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I. GENERALIDADES SOBRE FOTOSINTESIS

La vida en nuestro planeta es posible gracias a la fotosintesis, mediante la cual
se fija el 90% del carbono total de la tierra. Basicamente, el proceso consiste en la
sintesis de carbohidratos a partir de dioxido de carbono, agua vy energia
electromagnética de la luz solar:

CO,+2 H, 0% ——(CH;0) + 0,* + H,0
hv

Historicamente, la fotosintesis se ha dividido en dos fases: fase luminica, de
naturaleza fotoquimica, y fase oscura o propiamente asimiladora. Tradicionalmente se
han descrito dos diferencias fundamentales entre ambas fases; asi, mientras que la fase
luminica es dependiente de la luz y tiene lugar a través de sistemas enzimaticos
localizados en las membranas tilacoidales, la fase oscura es independiente de la luz y
los sistemas enzimaticos estan solubles en el estroma.

a. Fase luminica

Durante la fase iuminica ia energia electromagnética es empleada para originar
un poder reductor (en el caso de las plantas es consecuencia del proceso de fotolisis
del agua, con el consiguiente desprendimiento de oxigeno) que es transferido al
NADP’ a través de una cadena de transporte electronico. Durante dicho transporte
electronico se genera un gradiente de protones a través de la membrana tilacoidal del
orden de 3,5 unidades de pH, de forma que el espacio tilacoidal se hace muy acido,
con un pH cercano a 4. Como consecuencia de ello, existe una fuerza protomotriz
(AG = -4,8 kcal/mol) que impulsa a los protones a través de la ATPsintetasa,
sintetizdndose ATP a partir de ADP y Pi. La ATPsintetasa tiene dos subunidades, la
CF,, inserta en la membrana tilacoidal, y la CF,, en la superficie del estroma tilacoidal,
por lo que el ATP recién sintetizado es liberado en el espacio del estroma.

Este transporte no ciclico de electrones dependientes de la luz a través de los
fotosistemas I y II liega hasta la ferredoxina, una proteina hidrosoluble de 12 kDa, yla
reduce. A continuacion, los electrones de alto potencial de dos molérulas de
ferredoxina se transfieren al NADP' para reducirlo a NADPH. Esta reaccion esta
catalizada por la ferredoxin-NADP -reductasa. Ambas reacciones tienen lugar en el
lado del estroma de Ia membrana tilacoidal.

Otro destino del potencial redox de la ferredoxina reducida es la sintesis de
ATP mediante un flujo ciclico de electrones a través del fotosistema I: el potencial
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reductor de la ferredoxina no es empleado para reducir el NADP', sino que, mediante
un flujo ciclico de electrones a través del fotosistema I, se bombean protones a través
de la meinbrana tilacoidal, los cuales contribuyen a engrosar el gradiente de protones,
sintetizandose ATP sin formacion de NADPH. No se produce fotolisis del agua y,
por tanto, no se forma O;. A este proceso sc le denomina fotofosforilacion ciclica y
tiene lugar cuando no se dispone de NADP' para aceptar electrones de la ferredoxina
reducida debido a una elevada relacion entre en NADPH y el NADP'

b. Fase oscura

Durante la fase oscura, que es la propiamente asimiladora, el ATP y el
NADPH formados durante la fase anterior (luminica), que estan solubilizados en el
estroma, son utilizados en la sintesis de hidratos de carbono a partir del dioxido de
carbono atmosférico mediante un conjunto de reacciones que constituyen el llamado
ciclo reductivo de las pentosas fosfato o ciclo de Benson-Calvin.

En el ciclo de Benson-Calvin pueden distinguirse tres etapas: fijacion del CO,
atmosférico mediante la carboxilacion de la ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP), reduccion
del carbono recién fijado y regeneracion de la RuBP consumida inicialmente.

El ciclo se inicia con la carboxilacion de la RuBP, en una reaccion catalizada
por la ribulosa-1,5-carhoxilasa-oxigenasa (RUBISCO), formandose 2 moléculas de 3-
fosfoglicerato, las cuales son sucesivamente fosforiladas por ATP y reducidas por
NADPH en ia etapa reductora del ciclo para originar gliceraldehido-3-fosfato Ambas
reacciones son catalizadas por la fosfoglicerato quinasa y la NADP-gliceraldehido-3-
fosfato 4:shidrogenasa. Sin embargo, la concentracion de gliceraldehido-3-fosfato en
el cloroplasto permanece haja como consecuencia de su transformacion en
dihidroxiacetona fosfato mediante una reaccion catalizada por la trifosfato isomerasa.

El estado de oxidacion del atomo de carbono asimiladc pasa de +4 en el CO; a
+3 en el 3-fosfoglicerato, +1 en gliceraldehido-3-fosfato y -1 en la dihidroxiacetona
fosfato (Hanson, 1990). Asi, en estas cuatro reacciones se consigue la completa
reduccion del carbono atmosférico para su posterior utilizacion en el metabolismo
celular.

En la etapa de regeneracion, mediante un conjuntc de nueve reacciones
enzimaticas (isomerizaciones, condensaciones e hidrolisis), se sintetiza ribulosa-5-
fosfato a partir de las triosas fosfato, y su fosforilacion regenera la RuBP paru la
asimilacion de nuevo CO,.
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Fig. 1.- Ciclo de Benson Calvin y su relacion con la sintesis de almidon y sacarosa. La
numeracion dentro de un circulo corresporide a las distintas etapas enzimaticas: (1) RUBISCO,
(2) Fosfoglicerato quinasa; (3) NADP-gliccraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; (4) Triosa fosfato
isomerasa; (5) Aldolasa, (6) Fructosa-1,6-bisfosfatasa, (7) Transcetolasa, (8) Aldolasa; (9)
Sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa; (10) Transcetolasa; (11) Fosforribosa isomerasa; (12) Ribulosa-5-
fosfato 3- epimerasa; (13) Fosforribuloguinasa; (14) Fosfoglucosa isomerasa; (15) Fosfoglucomutasa;
(16) ADP-glucosa pirofosforilasa; (17) Pirofosfatasa; (18) Almidén sintetasa; (19) Triosa fosfato
isomerasa; (20) Aldolasz; (21) Fructosa-1,6-bisfosfatasa citosdlica; (22) Fructosa-6-fosfato 2-quinasa;
(23) Fructosa-2,6-bisfosfatasa; (24) Fosfoglucosa isomerasa; (25) Fosfoglucomutasa, (26) UDP-
glucosa pirofosforilasa; (27) Sacarosa fosfato sintetasa; (28) Sacarosa fosfato fosfatasa; (29)
Pirofosfatasa.
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Como consecuencia de la permeabilidad de la membrana cloroplastidica, las
triosas fosfato pueden salir del cloroplasto para integrarse en el metabolismo de la
hoja y sintetizar sacarosa o bien retornar a él e integrarse en el ciclo de las pentosas-
fosfato para regenerar los metabolitos intermediarios del ciclo (Walker, 1976) o para
la sintesis de almidon. Cuando la fotosintesis alcanza un estado de equilibrio, 5/6 de
las triosas fosfato son empleadas en la regeneracion de la RuBP y 1/6 es convertido en
almidon en el cloroplasto o exportado al citoplasma para la sintesis de sacarosa.

¢. Regulacion del ciclo de Benson-Calvin

El ciclo de Benson-Calvin esta integrado por 11 sistemas enzimaticos,
necesita el ATP y el NADPH originados en la fase luminica y ¢l destino final del
carbono asimilado es variable, presentando cada uno de los procesos a los que puede
destinarse (sintesis de almidon en el cloroplasto, regeneracion de los intermediarios
del ciclo o sintesis de sacarosa en el citosol) una estequiometria distinta. Debido a
ello, la regulacion del ciclo tiene que ser muy precisa.

La regulacion se ejerce solo a nivel de algunos sistemas enzimaticos (Bassham
y Krause, 1969) y es producto de la accion concertada del pH, la concentracion de
determinados iones y metabolitos (Heldt ef al., 1973, Werdan ef al., 1975; Krause,
1977, Heber et al., 1982; Gardemann et al., 1986) y del nivel redox del sistema
(Slovacek y Vaughn, 1982).

- Aunque todos estos factores dependen de la transicion luz oscuridad, pues en
los cloroplastos iluminados se incrementa ¢l pH y la concentracion de Mg®', hay que
prestar especial atencion al fenomeno de fotoactivacion que dichas enzimas
experimentan. Consiste en la reduccion de grupos -S-S- de la molécula enzimatica via
transporte electronico fotosintético.  Esta reduccion introduce modificaciones
estructurales esenciales para la expresion de la actividad (Buchanan, 1980) y es
relativamente rapida.

