], and that
of A. caulinodans [29]. 1t has been observed that the cbby-like oxidase is preferentially
expressed in low-oxygen tensions [2, 19], and a FNR-type gene expression regulatory
system has been described in R. sphaeroides. Zeilstra-Ryalls and Kaplan [26] reported
that the farL gene product is involved in the regulation of gene expression in response of

enviromental changes. de Gier et al., [28] also found an ORF that potentially codes for a




fnrP transcription regulator. This is located in the flanking region of the ccoNOQP
operon of P. denitrificans. Accordingly, this farl or P gene seems to be the regulator for
the oxygen-regulated expression of the chb,-type oxidase through binding to the
FrnriFixK-like site.

Around 190 bp upstream from the ccoN start codon, an ORF was found with an
oricntation opposite to the ccoNOQFP operon. This ORF comresponds to Rs-ORF277
identified by Zeilstra-Ryalls & Kaplan {26], which is homologous to the B. japonicum

ORF 277 of unknown function {19].

ccolN. This gene encodes a basic (pl=8.97) membrane protein of 535 amino acid residues,
with a predicted molecular weight of 60, 060 Da. The corresponding polypeptide in the
purified enzyme showed a relative molecular mass of 45,000 on SDS-PAGE (1]. This
discrepancy may be due to anomalous electrophoretic migration and/or possible protein
processing. Hydropathy analysis predicts 14 transmembrane segments with both N- and
C-termini facing the cytoplasmic side (see Figure.3). This subunit is predicted to bind the
low spin heme b, the high spin heme b, and the Cug, which have been spectroscopically
detected {1, 30). From 13 histidine residues in the sequence only seven are conserved in
all the CcoN/FixN sequences reported (Fig.4). Hydropathy analysis predicts that only
four conserved histidines (Hisl18, His-267, His-405, and His-407) are within
transmembrane «-helices while three (His-317, His-318, and His-397) are probably
located on periplasmic loops. By comparison with the location of the histidine ligands in

cytochrome aa, crystal structure, it is most likely that His-118 and His-407 are the




ligands for the low spin heme &, and His-405 the axial ligand for the high-spin heme b;.
His-267, His-317 and His-318 are probably ligands of Cuy. The His-397 might be
equivalent to the conserved His-403 (P. denitrificans cytochrome aa;) which is a ligand
for the magnesium ion. Otherwise, alignments of the CcoN sequences with subunit | of
the main heme-copper oxidase family, indicate that there is little similarity between them.
For example, residues suggested to be involved in H' conduction (Asp-124, Glu-278,
Lys-354, Leu-393 and Asp-399 in P. denitrificans cytochrome aa), or in H-bonding to
the Cuy histidine ligands (Thr-344 and Tyr-280) are missing in the cytochrome cbb,
sequences, or placed in other positions (but see below). A suggested two-dimensional
model for this protein is shown in figure 3. The high degree of hydrophebicity for the
first two helices of CeoN (helices -1 and 0 in Fig.3) contributes to our prediction of them
being transmembrane. However, Zufferey et al. (31] showed evidence which suggests
that these two helices in B. juponicum FixXN may be peripheral facing the cytoplasm.
These two helices might not have a role in the function/structure of the oxidase since they
are missing in the Helicobacter pylori ccoN sequence, in which the predicted protein

staets at the level of the third transmembrane segment of the rest of the sequences.

ccoQ. ccoO gene encodes for a 241-amino actd polypeptide with a calculated molecular
mass of 27, 376 Da, which is predicted to be a c-type membrane bound cytochrome. The
corresponding polypeptide in the purified preparation shows a Mr of 29,000
Furthermore, the identity of the CeoO subunit in the protein preparation is now here

confirmed since the N-terminal amino-acid sequence reported before [1]) corresponds to




the deduced sequence from the cco( gene (the first methionine residue is missing from
the peptide sequence, but this should be due to post-translational processing) .
Hydropathy analysis shows that CcoO probably has a single membrane-spanning
domain near the N-terminus, and a hydrophilic domain, which is most probably exposed
10 the periplasmic side where the heme C is attached. A predicted totally con@ed heme
C binding site (CXXCH-//-MP) motif is found in this region (Ceg-Y g9-Lsp-Csi-Hyy, and

M, 40-P14y; Fig.4).

ccoQ. The eco) gene codes for a 67 amino acid acidic (pI=5.52) polypeptide with a
calculated MW of 7, 778 Da (Fig.4). It has a high hydrophobic amino acid stretch near
the N-terminus, and a charged motif at the C-terminus as previously suggested (10]. The
comresponding polypeptide is apparently not present in the purified preparation [ 1} and its

role remains unknown.

ccoP. The product of the ccoP gene codes for an acidic membrane protein (pl=4.54) of
290 amino acids and a calculated Mr of 31,361, This product corresponds ta the 35 kDa
subunit on the SDS-PAGE analysis of the purified enzyme [1]. Hydropathy profiles
predict two main domains: a hydrophobic transmembrane domain near to the N-terminus;
and a hydrophilic domain most probably facing the periplasmic side (Fig.4). Two heme C
binding motifs can be found in this domain (-C,24-V)25-Qi35-Cizr-Higg—H-—M26-P 17,

and Cpg-Axyi-Azn-Coyz-Hapg-fl=--Mags-Pag).




Considering that only CcoN, CcoO, and CcoP, are part of the functional
cytochrome cbbs, the total mass calculated from the sequence accounts for 118,797 Da,

which is very close to the mass electrophoretically estimated before using electrophoresis

().

3.2. Deactivation of the ccoNOQP gene cluster and trans-complementation. In order to
confirm that the ccoNOQP cluster encodes for the cbb;-type cytochrome ¢ oxidase, we
constructed two mutants, one in which the cluster was inactivated by inserting a
kanamycin resistance gene and other in which most of the sequence coding for the ccoN
and ccoQ genes were substituled by the kanamycin cartridge (see Materials and
Methods).

During the mating of R. sphaeroides JS100 (Aaa;) with £ coli S17-
1/pSUP1943Kan (ccoNOQP Kan-interrupted vector), kanamycin resistant colonies were
obtained only \:vhen the plaies were incubated under photosynthetic conditions.
Approximately 100 colonies were picked and were able to grow aerobically, Three of
them were sensitive to tetracycline, which indicated that the double crossover event had
taken place. One of these colonies (designated here as MTI01) was grown and its
respiratory activity tested. Similar strategy was employed for obtaining ME127, which is
a mutant in which a deletion of part of ccolN and ccoQ was filled in with the kanamycin
resistance gene, also using JS100 strain as parent. Location of the kanamycin resistance
gene was confirmed by Southern blot hybridization (data not shown).

Membranes isolated from MT101 and MEI27 showed no detectable cytochrome




c- nor TMPD-oxidase activity, but they could oxidize ubiquinoi at high rates, in a
myxothiazol-resistant way. Succinate- and NADH-dehydrogenase activities, as well as
ubiguinol:cytochrome ¢ oxidoreductase activity, were comparable with these activities
measured in the parent strain JS100.