Otro nivel de regulacion propio de sistemas enzimaticos del cloroplasto es la
fotoinduccion, proceso lento por el cual la luz incide en la sintesis de proteinas
cloroplastidicas, habiéndose descrito mas de 40 enzimas como fotoinducibles por
iluminacion de plantas etioladas (Tobin y Silverthorne, 1985). Entre las enzimas cuya
biosintesis ha sido descrita como modulada por la luz destacan la subunidad pequefia
de la RUBISCO (Kuhlemeier e? al., 1987), la NADP-malato deshidrogenasa (Vidal y
Gadal, 1981), la FBPasa cloroplastidica (espinaca: Chueca ef al., 1984; guisante:
Sahrawy ef al., 1988, trigo: Raines ef al., 1988) y la tiorredoxina f (Carrasco ef al.,
1992).
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Las enzimas del ciclo de Benson-Calvin que presentan baja actividad en la
oscuridad y que son activadas cuando el cloroplasto es iluminado son: fructosa-1,6-
bisfosfatasa, sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa y fosforribulosa quinasa (las tres forman
parte de la etapa de regeneracion), NADP-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(de la etapa reductora) v, por ultimo, la RUBISCO. Asi, la luz, estimulado a estas
enzimas, incrementa la concentracion de metabolitos, los cuales a su vez potencian el
efecto estimulante de la luz.

Paralelamente, existen enzimas que son desactivadas por la luz, como la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Mediante la activacion de los enzimas biosintéticos
del ciclo y la simultanea inactivacion de los enzimas que degradan hidratos de
carbono, la luz dirige al cloroplasto hacia la produccion de materiales de reserva,
minimizando los ciclos fittiles (Buchanan, 1991).

Como consecuencia de todo lo dicho, actualmente se considera que la
imposibilidad del cloroplasto para fijar CO, en la oscuridad no es solo debido & la
ausencia de los precursores metabodlicos originados durante la fase luminica sino
también a la no activacion de algunas enzimas biosintéticas durante la mal llamada
fase oscura.




INTRODUCCION

IL. LSTUDIO DEL SISTEMA FERREDOXINA-TIORREDOXINA

En cloroplastos iluminados, la mayor parte de la ferredoxina reducida es
empleada en la generacion de NADPH, en la formacion de glutamato a partir de
glutamina y a-cetoglutarato y en la reduccion de grupos NO> y SO.” para la sintesis
de grupos -NH; y -SH. Sin embargo, uno de los substratos mas interesantes para la
reduccion es el grupo -S-S- , ya que esta modificacion altera drasticamente las
estructuras terciaria y cuaternaria de las proteinas.

En organismos fotosintéticos aerobicos, la ferredoxina reduce a una proteina
de bajo peso molecular, la tiorredoxina, en presencia de la ferredoxin-tiorredoxin
reductasa. [Estas tres proteinas estromaticas constituyen el sistema ferredoxina-
tiorredoxina. Posteriormente, la tiorredoxina reducida modula la actividad de enzimas
implicadas en el metabolismo del nitrogeno, del azufre y del carbono, provocandoles
cambios conformacionales que son consecuencia de la ruptura de puentes disulfuro
(Wolosiuk y Buchanan, 1976, Buchanan et al., 1979, 1980, Anderson, 1986,
Buchanan, 1991; Scheie, 1991).

a. Ferredoxin-tiorredoxin reductasa

Er organismos fotosintéticos, en presencia de ferredoxina reducida (Fd red), la
ferredoxin-tiorredoxin reductasa cataliza la reduccion del grupo -S-S- de la
tiorredoxina (Td):

S _ASH
2Fdred+2H++Td” | — 2 Fd ox + Td
N\g SSH

La ferredoxin-tiorredoxin reductasa ha sido purificada a homogeneidad a
partir de hojas de maiz y espinaca y de la cianobacteria Nostoc muscorum. La masa
molecular estimada es de 30 kDa y bajo condiciones desnaturalizantes se disocia en
dos subunidades diferentes, una de 13 kDa, muy conservada en todos los organismos
(grado de homologia entre el 80% y el 90%) y donde reside el cluster [4FedS],
responsable de la actividad catalitica, y otra de 17 kDa, 15 kDa y 7 kDa en espinaca,
maiz y N. muscorum respectivamente, que es variabie en funcion de la especie y cuya
funcion no es conocida (Hirasawa et al., 1988, Droux ef al., 1987).

Se ha subcionado y secuenciado la subunidad variable de la cianobacteria
Anacystis nidulans, habiéndose encontrado un marco abierto de lectura (open reading
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Jrame) que codifica 73 aminoacidos (Szekeres et al., 1991). Cuando se compara con
la de espinaca se comprueba que esta ultima presenta en la subunidad variable dos
extrapéptidos de 30 y 8 residuos localizados en el extremo aminico y en el interior, a
nivel de estructura primaria, respectivamente (Tsugita ef al., 1991; Iwadate ef al.,
1993).

b.Tiorredoxina

Las tiorredoxinas son proteinas de masa molecular en torno a los 12 kDa
universalmente distribuidas en procariotas y eucariotas. Pueden existir en estado
oxidado [TdS;] o reducido [Td(SH),] y tienen la capacidad de catalizar procesos
redox del tipo ditiol-disulfurc (Holmgren, 1985).

Participan en procesos tales como la reduccién de ribonucleotidos por la
ribonucledtido reductasa (Moore ef al., 1964), la reduccion de sulfoxidos (Gonzalez-
Porqué, 1970), la modulacién de enzimas fotosintéticas (Buchanan, 1980, 1991;
Crawford ef al., 1989), la asimilacion del nitrogeno (Smith, 1981; Florencio ef al.,
1993), la reduccién de sulfatos (Cooper, 1983), la degradacion de la insulina
(Holmgren, 1985), la coagulacion sanguinea (Blomback ef al., 1986), la activacion de
la 5’-monodesyodenasa hepatica (Goswami ef al., 1987), la reduccion de los puentes
disulfuro entre cadenas de a;-macroglobulina (Larsson, ef al., 1988), la defensa frente
a radicales libres (Schallreuter et al., 1989; Ohira et al., 1994) o la reduccion de la
gonadotropina corionica humana (Holmgren, 1989).

Aunque fundamentalmente las tiorredoxinas actian como reductores de
disulfuros proteicos, se ha demostrado que también juegan un importante papel
estructural en numerosos sistemas. Asi, se ha demostrado que parz la replicacion del
bacteriofago T7 es necesaria la presencia de la tiorredoxina de Escehrichia coli (E.
coli), la cual constituye una unidad esencial de la ADN polimerasa viral (Nossal,
1983; Tabor ef al., 1987), y es también esencial para el ensamblaje de los fagos
filamentosos M13 y fl (Russel y Model, 1985). En ambos casos, mediante
experimentos de mutagénesis dirigida, se ha comprobado que no es necesaria la
transferencia del potencial redox de la tiorredoxina para cumplir su funcion (Russel y
Model, 1986). También se ha identificado como tiorredoxina el factor que estimula la
estructura del receptor de los glucocorticoides que se une al esteroide (Grippo et al.,
1982).

Mas recientemente, se ha demostrado que la tiorredoxina puede actuar como
una linfokina (Wollman et al., 1988 y Tayaga et al., 1989), se ha barajado la
posibilidad de que sea el agente reductor fisiologico de la vitamina K (Preusch, 1992)
e incivso se ha encontrado que en individuos infectados con HIV los niveles de
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tiorredoxina en plasma son anormalmente altos {Nakamura, H., Herzenerg, AL,
Yodoi, J., Padilla, A. y Holmgren, A. poster n°37, 4™ International Conference on
thioredoxins and related proteins, Kassel, Agosto 1995).

El papel de las tiorredoxinas en la fotoactivacion de enzimas cloroplastidicas
ha sido ampliamente estudiado (Droux et al., 1984; Crawford ef al., 1989) y se ha
comprobado, mediante mutagénesis dirigida sobre el centro activo, que son necesarias
la presencia de ambas Cys capaces de oxidarse v formar un puente disulfuro (Jacquot
y Decottignies, 1986; Bandres et al., 1993). En las plantas superiores existen al
menos tres tipos de tiorredoxinas, dos en los cloroplastos (tiorredoxina m y
tiorredoxina f) y una tercera en compartimentos no fotosintéticos, mitocondirias,
reticulo endoplasmatico y citosol (tiorredoxina &) (Wolosiuk ef al., 1979; Florencio ef
al., 1988; Huppe et al., 1990, 1991, Marcus et al., 1991).

Existen evidencias que demuestran que la tiorredoxina & es reducida por
NADPH en presencia de NADP-tiorredoxin reductasa (Holmgren, 1985):

/T —SH
NADPH+H' +Td h
~

— NADP +Tdh
S TSH

Sin embargo, en los cloropiastos de las plantas superiores existe la ferredoxin-
tiorredoxin reductasa, la cual transfiere el potencial redox de la ferredoxina reducida
en la cadena de transporte electronico a la tiorredoxina, reduciéndola. A su vez, la
tiorredoxina reducida actia sobre otras enzima reduciendo puentes disulfuros, lo cual
origina cambios estructurales que repercuten en la actividad de estas ultimas
(Buchanan, 1980). Al conjunto formado por la ferredoxina, la ferredoxin-tiorredoxin
reductasa y la tiorredoxina se le denomina sistema ferredoxina-tiorredoxina (Fig. 2).

Llegado a este punto surge la duda sobre la finalidad de ambes sistemas de
reduccion de las tiorredoxinas, maxime cuando el cloroplasto tiene capacidad para
producir NADPH, cuyo potencial redox es mayor que el del sistema ferredoxina-
tiorredoxina (0,32 V y -0,42 V respectivamente, segun Wolosiuk ef al., 1993) y
en él coexisten el sistema ferredoxina tiorredoxina y el NADPH. La clave es que
estos dos mecanismes de reduccion de la tiorredoxina parecen estar confinados en
compartimentos celulares mutuamente excluyentes al objeto de mantener el fenomeno
de la fotorregulacion de las enzimas cloroplastidicas, ya que el sistema ferredoxina-
tiorredoxina es especialmente importante porque controla el metabolismo de los
cloroplastos: las enzimas biosintéticas son activadas por la luz y las degradativas son
desactivadas.

En este sentido, se ha descrito que el 70% de la tiorredoxina m se encuentra
en estado reducido en cloroplastos iluminados de guisante y que soln el 30% lo esta
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Ferredoxina

/\

AN Ferredoxin-tiorredoxin reductasa
(S-S — 2-SH)

' '

CLOROFILA tiorredoxina m tiorredoxina f
(S-S —» 2-SH) (S-S — 2-SH)

MODULACION DE ENZIMAS
(S-S - 2-SH)

NADP-MDH, PRK, FBPasa,
NADP-GDH, CF,--ATPasa,
G6PDH (-), SBPasa

Fig. 2.- La luz, a través del sistema ferredoxina-tiorredoxina, modula la actividad
enzimatica del cloroplasto.

en la oscuridad (Scheibe, 1981). Paralelamente, de acuerdo con Crawford et al.
(1989), el 100% de la tiorredoxina f esta oxidada o reducida en cloroplastos en
oscuridad o iluminados, respectivamente. Estos ultimos autores, en concordancia con
el efecto regulador del sistema ferredoxina-tiorredoxina, encontraron que la reduccion
de los puentes disulfuros de la ferredoxin-tiorredoxin reductasa y de la tiorredoxina
precede a la activacion de las enzimas sobre las que actua la tiorredoxina.

También surgen dudas respectc de la necesidad de al menos un tipo de
tiorredoxira citosolica -en Arabidoposis thaliana se han descrito hasta 5 secuencias
diferentes que codifican tiorredoxina A (Rivera-Madrid er al, 1995)- y de dos
cloroplastidicas, estas ultimas reducidas por el mismo sistema ferredoxina-
tiorredoxina. Tradicionalmente se acepta que la tiorredoxina h esta involucrada en
procesos heterotroficos en el citosol (Florencio et al., 1988), que la tiorredoxina m
activa preferentemente a la NADP-Malato deshidrogenasa (NADP-MDH) y que la
tiorredoxina f actua preferentemente sobre la Fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa)
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(Jacquot et al., 1878; Crawford et al., 1986, Cséke y Buchanan., 1986; Eklund et al.,
1991; Aguilar et al., 1992; Prado et al., 1992; Hodges et al., 1994), aunque en la
bibliografia existen datos contradictorios sobre la especificidad FBPasa/tiorredoxina f
y NADP-MDH/tiorredoxina m:

Wolosiuk et al. (1979) describieron que en espinaca, se pueden intercambiar
las tiorredoxinas y lograr activaciones del 51% para NADP-MDH/tiorredoxina f'y del
16% para FBPasa/tiorredoxina m.

De acuerdo con Schiirmann ef al., (1981), la FBPasa de espinaca es mucho
mas espevifica, pues es activada exclusivamente por tiorredoxina f, mientras que la
NADP-MDH es también eficazmente activada por elevadas concentraciones de
tiorredoxina f, aunque en presencia de fructosa-1,6-bisfosfato (FBP) y Ca® esa
especificidad FBPasa/ tiorredoxina f se altera y la tiorredoxina m es capaz de activarla
eficientemente (Schiirmann er al., 1985).

Segun Holmgren (1985), es la tiorredoxina £ la que activa exclusivamente a la
FBPasa y la tiorredoxina m la que actiia sobre la NADP MDH y la FRPasa.

Hiberlein ef al. (1985), indicaron que tanto la FBPasa como la NADP-MDH
son activadas por la misma fraccion de tiorredoxina y que en ocasiones, la no
activacion de la FBPasa o la NADP-MDH por un tipo de tiorredoxina es
consecuencia de que no s¢ esta trabajando con enzimas de plantas de la misma
especie.

A pesar de ello, se continua manteniendo que existe especificidad
FBPasa/tiorredoxina f. Las observaciones de activaciones cruzadas se explican
indicando que para ensayar la actividad se han empleado concentracion de Ca®
elevadas, cation que es critico porque elimina la especificidad.

Estructura

A nivel de estructura primaria, se han aislado ADNc que codifican
tiorredoxinas a partir de numerosos organismos: Corynebacterium nephridii (Meng et
al., 1981; McFarlan, et al., 1989), Escherichia coli (Hoog, et al., 1985), Anabaena
sp. 7119 (Gleason et al., 1985), Anabaena sp. (Lim et al., 1986), Chlorobium
(Mathews et al., 1987), zanahoria (Johson et al, 1987), Chromatium vinosum
(Johnson y Biemann, 1987); Rhodobacter sphaeroides Y (Clement-Metral et al.,
1988), Rhoaospirillum rubrum (Johnson et al., 1988); pollo (Jones y Luk, 1988);
humana (Wollman et al., 1988), Anabaeana sp. PCC 7120 (Alam er al., 1989) ;
Anacystis nidulans (Muller et al., 1989), Chlamydomonas reihardtii (Decottignies et
al., 1990, 1991; Stein er al., 1995), tabaco (Marty y Meyer, 1991); esvinaca (/)
(Aguilar ef al., 1992); guisante () (Lepiniec ef al., 1992); espinaca (m) (Wedel et al.,




INTRODUCCION

1992); Dyctyostelium discoideum (Wetterauer et al., 1992), guisante (m) (Lopez
Jaramillo et al., 1994), Streptomyces aureofaciens BMK (Labudova et al., 1994),
Arabidopsis thaliana (Rivera Madrid ef al., 1995) trigo (h) (Lamotte-Guéry, F.,
Lullien-Pellerin, V., Thorai, T., Joudrier, P. y Gautier, M-F., comunicacion a la 4™
International Conference on thioredoxins and related proteins, Kassel, Agosto 1995).

Todas las secuencias descritas tienen una longitud en torno a 110
aminoacidos. El grado de homologia entre ellas es variable, destacando la baja
homologia encontrada entre las tiorredoxinas m y f en espinaca y en guisante. La
secuencia caracteristica del centro activo (Trp-Cys-Gly-Pro-Cys) esta muy
conservada, excepto en el fago T4, que es Lys-Cys-Val-Tyr-Cys (Eklund er al.,
1984), cuya tiorredoxina esta constituida por solo 87 residuos, y en la de
Corynebacterium nephridii C2 (McFarlan, et al., 1989), que es Trp-Cys-Ala-Pro-
Cys. Recientemente se ha descrito que el centro activo de las bacterias anaerobias es
Gly-Cys-Val-Pro-Cys y que la mutacion de la Gly por Trp origina pérdidas de
actividad del orden del 95% (Harms, C., Kreimer, S., Meyer, M., Sohling, B. y
Andreesen, poster n°36, 4" International Conference on thioredoxins and related
proteins, Kassel, Agosto 1995). La secuencia Trp-Cys-Gly-Pro-Cys se ha encontrado
también en la fosfoinositol fosfolipasa (Bennett et al., 1988).