Cytochrome ¢ oxidase activity was complemented in Rhodobacter sphaeroides
MTI0t or ME127 by the introduction of a plasmid encoded ccoNOQFP operon (see
Methods for details). The resulting strain (MT101C, or ME127C) had cytochrome ¢
oxidase activity at comparable levels as our wild type strain (JS100), and the
spectroscopic cytochrome ¢ levels were enhanced in comparison with MT1(1 or ME127

(data not shown).

3.4. Proton translocation. Since genetic inactivation of the cbb;-type cytochrome ¢
oxidase produces strains (MT101 and MEI27) that do not show detectable cytochrome ¢
or TMPD oxidase activity, we conclude that cytochrome cbb, is the sole cytochrome ¢
oxidase in the parent steain (JS100, Aca,). Washed and starved R sphacroides IS100
cells were incubated in a non-buffered medium in the presence of a reductant
{TMPDYascorbate or succinate). After anaerobiosis, proton translocation following a
small pulse of O, was determined by previously reported methods [23-25].

Fig. 5A shows an experiment with TMPUD/ascorbatc as electron donor. The
addition of O, first induces fast release of protons to the extent of 1.1-1.6 H'fe (Table 2).
On subsequent anaerobiosis there is a slow decay of the pH trace to an equilibrium,

which corresponds to an overall consumption of 0.5 H'/e" in the reaction. In the presence
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of the uncoupling agent carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) the decay is
much faster, but the equilibrium position is unchanged. In this type of experiment the O,
pulse might activate oxidation of endogenous substrates by cytochrome bby-type quinol
oxidase despite starvation of the celts. However, the observation of an overall
consumption of 0.5 H'/e" excludes significant contribution from quinol oxidase activity,
showing that ascorbate is the electron donor. We conclude, therefore, that this experiment
measures the activity of the cbb; enzyme alone. After substraction of the proton release
due to ascorbate oxidation from the extent of proton ejection afier the O; pulse, we arrive
at an observed proton translocation quotient of §.6-1.1 H'/e". This resuit strongly suggests
that the chhy-type oxidase from Rhodobacter sphaeroides functions as a proton pump
much like the major enzymes of the heme-copper oxidase family.

In similar experiments with succinate as substrate (Fig,5B, Table 2}, we observe
H'/e ratios of proton ejection in the range of 2.7-3.1 H'/¢". This ratio fell to values below
2.0 in the presence of the cytochrome bcj-complex inhibitor myxothiazol. Succinate is
exclusively oxidized via the quinol oxidase with myxothiazol present, and the expected
H'7e rz;tio is 2 [22, 32]. In the absence of myxothiazol virtually all electron flux occurs
via the bc,-complex (and cytochrome chbs), as in the case of P. denitrificans [22, 23]
This is possibly due to a higher affinity of the be)-complex than the guinot oxidase for
ubiquinol. Since the H'/e" guotient of proton release is 2 for the be,-complex, we may

conclude that cytochrome cbb; pumps protons with a H'/e’ ratio close to unity.



5. Discussion.

The ccoNOQP gene cluster trom R. sphaeroides was cloned and sequenced and in
the current work is demonstrated to encode the cbb;-type cytochrome ¢ oxidase that has
been observed spectroscopically in photosynthetically grown cells, and purified from a
strain from which the aa-type oxidase has been deleted [1]. Many of the featurcs
predicted from the sequence cormrespond with those previcusly found by biochemical
characterization of the purified enzyme.

The cluster seems to be organized as an aperon hased on the following criteria: (1)
close physical proximity of the ORF’s, (I1) the presence of just one potential transcription
termination site at the end of ccoP, (I11) the loss of cytochrome cbb, expression by
genetic interruption of the gene cluster, and (IV) the fact that AxNOQP or ccoNOQP
clusters from other bacteria appear to be regulated as operons [ 10, 19, 31, 33].

Alignments of all the chb,-type oxidase sequences reported so far (Fig.4), indicate
that the subunits with a substantial degree of conservation are those encoded by the
ccoN/fixN and ceoOlfix( genes (25% and 24%, respectively). The degree of conservation
among the CcoP subunits is lower (9.7%) and the CcoQQ subunits are the least conserved
(1.3%). These values seem to reflect the significance of each subunit. Zufferey et al., {31]
have shown that the CcoN and CcoQ polypepiides are essential for the assembly and
function of the oxidase complex. In that stedy, an in-frame deletion of the ccof gene
gave rise to the assembly of a partially acli\;'e CcoN-CcoO complex. The CcoQ subumit

seems not to be important for the assembly or function of the oxidase complex [31]. This
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agrees with the high activity found for the purified cbb,-type enzyme of R. sphaeroides,
which appears to lack the subunit encoded by ceoQ {13. However it cannot be excluded
that subunit CcoQ could be part of the oxidase in sub-stoichiometric amounts, as
previously suggested [31], or that could have a role in the expression of the complex, or
in activity regulation.

The ability of the cbb,-type oxidases to pump protons has been subject of
discussion. It has been reported that maximal rates of oxidative phosphorylation in P.
denitrificans were found only in the presence of cytochrome aa, (34, 35]. Both growth
yield [36] and some proton translocation measurements [S, 37, 38] were interpreted to
suggest that P. denitrificans alternative cytochrome ¢ oxidase {i.e. of chbb;-type) is not a
proton pump.

However, Raitio and Wikstrdm [22) found that the c¢bb, oxidase in P
denitrificans does pump protons during oxidation of succinate, while proton translocation
tinked to oxidation of TMPD/ascorbate appears very poor. More recently, de Gier et al.
[28] reported very similar results. In agreement with these reports, we show here that the
R. sphc;eroides cytochrome cbb, readily translocate proions during succinate oxidation.
We also found that, in this organism, proton translocation is also observed with
TMPD/ascorbate as substrate. The reason for this difference is presently unknown. It
could be due to the presence of another Oy,-consuming enzyr;le in P. denitrificans that
accepts electrons from TMPD/ascorbate system, but not from succinate {22].
Alternatively, it could be due to a more subtle phenomenon related to the mechanism of

proton translocation in the cbby-type enzymes. One may speculate that the proton
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translocation mechanism in some of these enzymes could be unusually seusitive to
controlled redox potential at the donor site. Sufficient control may be achieved only if
clectrons are fed into the enzyme via the cytochrome bc)-complex, but not when fed via
the TMPD/ascorbate system. On the other hand, our present finding of proton
translocation with TMPD/ascorbate in the Rhodobacter sphaeroides cbb, enzyme, and its
strong homeology to the enzyme from Paracoccus denitrificans, does not seem to favor
explanations of this kind.