En base a alineamientos de secuencias, Hartman et al. (1990) han construido
un arbol filogenético de las tiorredoxinas que es coherente con el obtenido por
comparacion de secuencias del ARNr 16S (Woese, 1987). Asi, las tiorredoxinas se
engloban en cuatro categorias: /) Bacterias verdes del azufre (Clorobium),
2)Bacterias fotosintéticas (Chromatium, Rhodopseudomonas, Rhodobbacter) y
bacterias heterotrofas (Escherichia coli, Corynebacterium), 3) Procariotas
(cianobacterias) y eucariotas (algas) que realizan fotosintesis oxigénica, y )
vertebrados. De acuerdo con ésta teoria, la tiorredoxina m pertenece a la categoria
3), junto a los organismos fotcsintéticos aerobicos, mientras que las tiorredoxinas A
(presentan un 45% de homologia con tiorredoxinas de mamiferos) y f se engloban con
los vertebrados en la categoria 4). Actualmente, a partir del analisis y localizacion de
intrones, Sahrawy ef al. (1995b), han corroborado el origen procariota de las
tiorredoxinas m y eucariota para las tiorredoxinas £, asi como la idea de un ancestro
comuin para las tiorredoxinas citoplasmaticas.

Las tiorredoxinas son de codificacion nuclear, pero como se indico
anteriormente, las tiorredoxinas m y f se localizan en el cloroplasto, que es donde
ejercen su funcion. Este hecho se traduce a nivel de estructura primaria en que las
tiorredoxina m y f son sintetizadas en el citoplasma como precursores de elevado
peso molecular: la proteina ileva pegada a su extremo aminico una secuencia que la
vehiculiza hacia el cloroplasto (péptido de transito). Cuando llega a! cloroplasto, el
precursor es procesado por peptidasas metal-der endientes que estan solubilizadas en
la matriz, quedando libre el enzima funcional (proteina madura) (Ellis, 1981,
Robinson y Ellis, 1984a, 1984b; Cline et al., 1993). Debido a ello, las secuencias
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aminoacidicas de las tiorredoxinas m y f deducidas de secuencias nucleotidicas son
més largas que !as correspondientes a bacterias, algas, vertebrados ¢ sus homologas
de tipo A.

Las tiorredoxinas A no tienen péptidos de transito (Marty y Meyer, 1991), por lo que
se supone que son citoplasmaticas. Recientemente se ha encontrado que una elevada
proporcion de las proteinas de la savia dei floema de arroz son tiorredoxina A
(Ishiwatari et al., 1995).

El diferente origen filogenético de la tiorredoxina m y el hecho de que las
tiorredoxinas cloroplastidicas sean de codificacion nuclear apoyan la teoria del origen
endosimbionte del cloroplasto -y de la mitocondria- (Walsby, 1986; Ebringer y
Krajcovic, 1987) segiin la cual el cloroplasto y la mitocondrix fueron procariotas
endosimbiontes que acabaron siendo controlados por la célula hospedadora, de tal
manera que la mayoria de las funciones del endosimbionte quedaron encomendadas al
hospedador, conservando el primero una alta especializacion en la funcion
fotosintética.

El analisis de la estructura primaria de las proteinas disulfuro isomerasas ha
permitido conocer un aspecto diferente de las tiorredoxinas. Las proteinas disulfuro
isomerasas son homodimeros de centro activo analogo al de las tiorredoxinas, pero
con una His en lugar de la Pro: Trp-Cys-Gly-His-Cys y actuan in vivo catalizando la
formacion de puentes disulfuro merced al centro activo. Presentan una gran
homologia con las tiorredoxinas a nivel de estructura primaria, lo cual hace pensar
que su estructura terciaria también debe ser comun y que el mecanismo de accion de
ambas también debe ser muy similar (Eklund et al., 1991).

En este sentido, Krause ef al. (1991) mutaron la **Pro del centro activo de la
tiorredoxina de E. coli por His para transformarlo en un centro activo de proteina
disulfuro isomerasa. Experiencias posteriores sobre este mutante demostraron que la
presencia de la His en la secuencia del centro activo redox reproducia la actividad
disulfuro isomerasa hasta tal punto que la isomerizacion de la ribonucleasa oxidada al
azar era 10 veces mas rapida cuando era catalizada por el mutante **Pro/His a cuando
lo era por la tiorredoxina de E. coli (Lundstrom et al., 1992).

Un aspecto aun no aclarado, porque la mayoria de los resultados hacen
referencia a la tiorredoxina de E. coli y a proteinas disulfuro isomerasas de
mamiferos, es si las tiorredoxinas vegetales, ademas de la actividad disulfuro
reductasa, tienen actividad disulfuro isomerasa.

Se han cristalizado las tiorredoxinas de E. coli (Holmgren y Soderberg, 1970;
Soderberg, 1974; Holmgren et al., 1975; Katti et al., 1990), del fago T4 (Soderberg
et al., 1978 y f de espinaca (Genovesio-Tavemne ef al., 1991), y se ha resuelto la
estructura de la humana (Quin ef al., 1995) y de varios mutantes de la de E. coli.
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Mas recientemente, se han estudiado las estructura de la # y de la m de
Clamydomonas reinhardtii (Lancelin, J.-M., Mittard, V., Blackledge, M., Stein, M.,
Jacquot, J.-P., comunicacion a la 4™ International Conference on thioredoxir:s and
related proteins, Kassel, Agosto 1995) y la tiorredoxina-2 de Anabaena PCC 7120
(Saarinen, M., comunicacion a la 4™ International Conference on thioredoxins and
related proteins, Kassel, Agosto 1995), confirmandose la idea de Eklund ef al. (1991)
de que todas poscen similar estructura tridimensional, independientemente del grado
de homoiogia.

La tiorredoxina mejor estudiada es la de £ coli. Es una molécula de 108
aminoacidos, de los cuales, mas del 75% de los residuos esta implicado en la
formacion de estructura secundaria segin la disposicién Bapafppac. Consta de un
nucleo central formado por cinco estructuras B, tres paralelas y dos antiparalelas,
rodeado por cuatro hélices a. El sitio activo, donde se encuentra el puente disulfuro,
esta localizado en el extremo amino de a2, sobresaliendo y quedando accesible desde
un lado de la molécula. Esta zona, donde se localiza el centro activo, es plana e
hidrofoba y esta constituida por **Gly, **Pro. "Ile, *Pro, **Val, Gly y **Ala, residuos
que deben estar implicados en la interaccion con otras proteinas. Algo mas
escondidos se encuentran numerosos residuos cargados (*°Glu, *Lys, *"Lys) que
deben participar en las reacciones redox, especialmente la **Lys (Holmgren, 1985).

Sobre la base de que las estructuras tridimensionales de las tiorredoxinas
deben ser muy similares, Eklund er al (1991) hicieron un estudio de la relacién
estructura funcion de tiorredoxinas de diferen'es especies. De acuerdo con sus
resultados, la interaccion entre B2 y B3 es vital para el mantenimiento de la
conformacion del centro activo. Sobre los residuos implicados en la interaccion
proteina-tiorredoxina, destacan:

1) "Gly es fundamental para mantener el apropiado empaquetam. uto enire la Gltima
estructura B y o4, lo cual repercute directamente sobre la interaccion con otras
proteinas.

2) la carga positiva en posicion 36, inmediatamente a continuacion del centro activo
estad muy conservada y puede afectar al pKa de la ’Cys. La mutacion **Lys/Giu
afecta a la interaccion con otras proteinas (Gleason ef al., 1990).

3) Existe otra region de carga positiva conservada en la estructura tridimensional que
corresponde a *'Lys (*’Lys para las tiorredoxinas animales).

4 )* Asp, aunque localizado en el interior del nicleo formado por las cinco estructuras
B, puede interaccionar con los residuos positivos de la reductasa (Holmgren et al.,
1975).
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IIi. ESTUDIO DE LA FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA

La fructosa-1,6-bisfosfatasa (D-fructosa-1,6-bisfosfato-1-fosfohidrolasa; E.C.
3.1.3.11; FBPasa) es un enzima clave del metabolismo glucidico que cataliza la
hidrolisis dependiente de magnesio de la fructosa-1,6-bisfosfato a fructosa-5-fosfato y
ortofosfato:

FBPasa
Fructosa-1,6-bisfosfato —————» Fructosa-6-fosfato + Pi
Mg*

Es un enzima ampliamente distribuida en el reino animal y vegetal. En
levaduras y tejidos animales ha sido estudiada en relacion con la gluconeogénesis,
donde constituye un paso de regulacion clave (Krebs, 1964), junto con la
fosfoenolpiruvato carboxilasa, piruvato carboxilasa y glucosa-6-fosfatasa (Pontremoli
y Mangiarotti, 1965; Pontremoli, 1968). La méas ampliamente estudiada es la de
procedencia hepatica (Pontremoli y Horecker, 1971; Pontremoli, 1972; Horecker ef
al., 1975 Piikins et al., 1978; Hue, 1981; Benkovic y de Maine, 1982; Tejwani, 1983;
Hers y Hue, 1983; Fischer y Thompson, 1983; El Maghrabi et al., 1988).

En vegetales, la presencia de actividad fructosa-1,6-bisfosfatasa asociada a la
gluconeogénesis fue puesta de manifiesto por Marre et al. (1965) y desde entonces ha
sido descrita en numerosas semillas (Marx, 1968; Surendranathan y Nair, 1972; Rao
y Modi, 1976; Krunger y Beevers, 1985; Li y Ross, 1988), habiéndose observado un
incremento de la actividad FBPasa en el endospermo de semillas en germinacién
(Thomas y Rees, 1972; Youle y Huang, 1976, Bortman ef al., 1981) que se ha
relacionado con una movilizacion de la reserva lipidica. En células fotosintéticas
existen dos enzimas con actividad FBPasa: una de localizacion cloroplastidica y otra
ubicada en el citosol (Buchanan, 1980; Kelly et al., 1982).

La FBPasa citosolica esta implicada en la regulacion y sintesis de sacarosa a
partir de las triosas-fosfato exportadas desde el cloroplasto (Zimmermann ef al.,
1978, Stitt y Heldt, 1985; Khayat y Daie, 1991, Prado ef a/, 1991). Es regulada por
alteraciones en las concentraciones de fructosa-2,6-bisfosfato y AMP (inhibidores),
las cuales reflejan el estatus energético del cloroplasto (Krunge y Beevers,, 1984;
Cséke y Buchanan, 1986; Stitt y Heldt, 1985) asi como por el pH, Ca>* y Mg?" (Stitt
et al., 1985; Brauer et al., 1990; Prado e al., 1991).

La FBPasa cloroplastidica forma parte del ciclo de Benson-Calvin, donde
ademas juega un importante papel en su regulacion. Su presencia ha sido descrita en
bacterias fotosintéticas (Springgate y Stachow, 1972; Joint ef al., 1972), algas (App y
Jagendorf, 1964; Moore y Tischer, 1965; Cséke et al., 1981; Schmidt, 1981), liquenes
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(Brown y Kershaw, 1986) y en plantas superiores (Racker y Schroeder, 1958,
Viswanathan y Krishnan, 1962; Aiazzi y Bozzi, 1963, Satta y Sisini, 1964; Scala et
al., 1968, 1969, Nishizawa y Buchanan, 1981).

La FBPasa cloroplastidica estudiada con mayor profundidad hasta el momento
es la procedente de hojas de espinaca (Lazaro ef al., 1974; Buchanan et al., 1976;
Zimmerman, 1976). Hasta hace poro tiempo se consideraba que éste enzima, como la
mayoria del ciclo de Benson-Calvin, estaba solubilizada en el estroma de los
cloroplastos. Sin embargo, existen evidencias de que las enzimas cloroplastidicas
forman complejos con las membranas tilacoides y con otros componentes del cicio
(Anderson y Ben-Bassat, 1981; Raghavendra ef al., 1981; Pla y Lopez Gorgé 1981,
Mori et al., 1984, Ford et al., 1987, Siis et al., 1993). Rodriguez Andrés et al.
(1987, 1990) encontraion en guisante y espinaca un significativo porcentaje de
FBPasa ligada a las membranas tilacoides, dependiendo de la concentracion de Mg?',
K' o Na' del medio de lisis. Asimismo, observaron que la presencia de alcoholes
alifaticos favorece la union del enzima a la membrana y concluyeron que en el proceso
de union a la membrana estan implicados Joci hidr.fobicos de ambos. Mas
recientemente, Hermoso et al. (1992) han mostrado que en hojas de espinaca, la
FBPasa y la tiorredoxina f, su activador fisiologico, se localizan tanto asociadas a
membranas como solubles en el estroma.

Modulacion de la actividad FBPasa cloroplastidica

La FBPasa cloroplastidica mejor estudiada es la de espinaca. Como otras
enzimas del ciclo de Benson-Calvin, presenta el fenomeno de histéresis (Herting y
Wolosiuk, 1983), originalmente descrito por Frieden (1970), consistente en la
existencia de dos formas de propiedades cinéticas diferentes, cuya velocidad de
interconversion es lenta comparada con la velocidad de catalisis. Este hecho justifica
la necesidad de separar ambos proceso, modulacion y cataiisis, mediante un ensayo en
dos pasos, de manera que la determinacion de la catalisis vaya antecedida por la
incubacion con los meduladores, para poder determinar si una sustancia
activa/desactiva la transicion del enzima entre las dos formas de propiedades cinéticas
diferentes y si activa/inhibe la catalisis.

Existen dos mecanismos importantes en la modulacion de la actividad FBPasa
cloropiastidica. En primer lugar, la actividad catalitica del enzima es dependiente de
la concentracion de iones y metabolitos, los cuales influyen en las interacciones no
covalentes entre las subunidades. En segundo lugar, la modulacion dependiente de
tiorredoxina implica la destruccion y creacion de nuevos enlaces covalentes. Ambos
procesos se dan simultaneamente in vivo, contribuyendo de manera coticeriada a la
activacion del enzima (Wolosiuk ef al., 1993).
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a. Modulacién por modificaciones de interacciones no covalentes

La luz induce una transferencia de H' del estoma al espacio tilaciodal que va
acompafiado de la transferencia de CI" y Mg en direccion contraria para mantener la
neutralidad eléctrica. Paralelamente, el Ca’' cloroplastidico aumenta en cloroplastos
iluminados, con la consiguiente disminucion de los niveles de Ca>' en el citoplasma.
Estos son los iones, cuyas concentraciones son dependientes de la transicion
oscuridad- luz, que a nivel fisiologico regulan la actividad FBPasa cloroplastidica.

Kreimer et al. (1988) comprobaron que la activacion de la FBPasa es paralela
a la entrada de Ca’ en el cloroplasto durante los dos minutos primeros de
1Iummac|on, sin embargo, in vivo el efecto modulador del Ca®* debe estar separado
espacla. y temporalmente del proceso de catalisis, pues in vitro se ha Gemostrado que
el Ca”" es un inhibidor del proceso de catalisis (Herting y Wolosiuk, 1983).

También se ha observado que la fructosa-2,6-bisfosfaio y el Ca** estimulan la
conversion a la forma de mayor actividad catalitica, pero inhiben la capacidad
catalitica del enzima activado (Soulie e al., 1991). El significado fisiologico de este
hecho no es claro, pues aparentemente no existe fructosa-2,6-bisfosfato en el
cloroplasto y entra muy lentamente en €l inducido por la luz (Cséke y Buchanan,
1986; Smeckens et al., 1989).

El enzima es estable a pH éacido y neutro, disociandose parcialmente (el
enzima es un tetramero) en dos subunidades a pH alcalino (Lazaro ef al., 4
1975), que es el pH del cloroplasto iluminado y al que es activa el enzima.
embargo, cuando se preincuba con fructosa-1,6-bisfosfato y Ca®' se previene
disociacion a pH basico (Ballicora y Wolosiuk, 1990).

El Mg y la fructosa-1,6-bisfosfato no son solo cofactor y sustrato
respectivamente, sino que a concentraciones de Mg’ superiores a 2 mM actdan
también como activadores de la FBPasa. En este sentido, hay que sefialar que el Fe®
y el Mn’* pueden reemplazar al Mg®' y actuar como cofactores en la fase catalitica y
que la sedoheptulosa-1,7-bisfosfato, ademas de actuar como un activador en la fase
de modulacion, ai igual que la glucosa-1,6-bisfosfato y la ribulosa-1,5-bisfosfato, es el
uUnico aziicar que puede reemplazar a la fructosa-1,6-bisfosfato como sustrato
(Herting y Wolosiuk, 1983).

b. Modulacién por modificacién de enlaces covalentes
El hallazgo de que la tiorredoxina modula a la FBPasa cioroplastidica
activandola increment6 la importancia del mecanismo reductivo en la regulacion

enzimatica (Wolosiuk y Buchanan, 1976). El incremento de la actividad es
consecuencia de la reduccion de un puente disulfuro por subunidad (Droux ef al,
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1988; Stein ef al., 1989). En cualquier caso, hay que resefiar que este tipo de
modulacion no es independiente de la anteriormente descrita, sino que las dos se dan
de manera sinérgica. Asi, la accion concertada de azucares bifosfato y cationes
bivalentes disminuycn en 50 veces la concentracion de tiorredoxina f necesaria para
alcanzar la maxima estimulacion de la actividad (Herting y Wolosiuk, 1983). Ademas,
la especificidad de la tiorredoxina es alterada por moduladores que no interaccionan
covalentemente con la FBPasa, como es el caso de la activacion de la FBPasa por
tiorredoxina m en presencia de Ca®' y fructosa-1,6-bisfosfato (Schi-mann et al.,
1985).