Both the hydropathy profile and the conservation of the histidine residues that
serve as ligands to heme, iron, and Cup in subunit I suggest that the general architecture
of the cbby-type oxidases is similar to that of the more traditional cytochrome ¢ oxidases,
despite the low level of sequence similarity. This subunit (CcoN) therefore probably
contains the low spin heme b as well as the heme by-Cuy binuclear center. The Cu,
center of the traditional cytochrome ¢ oxidases is probably replaced functionally by the
membrane bound c-type cytochromes, which are likely to transfer electrons to the
binuclear site via the low spin heme b,

More inleresting, perhaps, is that the chby-type oxidases lack several residues that
have been shown to be key components of the proton translocating mechanism in the
more conventional heme-copper oxidases. For example, none of the otherwise very
highly conserved residues of subunit I, K265, Y244, D91 and E242 (bovine oxidase
numbering) are conserved in the chby-type enzymes. Yet, the present work clearly

confirms the proton translecating property of the cbby-type enzyme, Two different

scenarios may be considered to explain this problem. On one hand, many of the
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mentioned residues have been implicated in passive proton transfer pathways, either
leading to the binuclear center or to the motecular pump machinery, which is still elusive.
Hence, the basic molecular mechanism of the proton pump could stil! be the same in all
heme-copper oxidases, while the structural support from the protein for passive proton
transfer pathways could differ. There are already reports suggesting that bound water
molecules may be essential in such pathways [39, 40]. This scenaric would lead to a
direct role of the metal cofactors and their ligands in a universal proton-pumping
mechanism [41]. The other extreme scenario is, of course, that the mechanistic principle
is different in the cbbi-type enzymes. It is for this reason that both functional and

structural research on the chby-type oxidases should be encouraged.
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Fig.1. Physical map of the R. sphaeroides ccoNOQP cluster and sequence strategy.
Broken lines indicate the fragments sub-cloned for sequencing. The headed arrows
indicate sequences obtained. The places where the kanamycin-resistance gene was

inserted (Kan*) or replaced for intemnal sequence (Kan**) are shown. See text for details.

Fig. 2. The complete nucleotide sequence of the ccoNOQP cluster of R. sphaeroides. The
deduced amino-acid sequence from the four ORF’s (corresponding to ccoN, O, Q and P
genes) is shown, as well as partial sequence of Rs-ORF277, which is transcribed in
opposite direction to the ccoNOQP cluster. Bold letters indicate a potential binding site
for an Frr/FixK-like protein. The opposite arrows indicate a putative factor-independent
transcription terminator at the end of ccoP. Possible Shine-Dalgamo ribosome-binding
sites (SD} are shown upstream of each ORF by dotted underline. Internal sequencing

primers sequences are indicated by broken arrows.

Fig. 3. Proposed two-dimensional model of the Rhodobacter sphaervides CcoN subunit.
The ntodel was detived from hydropathy plots of the CcoN/FixN consensus sequence,
and from the inspection of crystal structure of cytochrome ag,. Totally conserved
residues among CcoN/FixN sequences are shaded. Sequence numbers are indicated for
the totally conserved histidines and acidic residues. Putative metal ligands arc indicated

by bold circles.
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Fig. 4. Amino acid sequence alignments for the CcoN/FixN, CeoO/FixO, CeoQ/FixQ and
CcoP/FixP subunits. Fully conserved residues are bold faced. Potential transmembrane
helices are underlined. Putative histidine ligands for the low spin heme and the binuclear
center metals are indicated by stars. Amino acid residues probably invoived in the
binding of the hemes ¢ in CcoO/FixQ and CcoP/FixP are also indicated by stars.
(GenBank accession numbers: A. tumefaciens, Z46239; R. capsulatus, X80134; B
Japonicum LO7487; A. caulinodans, X74410; R. meliloti, Z21854; R. etli, U76906; R.
leguminosarum, Z70305; P. denitrificans, U34353; R. sphaeroides, U58092; H. pylori,

AE000536).

Fig.5. Proton translocation in Rhodobacter sphaeroides 15100 whole cells. Washed and
starved cells wére incubated to anaerobiosis in 2 medium centaining 100 mM KSCN, 100
mM KCl, 2 M of myxothiazol, 15 uM rotenone, and 10 M TMPD/5 mM K’-ascorbate
(A.), or 15 mM succinate (B). Armows indicate the addition of oxygen satl.lrated water
(O,) or anaerobic HCI solution (H"). Myxothiazol was added only when the electron

donors were TMPD/ascorbate. The CCCP was added to a final concentration of 6 uM.
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Strain/ Plasmid Relevant characteristics Ref./Source
Strain
E. coli
IMIO1  SupE, thi, A(lac-proAB), [F", traD36, proAB, lacl*Z AM 15} {42]
NM522  hsdaSa[lac.pro]F lacl® lacZAM 15Pro+ [43}
S.17-1  Sm'. Modified RP4 plasmid integrated into the genome of E. coli 294.  [44]
RecA
R. sphaeroides
Ga 2.4.1 derivative with a mutation in carotencid biosynthesis. [45]
JSI00  Ga derivative, ActaD::smisp 21
MTI0!  JS100 derivative, ccoV::Kan This work
MEI127 18100 derivative, AccoNO::Kan This work
Plasmid

pUi1957 pRK-415 derivative containing a 8-9 kbp BamH] R. sphaeroides DNA  [26]
fragment including the complete ccoNOQP cluster and surrounding
sequences.
pUIL943 pBluescript [I SK+/- derivative containing a 22 kbp Pwill R [26]
sphaeroides DNA fragment that includes the ccoQ gene and a
fragment of ccoN.
pT7PS1.7 pT7T319 denivative containing a 1.7 kbp Psil-Sall R. sphaeroides This work
DNA fragment that includes the 5' region of ccoN.
pT7SP0.85 pT7T319 derivative containing a 0.85 kbp Safl-Pstl R, sphaeroides This work
DNA frogment that includes cco and a fragment of ccoP.
pT7PEO.R  pT7T319 derivative containing a 0.8 kbp Pstl-EcoRl R. sphaeroides  This work
DNA fragment that includes the 3 region of ccoP.

pRK-415 1Tc', oriT lacZ. [46]
pSUP202  mob, Cm', Amp’, Te". [44)
pUC4K  pUCIS derivative Amp', Kn', source of kanamycin resistant gene. {47n
pBluescript I Amp', sequencing vector with T3 and T7 promoters. Stratagene,
SK+/- (La Jolla,
California)
pT7-1943  pT7T319 derivative containing the Psrl-Pwull fragment derived from  This work
pUI1943,

pT7-1943Kan  pT7-1943 derivative whese the kanamycin gene was introduced in the  This work
Sall site of ccoN gene (sec Fig.1).
pSUP1943Kan pSUP202 derivative containing the Psrl-EcoR[ fragment derived from  This work
pT7-1943Kan.

pTIPSE3.4 pTTPS1.7 derivative containing a 1.7 kbp Sefl-EcoRl fragment that This work
includes the cco and P genes from R. sphaeroides.
pTTEPSE3.4 pT7PSE3.4 derivative where an EcoRI site was introduced by an This work
oligonucleotide.
pT7EPSE-Kan pT7EPSE3.4 denvative where the Xkanamycin cartridge was This work
introduced into the Sall site.
pSUP-EPSE-Kan pSUP202 derivative where the 4.6 kbp £coRI-EcoRI fragment from  This work
pT7EPSE-Kan was subcloned.




Table 2. Proton translocation in Rhedobacter sphaeroides cells. See Fig.5 legend and

Material and Methods section for experimental details.

H/e*
Ga (wild Type) IS100 (Aaa,)
Substrate:
Succinate 26-3.1 2.7-3.%
Succinate + Myxothiazol 1.7-1.9 1.8-2.0
Ascorbate/ TMPD** 09-1.2 0.6-1.1

* Range obtained from 4-6 independent experiments.

*#*Corrected for the release of 0.5 H'/e” by ascorbate oxidation.
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Tabla A. Actividades especificas de ascorbato-TMPD y citocromo ¢ oxidasa.

ACTIVIDAD
nAtOy/mg de proteina/min
MEMBRANAS
JS100 MT101 ME127 MT101C

Condiciones
TMPD 0.01mM + 168 aa 0 197
Cit ¢ 0.05 mM
Cit ¢ 0.05mM 102 76 1] 10

Las actividades respiratorias fueron medidas usando una concentracion final de 5mM de ascorbato, 2.8
pg/m! de antimicina y 400 pg de proteina de las distintas membranas: JS100, cepa raceptora (Aaa;);

MT101, mutante por interrupcion (Aaa,, cbby ), ME127, mutante por eliminacion (Aaa,, Achby) y MT101C,
mutante complementada {Aaa,, L‘bb; ).
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ABSTRACT ,

The quinol oxidase from Rhodobacter sphaeroides is described in this paper and
shown to be a unique enzyme. Spectral characterization and heme analysis of this oxidase
revealed the presence of heme B in the oxygen reactive site, suggesting that the enzyme
15 a bby-type quinol oxidase. It is also shown that the oxidase vectorially translocates one
H'f¢ and that the electron transport activity is very sensitive to carbon monoxide
{150%=2 uM). On the other hand, this quinol oxidase exhibils very low sensitivity to
cyanide. As high as 5 mM of cyanide the oxidase activity is only inhibited by
approximately 50%, and this behavior is strikingly atypical for a classical heme-copper

oxidase.




1. Introduction.

Respiratory oxidases catalyze the terminal step in aerobic respiration. They are
membrane bound enzymes that reduce dioxygen to water, in a process coupled to proton
transtocation across the mitochondrial inner membrane, or the bacterial plasma
membrane. Most of the respiratory oxidases, either cytochrome ¢ oxidases or guinol
oxidases, belong to the heme-copper oxidase family [1,2]. Representative enzymes of this
family include the mitochondrial cytochrome aa,, the cytochrome bo, from Escherichia
coli, and the cytochrome chb, from R. sphaeroides. Heme-copper oxidases possess a
highly conserved subunit I that binds a six-coordinated low spin heme and a binuclear
(five-coordinated high spin heme-Cug) center, where the reduction of oxygen takes place
[3]. Cytochrome ¢ oxidases can be further divided into two subgroups. Members c;rf one
of them contain the Cu, binuclear center in subunit 11, which is the first electron acceptor
from cytochrome c [4]. The second subgroup lack the CuA center, and it is formed by the
less homologous cbby-type oxidases, which have been described in several
microm.'ganisms [5-12]. Quinol oxidases lack of the Cu, center in subunit I but
presum:lably have the quinol binding site instead in that subunit [13]. Extensive analysis
of several oxidases has lead to the conclusion that all members of the heme-copper
oxidase family work by following the same mechanism for oxygen ‘reduction, and for
proton pumping [14-17].

R. sphaeroides is able to grow under a wide variety of conditions. Aerobically,

this bacterium expresses a branched respiratory system that contains several terminal
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oxidases [2]. At high aeration an aay-type cytochrome ¢ oxidase is mainly expressed,
while under microaerobic conditions the chby-type cytochrome ¢ oxidase prevails. Both
of these enzymes have been purified and characterized {6,18,19] and have been shown to
belong to the heme-copper oxidase family [2]. The presence of a third oxidase in R.
sphaeroides with an ubiquino] oxidase activity was anticipated since a mutant lacking the
be-complex was able to grow under aerobic conditions [20). In addition, myxothiazol or
antymicin insensitive respiration has been detected in membranes from several strains of
R. sphaeroides [21].

A closely related bacterium, P. denitrificans, expresses a respiratory chain that is
very similar to the R. sphaeroides system, and inctudes two analogous cytochrome c-
oxidases, and one quinol oxidase [22]). As in R, sphaeroi;ies. a total absence of heme O
has been reported for P. denitrificans. The ba, P. denitrificans quinol oxidase has been
purified and its genes have been sequenced, and shown to be a classical heme copper
oxidase [22,23,24].

In this paper a systematic study of the quinol oxidase from R. sphaeroides is
presented, and the results are compared with the analog enzyme from P. denitrificans.
Interesting differences were found which may suggest that the R, sphaercides quinol

oxidase is a unique enzyme in terms of its structure and/or catalytic mechanism.

2. Materials and Methods.
Bacterial strains. The strains of Rhodobacter sphaeroides used in this work are:

Ga (wilid type), a derivative of strain 2.4.1. {25]; BC17, a Ga derivative with a kanamycin




resistance gene replacement at the fbcB gene (cytochrome A subunit of the be,-complex)
(20]. JS100 is a Ga denivative with a streptomycin/spectinomycin resistance gene
replacement at the ctaD gene (cytochrome aa, subunit I) [26}. MTO01 and MTIQ! are
derivatives from Ga and JS100 respectively with a kanamycin resistance gene insertion
into the ccoN gene of the cbby-type oxidase ccoNOQP operon [27). The R. sphaeroides
strains were grown aerobically as described before [6]. P. denitrificans 1222 (wild type)
was grown aerobically on LB media as reported previously {28].

Cytoplasmic membrane preparation. Cell pellets from a | L overnight cultures
were washed and treated with lizosyme as described in [29]. Osmotic shocked cells were
treated with DNase | (Sigma) and membranes were recovered and washed by
centrifugation.

Isolation of the Rhodobacter sphaercides quinol oxidase. Purified membranes
from R. sphaeroides BC17 were extracted with 0.7% dodecyl-maltoside in 300 mM
NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, and the clear solubilized material was applied to a
Sepharose CL-6B gel filtration column (200 mM NaCl, 0.05% dodecyl-maltoside, 20
mM Tris-HCL pH 7.5). Fractions with activity were concentrated and applied to a
DEAE-Sepharase FF column cquilibrated with the same buffer as above. The
myxothiazol resistant quinol oxidase activity eluted within the flowthrough, and after
concentration, this fraction was used for analysis. Table 1 summarizes the isolation
protocol. Attempts to further purify this enzyme resulted in complete loss of quinol

oxidase activity {not shown).
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Activity measurements. Oxygen uptake. Respiratory activities were measured
polarografically as described before [29] and in the legend of Table H.

Proton translocation measurements were carried out using intact cells that were washed
three times with 150 mM potassium chloride. The assay conditions were as previously
described {30-32].

Other analytical methods. Reverse phase HPLC analysis was done as reported
previously [6]. Optical spectroscopy was done in a DBS-type spectrophotometer
{Johnson Foundation, PA) at room temperature. Details are stated in the figure legends.
Protein determinations were made using the BCA protocol (Pierce Co.). All the

chemicals used were at least of analytical grade.