Estructura

Actualmente se conocen las secuencias aminoacidicas de las FBPasas de rifion
de cerdo (Marcus ef al., 1982), higado de cordero (Fisher y Thompson, 1983);
higado de rata (El-Maghrai et al., 1988), citosélica de trigo (Raines ef al., 1988,
Lloyd et al., 1991); Saccharomyces. cerevisiae y Saccharomyces pombe (Rogers et
al., 1988);, Escherichia coli (Hamilton et al., 1988), Rhodobacter sphaeroides
(Gibson et al., 1990), cloroplastidica de espinaca (Marcus y Harrsch, 1990);
cloroplastidica de Arabidopsis thaliana (Horsnell y Raines, 1991), cloroplastidica de
patata (Kossmann ef al., 1992), cloroplastidica de Brassica napus (Rodriguez-Suarez
y Wolosiuk, 1993) y cloroplastidica de guisante (Carrasco ef al., 1994; Dong et al.,
1995). Se conoce el 90% de la secuencia de la FBPasa citosolica de espinaca (Ladror
et al., 1990).

Cuando se comparan las estructuras primarias de las FBPasa fotosintéticas y
las gluconeogénicas se comprueba que las primeras poseen entre 50 y 60 aminoacidos
en ¢l extremo amino que presentan una baja homologia y que corresponden al péptido
de transito, pues las FBPasas cloroplastidicas son de codificacion nuclear y han de ser
vehiculizadas al cloroplasto. El analisis de estas secuencias pone de manifiesto que
aunque existen regiones muy conservadas, destacando la que se situa en tormo a
®Lys (numeracion segiin Carrasco et al., 1994), relacionada con el centro activo del
enzima (Xu ef al., 1981, 1982; Suda et al., 1982; Marcus ef al., 1982; Ke ef al.,
1990a, 1990b;, Sahrawy er al., 1995), el grado de homologia entre las FBPasas
fotosintéticas y las gluconeogénicas no supera el 50%.

Las FBPasas cloroplastidicas maduras tienen un tamafio que oscila entre los
356 aminoacidos del enzima de patata (Kossman et al, 1992) y los 359 de
Arabidopsis thaliana (Horsnell y Raines, 1991) y la homologia entre ellas es del
orden del 80%, destacando la presencia de siete Cys en posiciones conservadas
(Carrasco et ai, 1994). En este sentido, Marcus et al. (1988) identificaron en
espinaca una region constituida por dos Cys separadas por cuatro aminoacidos que
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esta presente en las etizimas moduladas por la luz. Cuando alinearon la secuencia de
las FBPasas citosolicas con la cloroplastidica de espinacas comprobaron que en esta
Uitima existe una zona de 12 residuos, caracteristica de las FBPasas cloroplastidicas,
que no aparece en las citoplamaticas y que podria estar involucrada en la
fotomodulacion (Marcus y Harrsch, 1990). Mas recientemeiite, s¢ ha demostrado que
inmediatamente anterior a esta region existe otra, que es la que presenta menor
homologia de toda la secuencia, implicada en la interaccion con la tiorredoxina
(Hermoso et al., 1995) y en el presente trabajo analizaremos los resultados cbtenidos
al mutar estas Cys en guisante, datos que ya han sido parcialmente publicados
(Jacquot et al., 1995).

A nivel de estructura terciaria y cuaternaria, solo se han cristalizado las
FBPasas de rifion de cerdo (Ke ef al., 1989) y la cloroplastidica de espinaca (Villeret
et al., 1995a). En ambos casos, el enzima estd constituido por 4 subunidades
idénticas, cada una de las cuales se organizan en 9 a-hélices (8 a-hélices la de rifion
de cerdc) y 13 estructuras 5.

La FBPasa de nifion de cerdo (gluconeogénica), es la que se ha estudiado con
mayor profundidad (Ke er al., 1989, 1990a, 1990b, 1991a, 1991b; Zhang, 1993;
Villeret et al., 1995b). Se ha descrito que el centro activo es una cavidad oval de 18 x
12 A y 10 A de profundidad y cerca de ¢l se encuentra una zona de carga negativa
donde se unen el Mg®' y otros metales. El AMP tiene un sitio propio de union,

alejado del centro activo. Analisis de la FBPasa formando complejo con fructosa-6-
fosfato (Ke et al., 1991b), fructosa-2,6-bisfosfato (Liang ef al., 1992) y con AMP (Ke
et al., 1991a; Xue, et al., 1994) revelan que la estructura cuaternaria puede adoptar
dos conformaciones, denominadas R y T, que difieren en que los dos monomeros
superiores estan rotados respecto de los inferiores 15°-17°. La forma R aparece
cuando la fructosa-6-fosfato o la fructosa-2,6-bisfosfato se une al enzima y la forma T
cuando es el AMP el que se une.

Lz estructura de la FBPasa cloroplastidica de espinaca (Villeret ez al., 1995a)
es un tetramero con simetria pseudoD2 y los elementos de estructura secundaria son
analogos a los encontrados en el enzima de rifion de cerdo. Cuando se superpone su
estructura cuaternaria sobre las formas R y T correspondientes a la FBPasa de rifion
de cerdo se comprueba que la de espinaca presenta una estructura cuaternaria nueva,
denominada S y que equivale a una rotacion de 2C° de la estructura R y de 5° de la
estructura T.

El AMP actua como inhibidor de las FBPasa cloroplastidicas porque impide la
union de metales bivalentes, esenciales para la actividad enzimatica (Scheffler et al,
1986; Liu, Fromm, 1990). Mediante mutagénesis dirigida se ha observado que la
mutacion '“Gly/Ala origina una disminucion de la afinidad de enzima de rifion de
cerdo por el AMP y se pierde toda cooperatividad para ei Mg”’ (Zhang et al., 1995).
En el caso del enzima de rifion de cerdo, el AMP se une a las hélices HI, H2 yH3 y a
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las 8 estructuras B del dominio AMP. El enzima cloroplastidica de espinaca , como
todas las FBPasas cloroplastidicas, es insensible a la modulacion por AMP (Preiss et
al 1967, Morris, 1968; Buchanan, 1971) y este hecho se traduce a nivel estructural en
que los residuos que interaccionan con el AMP en la FBPasa de rifion de cerdo no
estan conservados en la cloroplastidica de espinaca. Ademas, las hélices H1, H2 y
H3 en la estructura S presentan diferente posicion que en las estructuras Ry T.

El centro activo, como en el enzima de rifion de cerdo, se localiza lejos de lo
que por similitud con la enzima gluconeogéica se ha denominado dominio AMP, cerca
de la superficie de union de los monémeros sobre el eje z. Los residuos que lo definen
estan conservado en ambas enzimas. El centro activo puede considerarse dividido en
tres regiones: region de union del 6-fosfato, region de union del anillo del azicar y
regién de union del 1-fosfato. Esta iltima esté cerca del sitio de union de los metales
bivalentes. En el enzima de rifion de cerdo se ha comprobado que la hélice H4 es un
elemento importante para la transmision de cambios estricturales entre el centro
activo y el dominio AMP durante la transicion de la estructura R a la T (Xue ef al.,
1994). En la forma S del enzima cloroplastidica de espinaca. la posicion de H4 es
diferente a la de las estructuras Ry T.

Un aspecto interesante es conocer la localizacion de las Cys en la estructura
tridimensional . Los primeros intentos fueron hecho por Li et al. (1994), quienes

construyeron un modelo de la FBPasa cloroplastidica de trigo sobre la base de la
estructura tridimensional del enzima de ri..6n de cerdo, con la que presenta una
identidad del 45%. Concluyeron que existe un puente disulfuro intemo entre las Cys
localizadas en las posiciones 41 y 165 de la estructura primaria y que podria existir
otro entre las Cys 147 y 154. La primera prediccion es parcialmente confirmada por
Villeret ef al. (1995a). quienes indican que en espinaca la distancia es la apropiada,
pero no detectan el puente disulfuro. La segunda aun no ha sido confirmadz ni
desmentida pues Villeret et al. (1995a) no logran localizar el puente disulfuro
responsable de la modulacion por tiorredoxina porque no obtienen la suficiente
resolucion, pero concluyen que éste no esta localizado entre '"*Cys y '™Cys ni entre
"PCys y ™"'Cys, por no estar a la distancie apropiada. También indican que no existen
puentes disulfuros entre subunidades.
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Nuestro grupo de investigacion ha estado desde siempre interesado en la
fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) y en las diferencias existentes entre el enzima
citoplasmatico, gluconeogénico, y el enzima cloroplastidico, fotomodulable. A largo
plazo, dos son los objetivos fundamentales de nuestra linea de investigacion:

1. Estudiar a nivel molecular la union de la FBPasa cloroplastidica a la tiorredoxina
(Td) y la interaccion del coinplejo con la membrana.