3. Results.

Characterization of the quinol oxidase activity in cytoplasmic membranes, Table
II shows oxygen uptake activities of membranes from wild type (Ga), and from the
mutant strzins JS100 (Aaa;), MTO01 (cbby’), BC1T (Abc)), and MTI0I (Aaa,.cbby),
using succinate, ubiguinone-1, or ascorbate-TMPD as electron donors. These five strains
showed relatively high activity with all electron donors, except for the case of MT101
which lacks ascorbate-TMPD oxidase activity (or ascorbate-TMPD-cytochrome ¢
oxidase activity, data not shown). Inhibitors of the bc,-complex, such as Antimycin A or
myxothiazol, partially blocked succinate oxidation in the membranes of Ga, J8100 and

MT001, which contain at least one active cytochrome ¢ oxidase. However, succinate




oxidation in both BC17 (Abc;) and MT101 (Aaa,, chby) was insensitive to either
myxothiazo! or Antimycin A. Similar results were obtained when Q, was the electron
donor (Tablell).

Cyanide inhibition of the succinate oxidase or ubiguinol-1 oxidase activity was
only partial. The strongest inhibition was obtained in Ga, JS100 or MTO00! that have a
functional cytochrome c oxidase branch. However, inhibition of succinate or ubiquinol-1
oxidation in BC17 or MT101 by cyanide was less effective. Furthermore, in the presence
of 100 uM cyanide, the remaining succinate oxidation in BC17 or MT101 was insensilive
to myxothiazol. On the other hand, ascorbate-TMPD oxidase activities of (a, JS100,
MTO001 and BC17 were aimost totally abolished by 100 pM of cyanide.

To further investigate this observation, the ubiquinol-1 oxidation activity in
membranes from strain MT101 was titrated with cyanide. As a comparison, the same
cyanide titration was made using P. denitrificans membranes. Figure A shows the effect
of cyanide on the Q-1 oxidation by both membrane preparations, R. sphaeroides MT10!
and Paracoccus 1222 (w.L). It can be seen that at 500 uM of KCN approximately 90% of
the P. denitrificans quinol oxidase activity was inhibited, but only 25% of the R.
sphaeroides activity was blocked. Furthermore, at 5 mM KCN, where Paracoccus Q-1
oxidase activity was negligible, MT101 membranes were more than 40% active. Pre-
incubations of the membranes with cyanide in the absence or presence of substrates (over
a range of pH from 6.3 to 7.7) gave the same effect of cyanide on the activity (not

shown).
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Carbon monoxide on the other hand, was shown to be a strong inhibitor of the R.
sphaeroides quinol oxidase in comparison with the similar enzyme in P. denitrificans
(Fig.1B). At 20 pM of CO, R. sphaeroides oxidase was inhibited nearly 90% while the
P. denitrificans activity was only 20% lower than the control.

Spectral analysis. The reduced minus oxidized spectrum of an isolated
preparation of the quinol oxidase from R. sphaeroides is shown in Figure 2A. The main
contribution to this spectrum consists of b-type cytochromes, as revealed by absorption
maxims at 432 and 558 nm. The availability of R. sphaeroides strain MT101 that lacks
both eytochrome ¢ oxidases has made it possible to dissect the CO-binding species of the
quinol oxidase. Figure 2B shows the reduced+CQ minus reduced difference spectrum of
solubilized membranes from R sphaeroides MT101. The spectrum shows a peak at
around 417 nm and trough at 430 nm in the Soret region, classical features for a CO-
heme B (or heme O, but see below) compiex.

Heme analvsis. Hemes were extracted from membranes of R. sphaeroides
MTI101, and the spectral analysis of the pyridine hemochromes revealed only the
presence of heme B {or O) (Fig. 2C). This result suggests that the R. sphaeroides quinol
oxidase does not posses an A-type high spin heme. Furthermore, in order to thoroughly
identify the heme composition of the quinol oxidase, HCl-acetone heme extraction from
an isolated preparation of the enzyme, as well as from membranes of different strains of
R. sphaeroides was performed, and the hemes were then separated and identified by

reverse-phase HPLC (Figure 3). Only heme B was found to be present in the isolated




preparation of the quinol oxidase or in total heme extracts from membranes of either
15100 or MT101. There was no indication for the presence of heme A in any strain where
the ctaD gene (cytochrome aa, subunit I} was absent, while heme O was undetectable in
all cases.

Proton pumping. The ability of the quinol oxidase to vectorially translocate
protons across the membranc was examined using oxygen pulses to an anaerobic
preparation of intact cells, in the presence of succinate and rotenone. Figure 4 shows the
results obtained with cells of R. sphaeroides Ga and MT101. Wild type cells showed
ratios of around 2.7-3.0 H'/¢', and this stoichiometry dropped to 1.7-2.1 H'/e” when
myxothiazol was added. For the mutant MTI01, which lacks cytochrome ¢ oxidase
activity, the stoichiometry was 1.8-2.1 H'fe’, and it was not affected by myxothiazol.
These values indicate that the guinol oxidase is a proton pump.

The effect of cyanide and carbon monoxide on the quinol oxidase proton
translocation activity was also tested and was found to be consistent with the inhibitors
effect on electron transport. At 20 pM of CO, or 1 mM cyanide, the rate of acidification
was strongly decreased, however, the overall H'/e" stoichiometry was not modified from

a value near 2.0.

4, Discussion.

R. sphaeroides expresses two cylochrome c oxidases: cytochrome aa; [18,19],

and cytochrome cbby [6]. Both enzymes are members of the heme copper family.



10

Evidence for a thivd oxidase in these bacteria came from the charactenzation of a mutant

in which the gene coding for the cytochrome & subunit of the bc,-complex was deleted

[20].

In this paper, the !1eme composition of this quinol oxidase, s sensitivity to
several inhibitors, as well as its proton pumping activity are characterized. Heme and
spectral analysis show that this enzyme has a b-type cytochrome in the oxygen reactive
site, and clearly demonstrate that it does not contain heme O or A, suggesting that this
oxidase is of the bb,-type. This enzyme is a proton pump (Fig. 4), and may be a member
of the heme-copper oxidase family. However, a striking peculiarity of the R. sphaeroides
quinol oxidase is its relatively high resistance to cyanide.

The close similarity observed for the respiratory chains of R. sphaercides and P.
denitrificans, prompt us to compare both quino! oxidases. We present here clear evidence
that the R. sphaeroides quinol oxidase has a B-type high spin heme, while active P.
denitrificans enzyme has a A-type high spin heme [23, 24]. The bb;-type quinol oxidase
of P. denitrificans [22] is inactive [24]. The difference in sensitivity towards cyanide
between these two quinol oxidases suggests significant structural and/or functional

differences between them.

A large number of quinol and cytochrome ¢ oxidases have been described in the
literature (see for example [2} and references therein). All those that translocate protons,
except for cytochrome chb,, have ecither heme A or heme O in the binuclear center.