2. Profundizar en el mecanismo molecular por el cual la tiorredoxina ejerce su accion
sobre la FBPasa cloroplastidica.

Existen dos tiorredoxinas cloroplastidicas, de origen filogenético diferente,
pero reducidas por el mismo sistema ferredoxina-tiorredoxina, y no esta del todo claro
el papel fisiologico de ambas. En este sentido, aunque es ampliamente aceptado que
existe una especificidad de modulacion FBPasa/Td f y NADP-MDH/Td m, aparecen
resultados contradictorios en la bibliografia que indican que al menos in vifro se dan
activaciones cruzadas. Por ello, uno de los objetivos del presente trabajo es
profundizar en el efecto mocdulador de las tiorredoxinas sobre la FBPasa
cloroplastidica.

Paralelamente, para comprender el efecto modulador de las tiorredoxinas,
abordamos el analisis de las Cys que aparecen en la region caracteristica de las
FBPasas cloroplastidicas y que fue identificado como responsable de la modulacion
por tiorredoxina.

El plan de trabajo seguido para la consecucion de nuestros objetivos es:

A. Obtencion de clones y proteinas recombinantes:
1. Aislamiento y caracterizacion del clon de la tiorredoxina m de guisante.
2. Expresion y purificacion de la tiorredoxina m recombinante de guisante.
3. Expresion y purificacion de la tiorredoxina f recombinante de guisante.

4. Construccion, expresion y purificacion de moléculas hibridas m-f.

5. Subclonacion de la FBPasa cloroplastidica de guisante madura en un vector de
expresion apropiado, expresion y purificacion del enzima recombinante.

6. Mutacion por Ser de '** Cys, 'Cys, '™®Cys y '*Cys de la FBPasa cloroplastidica
de guisante. Expresion y purificacion de los mutantes.
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B. Anilisis del efecto modulador de las tiorredoxinas sobre la FBPasa y, por
extension, sobre la NADP-MDH.

C. Estudio diferencial de las propiedades fisicoquimicas e inmunologicas de las
tiorredoxinas m, f, de E. coli y de los hibridos m/fy f/m.

D. Estudio de la interaccion de la FBPasa cloroplastidica con las tiorredoxinas m, £,
de E. coli y con el hibrido m/f .

E. Analisis estructural de las tiorredoxinas m, £, de E. coli y de los hibridos m/fy fm y
predicciones de estructura terciaria.

F. Predicciones de estructura terciaria de la FBPasa cloroplastidica de guisante.
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I. GENOTECA Y CEPAS BACTERIANAS

1. Genoteca

La genoteca usada en este trabajo fue elaborada por ios laboratorios Clontech
(USA) con el ADNc generado por retrotranscripcion del ARNm obtenido de
plantulas de guisante (Pisum sativum L. var. Alaska), de seis dias de antigiiedad,
crecidas en presencia de luz. Esta construida en el sitio Eco RI del fago lamhda gt11
y el tamafio medio del inserto es de 1 Kb (oscilando entre 0.6 y 3.6 Kb). Se ha
conservado a -70°C tras adicion de dimetil sulfoxido al 7%, como recomienda el
laboratorio.

2. Cepas bacterianas

A continuacion se detallan las caracteristicas mas relevantes y las aplicaciones
de las diferentes cepas de Escherichia coli (E. coli) con las que se ha trabajado:

GENOTIPO REFERENCIA APLICACION

supE supF mefB trpR hsdR® Yaung y Davis, 1983  Amplificacion
hsdM' tonA21 strA lacU169 genoteca
proC::Tn5 (pMC9)

AlacU169 proA’ TonA Yaung y Davis, 1983  Rastreo
AraD139 strA supF genoteca
[trpC22::Tn1 0] (PMC9)

71/78 SupE ThiA(lac-proAB) Messing et al., 1977 Clonacion y
F'(proAB' lacl® lacZAM15) secuenciacion

MC1022 araD139 (ara, l2u)7697 Casadaban et al., 1980 Hospedador
(lacZ)M15 galK strA (Hosn

BL21(DE3) F ompT g my (LDE3)' Studier et al., 1990 Expresion

1. Ei bacteriofago ADE3 lisogénico porta el gen de la T7 ARN polimerasa, bajo el control del
promotor lacUV5, cuya expresion puede ser inducida por IPTG (isopropil-p-D-tiogalactosido).
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11. MEDIOS DE CULTIVO

El medic habitual de crecimiento para todas las cepas fue el de Luria-Bertani
(LB) (Maniatis ef al., 1982), cuya composicion es la siguiente:

Bactotriptona
Extracto de Levadura
- TR P NN csp. 1L

Para la preparacion de medio solido, se adiciond bactoagar al 1,5% (p/v).

Cuando se trabajo con fagos, se suplementé con SO;Mg 10 mM y maltosa al 0,2 %
(phv).

Para el aislamiento de fagcs se empleo LBS, agar blando de composicién:

Bactotriptona
Extracto de Levadura

El unico antibiético empleado fue la ampicilina, disuelta en agua destilada a
una concentracion de 100 mg/ml. La concentracion final en los medios de cultivo fue
100 pg/ml.

La composicion de todos los reactivos y medios utilizados durante la
elaboracion del presente trabajo se detalla en los apartados correspondientes. Los
empleados para hacer crecer bacterias y para el aislamiento y manipulacion del ADN y
del ARN (apartados IV, V, VI, VII, VII1 y IX) fueron esterilizados por calor himedo
en autoclave a 1 atm de presion durante 30 minutos, excepto las soluciones de
maltosa (al 20% (p/v) en agua destilada), de IPTG 0,1 M y de ampicilina 100 mg/ml,
que lo fueron mediante filtracion esterilizante a través de filtros de tamaiio de poro de
0,45 um.
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II1. PLASMIDOS

Se han empleado dos tipos diferentes de plasmidos en funcion de que se
pretendiese clonar y secuenciar el ADNc o expresar y obtener proteina recombinante.
Ambos portan el gen que codifica resistencia a la ampicilina.

PTZ18R (Zoller y Smith, 1983): Deriva del vector de clonacién pUC18 (Messing et
al., 1983). Es un plasmido multifuncional especiaimente disefiado para clonar,
secuenciar, realizar mutagénesis in vitro y transcripcién in vitro, todo ello en el mismo
sistema. Presenta las siguientes caracteristicas:

a. Origen de replicacion de plasmidos de alto nimero de copia.- Hace mas simple la
purificacion y obtencion de! plasmido, pues en cada célula habra mas de 200
copias.

. Sitio de clonacion (polylinker) con 10 sitios de restriccion Gnicos.- Estd inserto
en la secuencia lacZ’, que codifica 99 aminoacidos de la region amino terminal de
la B-galactosidasa (fragmento o) expresado desde P... Permite la seleccién de los
plasmidos portadores del inserto en cepas con la deleccion lacZAMIS cuando se
las hace crecer en un medio de cultivo suplementado con IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranésido), que actia como inductor de la expresion de lacZ’, y X-Gal
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido), un analogo de la lactosa cuya
hidrolisis por la B-D-galactosidasa produce un compuesto insolubie en el agua de
color azu!. La clonacién de un fragmento de ADN interrumpe la transcripcion del
fragmento o de i1 B-D-galactosidasa, no habri lisis del X-Gal y las colonias seran
blancas. Las colonias seran de color azul cuando porten plasmidos en los que no
se haya subclonado nada, pues expresaran B-D-galactosidasa v ésta hidrolizara el
X-Gal.

. Origen de replicacion del fago f1.- Hace posible, mediante la coinfeccion con un
fago MI13 auxiliar (helper), la replicacion como una cadena sencilla de ADN,
empaquetada y excretada al medio de cultivo.

. Secuencia promotora para la polimerasa del bacteriofago T7.- Localizado muy
proxima al sitio de clonacién, permite la transcripcion in vitro del inserto clonado.
Cuando Ia cepa bacteriana en la que se introduzca el plasmido porte el gen para la
polimerasa del bacteriofago T7, se podran obtener expresiones in vivo.