However, cbb;-type oxidases have several unusual properties [6-8,10,11,22,33,34], and
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can be classified separately. Analysis of bacterial [35] and mitochondrial (36,37]
cytochrome oxidase crystal structure revealed the role of the hydroxyl group of the
hydrofaresil substituyent of the heme a;. This group is hydrogen bound to a conserved
tyrosine in helix VI, which is positioned a tumn below one of the histidine Cug ligands.
These two residues, tyrosine and histidine, are also hydrogen bound to one another. There
are strong indications that this hydrogen-bond path is important in either electron transfer
between heme aa, and Cug, or in a proton conducting wire to the Cug histidine ligand,
that is probably involved in the proton pumping machinery [15]. The lack of such an
important entity in the R. sphaeroides quinol oxidase may suggest that this enzyme might
be very different from the members of the heme-copper oxidase family.

The relevance of the unusual high resistance of the quinol oxidase to cyanide is
still unclear. One speculation is a possible absence of Cug at the oxygen reactive site. The
presence of this center has been correlated with high sensitivity towards cyantde in heme-
copper oxidases [38) in comparison with cytochrome bd or hemoglobin. A second
possibility is that the route that leads to the binuclear center has differences with respect
to the rést of the heme-copper oxidases. For example, the existence of an oxygen channel
has been suggested [35-37,39,40], and we can speculate that in the R. sphaeroides quinol
oxidase this channel is narrower and/or more hydrophobic. Such a change may almost
stop cyanide for reaching the binuclear center, but have little effect on the diffusion of the
smaller and more hydrophobic dioxygen molecule.

Further understanding of these observations and their relevance requires better

knowledge of the structure of this enzyme. Attempts to find the genes and to further
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purify this interesting coxidase are currently being made in our taboratory.
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Figure Legends.

Figure 1 A) Effect of cyanide (A) and carbon monoxide {B) on the quinol oxidase
activity in membranes of Rhodobacter sphaeroides MTI01 (), and Paracoccus
denitrificans 1222 (O). A. 20 min. pre-incubations of membranes (approx. 5 pg of
protcin) in 200 ul. of media that contsined 220 uM ubiquinone-1 (Q-1), 5 mM
dithiothreitol (DTT), | ug/ml rotenone, 10 yM myxothiazol, and the indicated amounts of
potassium cyanide. Oxygen uptake measurements were started with the addition of 100
uL of the previéus mixture to the oxygenmeter cuvette that contained the same
concentrations of Q-1, DTT, rotenone myxothiazol, and cyanide. Each point in the curves
represents an average of 4-6 independent traces. Potassium cyanide stock solutions were
always made fresh in 250 mM potassium phosphate pH 7.5.

B) Measurements were started with the addition of fresh membranes (5 ug) to the
oxygenmeter cuvette in the same conditions as in A. Indicated amounts of CO were then
added. CO was added from a CO saturated stock solution and the measurements were

performed in the dark.

Figure 2 A) Reduced minus oxidized spectrum of the Rhodobacter sphaeroides quinol
oxidase. An isolated preparation was used (see Methods). Basc line was made with an air
oxidized sample (50 pg of protein) in 200 mM Tris pi 7.5, The reduction was made by
adding few grains of dithionite.

B) Reduced plus CO minus reduced difference spectrum of membranes from

Rhodobacter sphaeroides MT101. 0.5 mt of membranes (approx. 5 mg of protein} were
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solubilized with 1% dodecyl-maltoside in 200 mM Tris-HCI pH 7.5 and brought to 1 ml.
The baseline was recorded with a dithionite reduced sample. CO gas was bubbled by 5
minutes to a reduce sample and the spectrum was taken.

C) Pyridine hemochromogens reduced minus oxidized spectrum from membranes of
Rhodobacter sphaeroides MT101. 1 mg of Rhodobacter sphaeroides MT101 membranes
were resuspended in 40 mM pyridine and 56 mM NaOH. Dithionite reduced spectrum
was subtracted from the air oxidized spectrum. All spectra were performed at room

temperature.

Figure 3. Reversed-phase HPLC analysis of the hemes extracted and purified from an
isofated preparation of the quinol oxidase from Rhodobacter sphaeroides MT101.

Elution profile for the hemes from the quinol oxidase (A) and Escherichia coli
cytochrome b, (B) are shown. The elution times for protoheme IX (heme B) and heme

O are indicated.

Figure 4 Proton translocation in Rhodobacter sphaeroides Ga (top) and MT10! (bottom)
whole cells. Cells were suspended in 100 mM KCI, 100 mM KSCN, 0.5 mM HEPES-K'
medium at pH 7.0 which also contained 2.5 mM succinate, 10 uM rotenone and 10 pM
myxothiazol. Amows indicate injection of 2.86 uM of O, into the anaerobic cell

suspension.




s (£6) 591 (I'v) 0s0g asoreydag-gvAQg

99 (eYze0 (€7) 0891 ucnuen[y 120
L (811850 (roose sauRIqUIALY paZI[IqnIog
001 (M 1¢o (1) see SIURIQUIAIA 24md
{u01d jo Swysuay [owu) (w=101d Jo SwurwyLY jouw)
% A13A0321 IANDY (proyyund) g susy (P13 Jung) Apanoy daig

91

"L1D9 $3p1o4aoyds 42;00qopoyy J0 SSURIQUISUI WOy AlAnoe aseprxo joumb ay) jo uonejos] '] 3jqeL



17

Tabie H. Respiratory activities of isolated membranes of Rhodobacter sphaeroides wild
type (Ga), Aaa; (JS100), Acbby (MTOO0L), Abe; (BC17), and Aaa,Achb, (MT101).°

Ga JS100 MTO01 BCl17 MTI0i

Succinate 340 475 350 560 585
5 pM Myxothiazol 300 305 290 530 565

100 uM Cyanide 210 215 200 450 440
Ascorbate-TMPD 520 480 750 670 5
100 uM Cyanide 80 10 95 65 - -
Ubiquinone-1 925 875 705 1250 650
5 pg/ml Antimycin A 325 700 450 1050 620

160 uM Cyanide 230 510 390 950 530

“Activity units: nato-g O/min./mg
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Tabla B. Estequiometrias de bombeo de protones medidas como cambios de pH
dependientes de pulsos de oxigeno. Las mediciones se reallzaron en
preparaciones anaerbbicas de células completas de R. sphaeroides.

H'le
Ga(wt) MT101(Aaa,, cbby )
Sustrato
Succinato 27-30 1.8-2.1
Succinato + 1.7-2.1 1.7-2.1
Mixotiazol

Los ensayos se realizaron en un buffer que contenia 100mM KSCN, 100mM KCI, 101:M rotencna, 2.5 mM

succinato y 10uM mixotiazal, este Gltimo sélo cuando estd indicado en ta Tabla.
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5. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES.

En este trabajo obtuvimos la secuencia complela del operén ccoNOQP que
codifica para la citocromo ¢ oxidasa tipo cbby, de Rhodobacter sphaervides. Se
secuenciarcn 4,258 pb en donde se localizaron cuatro marcos de lectura abiertos que
corresponden a los genes ccoN, ccoQ, ccoly ccoP. La regidn 5 de un quinto marco de
lectura abierto fue localizada arriba del gene ccoN, pero con un sentido de transcripcion
inverso al del opardn. Este marco de lactura se identifico coma el ORF277 previamente
reportado por Zeiistra-Ryalls & Kaplan (1995), pero sin funcién aiin conocida.

Entre el ORF277 y el inicio de ccoN fue localizada una region muy conservada
que se ha visto involucrada en fa union de factores de transcripcion tipo Far/FixK. Estos
regulan la expresion genética bajo diferentes condiciones de crecimiento, como por
ejemplo, bajo condiciones de poca aereacidn. Zeilstra-Ryalls y Kaplan (1995)
identificaron en R. sphaeroides a un gene que parece codificar para el factor de
transcripcion Fnrl, el cual regula la expresion en respuesta a cambios ambientales.
Probablemente la expresion preferencial de la citocromo oxidasa cbbs durante el
crecimiento microaertbico o anaertbico de |a bacteria sea inducida por la unidn de este
factor Fnrl_ al sitio localizado armiba de ccoN.

Por los siguientes criterios se prapone que la regién génica ccoNOQP de R.
sphaeroides esta regulada como un operdn: a) la existencia de un solo sitio posible de
union para el factor FrifFixK, b) que todes los genes estan a distancias muy pequeiias
entre ellos, ¢} que el operdn parece poseer un Unico sitio posible de terminacién de la
transcripcion localizado hacia 3 de ccoP, d) que la interrupcion del gene ccoN provoca

la pérdida de !a actividad de la oxidasa y e) que en otros organismos esta region parece
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estar regulada como operon.

La comparacion de las secuencias de amino4cidos de los genes ccoN, O, Gy P
para las citocromo ¢ oxidasas tipo chby de diversos organismos indica que las
subunidades mas conservadas son las codificadas por los genes ccoN y ccoO {con un
25 y 24% de identidad respectivamente). De aqui que se sugiere gue eslas
subunidades son muy importantes para la funcion de la oxidasa, prediccién que
comrelaciona con los hallazgos de Zufferey y col. (1996} en los que se aportan
evidencias de que éstas subunidades son esenciales para el ensamblaje de ia enzima y
suficientes para una actividad parcial de la oxidasa. La subunidad ccoP, aunque menos
conservada que las otras dos (9.7% de identidad), es también importante.para la
funcion de la oxidasa ya que ei complejo CcoNOP posee la actividad enzimatica
ohservada en preparaciones puras de la oxidasa (Garcir:x-Horsma\n2 et al., 1994;
Zufferey et al., 1996). Se sugiere que esta subunidad CcoP es el intermediario del pase
de los electronses entre el citocromo ¢, o el compiejo bc, y el complejo CcoNO (Zufferey
et al., 1996). CcoQ no parece jugar un papel esencial en el ensamblaje o funcion de la
oxidasa, 10 que colncide con ser fa menos conservada de ias subunidades (1.3% de
idantidad). Aun no se conoce la funcion de éste polipéptido. Es importante aclarar que
los bajos porcentajes de identidad obtenidos en las comparaciones que se hicieron se
deben, en gran medida, a que la oxidasa de Heliocobacter pylor presenta grandes
diferencias con las de los demas organismos.

Se construyeron dos tipos de mutantes en las que se inactivo a la citocromo
oxidasa cbbs. Una fue construida solo por la interrupcion del gene ccoN (MT101) y la
otra por la eliminacién de fragmentos cruciales de los genes ccoN y ccoO (ME127).

Estas mutantes fueron construidas en JS100, cepa que carece de la citocromo oxidasa
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aa,. El andlisis de la cepa JS100 y otros antecedentes sugerian que R. sphaeroides
solo poseia dos citocromo ¢ oxidasas, lo gue nos hacla esperar que las dobles
mutantes producidas por nosotros carecieran de actividad de citocromo ¢ oxidasa. En
efecto, tanto MT101 como ME127 no prasentaron actividad de ascorbato-TMPD ni de
citocromo ¢ oxidasa. Esto confirmo que aa y cbb: son las (nicas citocromo ¢
oxidasas de la cadena respiratoria de R. sphaeroides, al menos bajo las
condiciones de cultivo ensayadas en este trabajo.

Las mutantes generadas pudieron ser aisladas solo en condiciones de cultive
fotosintético, aunque posteriormente readquirieron la capacidad de crecer
aerobicamente. Parece ser que este es el mismo fenémeno que se observo cuando se
construyeron en R. sphaeroides mutantes deficientes en el complejo bey (Yun et al,
1990). La incapacidad para oblener mutantes en condiciones aerobicas de cultivo fue
atribuida a una aparente necesidad de adaptacién para crecer en estas condiciones.
Esta incapacidad podria tener su origen en que la quinol oxidasa de R. sphaeroides
parece expresarse constitutivamente en bajos niveles cuando en la bacteria existe al
menos una citocromo ¢ oxidasa (Yun et al., 1994). En concordancia, la mayor actividad
de quinot oxidasa es detectada en mutantes carentes del complejo bey (Yun et at., 1990;
Yun et al., 1994). Asi que se podria pensar que la incapacidad inicial para crecer en
aerobiosis pudo ser debida a que la presencia de Ia citocromo oxidasa cbb; en la cepa
receptora J$100 pudo originar que las concentraciones de quinol oxidasa fueran bajas.
Esto haria necesario un periodo de adaptacion para lograr elevar los nivetes de esta
quinol oxidasa, de tal forma que ahora pudiera mantener el crecimiento aerdbico. Sin
embargo, creemos que esto podria explicar un muy lento crecimiento de las

exconjugantes, en casc de haberse presentado, pero no sabemos si puede explicar la




total incapacidad de las mutantes para crecer aerdbicamente.

La capacidad de las mutantes para ¢recer en condiciones aerdbicas y
fotosintéticas sugiere que, a pesar de que aa y cbix son las anicas citocromo ¢
oxidasas del sistema respiratorio de R. sphaeroides, ninguna es esencial para el
crecimiento bacteriano.

MT101 y ME127 mostraron una alta actividad de quinol oxidasa, resistente a
mixotiazol y con muy baja sensibilidad a cianuro (ver segundo articulo). Ei hecho de gue
estas mutantes solo tengan aclividad de quinol oxidasa y que sean capaces de crecer
aerdbicamente nos hizo suponer gue quizas la oxidasa pudiera bombear protones. Los
experimentos de bombso en la mutante MT101, con succinato come sustrato, mbstraron
una estequiometria de 2 H'/e" (Tabla B, al final del segundo articulo). Este valor sugiere
que la quinal oxidasa libera 1 H'/e” producto de la reaccién de oxidacion del ubiquinol,
como sucede con otras quinol axidasas (Lauraeus & Wikstrbm, 1993); pero que ademas
es capaz de translocar activamente otro H'/e’, como sucede con la quinol oxidasa bo,
de E£. cofi (Puustinen et al., 1991).

Esta capacidad de la quinal oxidasa de R. sphaeroides para bombear
protones parece sugerir que se trata de un segundo ejemplo de oxidasa terminal
que, a pesar de tener un hemo gin cadena farnesilo en el centro binuciear (las
preparaciones parcialmente purificadas de esta enzima solo muestran hemos
tipo B), es capaz de translocar protones. Por otro lado, si ta quinol oxidasa de R.
sphaercides en verdad fuera una oxidasa tipo bis, ésta constituiria el primer
ejempio de una quinol oxidasa activa con esta estructura, ya que las variantes
enzimaticas bin en P. denitrificans (Zickermann et al., 1997) y en £ colf (Hill et

al., 1992; Saiki et al., 1992) son inactivas.
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Las dobles mutanles obtenidas, MT101 y ME127, son Utiles para a partir de eltas
purificar a la quinol oxidasa de R. sphaeroides y con esto lograr hacer una mejor
caracterizacion de esta enzima.

P. denitrificans es una bacteria muy cercana a R. sphaeroides y presentan
sistemas respiratorios muy similares. Ambas poseen las mismas citocromo ¢ oxidasas.
Sin embargo, pese a que ambas tienen una quinol oxidasa, la enzima de P. deni?riﬁcans
es del tipo ba; (Richter et al, 1994; Zickermann et al., 1997), con una mayor
sensibilidad a cianuro que la quinol oxidasa bby de R. sphaeroides (ver segundo
articulo), Ademas, como ya habiamos mencionado, la quinol oxidasa de R. sphaeroides
parece ser la uUnica quinol oxidasa bby activa hasta ahora reportada. Estas
caracteristicas nos motivan a hacer una mejor caracterizacion biogquimica y genética de
la quinol oxidasa de R. sphaerpides ya que nos ayudaria a determinar las diferencias
estructurales que le confieren estas propiedades.

Por otro lado, nos interest también e! determinar si la citocromo ¢ oxidasa cbb,
de R. sphaeroides, con sus caracteristicas estructurales particulares y la presencia de
un hemo B en el centro binuclear, era capaz de bombear protones. Ya que con nuestras
mutantes hablamos demostrado que la Gnica citocromo ¢ oxidasa presente en JS100 es
la citocromo oxidasa cbb,, cualquier actividad de transiocacion de protones detectada
en esta cepa debiera ser originada por esta oxidasa, o por la quinol oxidasa. Como se
muestra en la Tabla 2 del primer articulo (Resultados}, cbb, bombea protones con una
estequiometria cercana a 1 H'/e” cuando se usa ascorbato-TMPD como sustrato. Como
el ascorbato parece ser el donador de electrones y como la estequiometria no se
modifica por la eliminacion de los sustratos endbgenos, se excluye la contribucion de ia

quinol oxidasa en el bombeo atribuido a cbb;. La citocromo oxidasa aa; mitocondrial
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bombea protonas con una estequiometria de 1H'/e, por lo que las diferencias
estructurales de las cilocromo ¢ oxidasas cbb, no parecen afectar la capacidad ni
eficiencia para transtocar protones. Esto podria tener su origen en que las rulas de
translocacién de protones fueran lo suficientemente flexibles para admitir cambios, los
cuales podrian ser compensados por otros residuos, por rutas afternativas, o por
moléculas de agua, como ya habiamos mencionado anteriormente. También cabe la
posibilidad de que las citocromo ¢ oxidasas cbhy bombeen protones por un mecanismo
distinto al de las otras oxidasas hemo-cobre, pero que sean bastante similares en la
eficiencia de translocacion. Seria de gran interés conocer cual de estas propuestas es {a
correcta.

Las citocromo oxidasas chb, carecen de casi todos los residuos conservados
que forman los canales de protones “quimicos” y “translocades”. Sin embargo, esto no
elimina su capacidad de bombear protones ni de reducir oxigeno. Asi que es interesante
averiguar que residuos son importantes para estas funciones en estas oxidasas y si
estos forman rutas alternativas de las ya propuestas para las otras oxidasas hemo-
cobre. Las mutantes MT101 y ME127, que carecen de la oxidasa cbb;, son un buen
sistema para expresar en ellas variantes de |a oxidasa producidas por mutagenesis
dirigida. Los resultados obtenidos nos ayudarian a entender mas sobre estas enzimas.

Para confirnar que el fenotipo obsaervado en estas dobles mutantes MT101 y
ME127 era debido exclusivamente a la inactivacidn de! operdn ccoNOQFP, éstas fueron
complementadas con un fragmento de 3.5 kpb conteniendo la version normal completa
del operén. Este fragmento se encontraba subclonado en el vector de expresion pRK-
415, que fue transferido por conjugacion a las mutantes. Ei hallazgo de las cepas

denominadas MT101C y ME127C, que recuperaron el 100% de la actividad de TMPD ¥
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citocromo ¢ oxidasa, nos confirma que la ausencia de actividad de citocromo oxidasa en
las mutantes se debia exclusivamente 2 la inactivacién del operén que codifica para
chbs.

Las conclusiones mas importantes de este trabajo son las siguientes:

1) La cadena farnesilo del hemo de alto spin no 8s esencial para la funcion de la
oxidasa, tanto para el transporte de electrones como para el de protones.

2) No se requiere la conservacion estricta de muchos residuos o rutas para las
actividades de reduccién del oxigeno y de translocacion de protones. Esto
creemos debilita ain mas e mecanismo indiracto de acoplamiento sugerido en
las rutas alternativas de bombeo de protonas propuestas por Tsukihara y col.
(1995 y 1996). Posiblemente las diferencias estructurales de las diversas
oxidasas se vean reflejadas como variaciones at disefio molecular de catalisis y
de translocacién de pratones de las enzimas, mas que en cambios radicales en
el mecanismo de su funcionamiento.

3) La capacidad de la citocromo oxidasa cbis de R. sphaeroides para transiocar
protones sugiere que el papel de esta oxidasa es el de generar energla. No se
conoce cual podria ser la funcion de esta oxidasa durante el proceso
fotosintético, pero cualquiera que esta sea, no es esencial.

4) Las oxidasas am y cbin son las unicas citocromo c oxidasas del sistema
respiratorio de R. sphaeroides.

5) Las tres oxidasas, aas, cbbs y bis, son capaces de translocar protones con
una misma eficiencia de 1 H+/e-. Este hallazge confirma la enorme capacidad que
esta bacteria tiene para crecer bajo diversas condiciones ambientales, en este

caso con ¢l solo uso de su muy eficiente sistema respiratorio.
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6. PERSPECTIVAS.

En los dltimos afios ha habido un gran avance en el conocimiento de las
oxidasas respiratorias. Se cuenta ya con la descripcidn de la estructura cristalina de dos
citocromo c oxidasas de! tipo aa,, lo cual ha permitido tratar de dilucidar las rutas de
acceso de los distintos tipos de protones, del oxigeno y la ruta de salida de agua.
También ha habido avances raspecto al entendimiento del mecanismo de caldlisis de
estas enzimas; sin embargo, ain queda muchas interrogantes por contestar.

El andlisis genético y bioquimico de distintas oxidasas seguramente ayudara a
mejorar el conocimiento de los elementos que son importantes y/o esenciales para la
funcién de reduccidn del oxigeno y de la transiocactén de protones gque llevan a cabo

estas importantes enzimas.
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