PET 3d y pET 12a (Studier ez al., 1990): Pertenecen a la familia de los vectores
PET, plasmidos disefiados para la expresion de proteinas recombinantes en E. coli de
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forma muy eficiente. Los genes clonados quedan bajo €l control de las sefiales de
transcripcion y traduccion del bacteriofago T7 y la expresion es inducida cuando se
los transfiere a cepas bacterianas que porten y exprrsen el gen de la ARN polimerasa
del bacteriofago T7. Este hecho tiene especial importancia cuando los genes
subclonados son toxicos para la bacteria, pues permite mantenerlos latentes en cepas
bacterianas que no porten el gen de la T7 ARN polimerasa. Ademas, esta polimerasa
es tan selectiva y activa que casi el 50% de la proteina expresada por la bacteria
puede llegar a ser la recombinante. Las caracteristicas fundamentaies de los
plasmidos pET 3d y pET 12a se resumen en la siguiente tabla:

Sitic®  Sitios de clonacién®  Secuencias*
Vector Promotor Lider proteasas ATG  Fusion para oligos

pET 3d T7 T7eTag™ ninguna Neol Bam HI  Promotor T7
Terminador T7

pET12a T7 ompT sefial para Nde I BamHI Promotor T7
peptidasa Terminador T7

1. Hace referencia a la secuencia comprendida entre el inicio de 1a transcripcion y el comienzo del
gen subclonado. Cuando codifica 11 aminodcidos del extremo amino terminal del péptido
producto del gen /0 del bacteriéfago T7, se simboliza por T7eTag™. Este fragmento es

reconocido por anticuerpos T7e Tag suministrados por Novagen, por lo que es posible seguir la
expresion y purificacion del gen subclonado. Si lo que codifica es un péptido sefial que hace que
la proteina recombinante se dirija al periplasma, facilitando su correcto plegamiento y evitando
que aparezca come cuerpos de inclusion, se simboliza por ompT.

. Indica si existe alguna secuencia reconocida por proteasas que permita la eliminacion de la
secuencia lider de la proteina recombinante.

3. Se puede subclonar en varios lugares del polylinker, pero los dos mas interesantes son:
* En Nco I o Nde I, localizados delante del lider. El codon de iniciacién (ATG) va contenido en
las secuencias que reconocen Nco 1 (CCATGG) y Nde 1 (CATATG).
* En Bam HI I, localizado justo al final del lider. La proteina recombinante aparecera como un
producto de fusién con lo codificado por el lider.

4. Indica si existen secuencias por delante (promotor T7) o por detrés (terminador T7) de la zona en
la que se clona susceptibles de ser reconocidos por oligos especificos que permitan la
secuenciacion y amplificacién del inserto de ADN clonado.
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IV. RASTREO DE LA GENOTECA CON ANTICUERPOS

1. Preparacion de las bacteria sensibles

Para que L. coli sea eficientemente infectada por los fagos, hay que hacerla
crecer en un medio suplementado con maltosa y SOMg (Kaiser y Murray, 1984), ya
que la adsorcion del fago a la bacteria requiere un receptor especifico que es
codificado por el operon de la maltosa, cuya expresion es inducide por la maltosa y
reprimida por la glucosa. Paralelamente, los iones Mg, a una concentracion del
crden de 10 mM, ademas de favorecer la adsorcidn, son esenciales para mantener la
integridad del bacteriofago. Por ello, cuando se trabaja con fagos se emplea lo que se
ha denominado como medio A: LB suplementado con SO,Mg 10 mM y maltosa al
0,2% .

Se inocula una colonia aislada en 3 ml de medio A suplementado con
ampicilina (100 pg/ml) y se incuba a 37° C y agitacion hasta alcanzar la fase
estacionaria (habitualmente durante toda la noche). Este cultivo se diluye 100 veces
en i0 ml de medio A con ampicilina y se continua incubando a 37°C y agitacion hasta
alcanzar la fase exponencial del crecimiento (Asoonm=0,5-0,6). Se recogen las células

por cent:ifugacion a 3.000 xg durante 10 minutos y se resuspenden en 5 ml de SO,Mg
10 mM estéril. Estas c4lulas permanecen viables durante una semana aimacenadas a
4°C, aunque los mejores resultados se obtienen cuando se usan recién preparadas.

2. Expresion de antigenos y fijacion a la membrana de nitrocelulosa

La genoteca esta construida en el siio Eco RI del fago lambda gti1,
localizado proximo al codon de terminacion del gen lacZ, por lo que la expresion del
ADNc sera inducible por IPTG y aparecera como una proteina de fusion con la B-
gaiactosidasa. La insercion del ADNc en el sitio Fco RI produce un cambio
fenotipico de Lac’ a Lac’, siendo posible la seleccion de los fagos que portan inserto
al hacerlos crecer en presencia de X-Gal Ademas, posee una mutacion responsable
de la produccion de un represor termosensible del ciclo litico, que se inactiva cuando
se cultiva a 42° C, permitiendo controlar el paso de lisogenia a lisis con solo
incrementar la temperatura.

Para el rastreo de la genoteca se emples la cepa Y1090, que es deficiente en la

proteasa lon, por lo que se reduce la degradacion del antigeno expresado, y también
porta la mutacion supresora supF, que suprime la mutacion 5100 del fago, responsable
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de la lisis defectiva. Se siguid el protocolo recomendado por el laboratorio que
construyd la genoteca (Clontech), el cual se basa en el descrito por Yaung y Davis
(1983a, 1983b).

Se afladen 100 pl de una dilucion 1/10.000 de la genoteca en tampon de
dilucion de fagos (Tris-HCl pH 7,5 10 mM, MgCl; 10 mM y EDTA 0,1 mM) a un
tubo estéril con tapon de rosca que contiene 200 pl de células sensibles, preparadas
como se ha descrito en el apartado anterior. Se agita suavemente y se incuba a 37°C
durante 15 minutos para sincronizar !a infeccion y reducir la heterogeneidad del
tamafio de calva, pues mientras que la adsorcion del fago a la bacteria no es
termodependiente, la inyeccion del ADN del fago en la bacteria si lo es. :

A continuacion se adicionan 3 ml de LBS previamente fundido y enfriado a
45°C y se vierte sobre una placa ya preparada de LB-agar, agitando suavemente para
que se forme una pelicula homogénea sobre el agar de la placa, y se incuba durante
3,5 horas a 42° C. Durante este intervalo de tiempo se prepararon los discos de
nitrocelulosa.

La nitroceluiosa se manipula con guantes de goma para evitar que las
proteinas de los dedos y otros contaminantes se fijen a ella. Se cortan discos de un
diametro algo menor al de la placa, de tal forma que puedan ser depositadas sobre el
cultivo sin que queden zonas levantadas donde ia transferencia no seria 6ptima. Una
vez cortados tantos discos como placas se estén incubande, se sumergen unos
minutos en una disolucion acuosa de IPTG 10 mM y se dejan secando entre dos
papeles de filtro hasta el momento de ser usadas.

Después de la incubacion a 42° C, se depositan los discos secos sobre las
placas, procurando que contacten perfectamente, y se marca la posicion del disco de
nitrocelulosa sobre el agar mediante pinchazos con una aguja estéril en la zona
periférica. Se dejan incubando a 37° C durante otras 3,5 horas, tras las cuales se
retiran las membranas de nitrocelulosa y cada una de eilas se lava tres veces con 5 ml
de TBS (Tris-HCI pH 7,9 50 mM y NaCl 150 mM) durante tres minutos cada vez.

3. Inmunodeteccion

Una vez fijada la proteina expresada, cada membrana de nitrocelulosa se
bloquea con 1¢ ml de TBS suplementado con leche desnatada al 5% a temperatura
ambiente y agitacion suave durante 30 minutos o bien a 4° C durante toda la noche.
Posteriormente, se lava con tampon TBST (TBS con Tween 20 al 0,05%) durante 6
minutos cinco veces, manteniendo siempre la agitacion, y se cubre cada membrana
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con 30 ml de una dilucion 1/1.000 de anticuerpo en TBSTA (TBST con albimina
sérica bovina al 1%); se deja incubando 1-2 horas a temperatura ambiente y agitacion.

A continuacion, cada membrana se lava 6 minutos cinco veces con 5 ml de
TBST y se incuba con una dilucién 1/1.000 de anti-IgG peroxidasa durante 2 horas a
temperatura ambiente y agitacion. Transcurrido ese tiempo, se lavan las membranas
tres veces con TBST y dos con TBS como anteriormente.

Durante los lavados se va preparando la solucién de revelado: se pesan 20 mg
de 4-cloro-1-naftol (toxico) y se disuelven en 4 ml de 1-propanol. Se mezclan con
20 ml de TBS y en el momento de revelar se afiaden 20 ul de H,0,. Con estas
cantidades hay suficiente para 3 membranas

Tras el dltimo lavado, las membranas se cubren con 7 ml de la solucién de
revelado, manteniéndolas en semioscuridad para evitar la aparicién de coloracion de
fondo. Donde aparezcan pequefias manchas azul-grisaceas la reaccion sera positiva.
La velocidad de aparicion depende de la concentracién de antigeno (proteina
expresada) unida a la nitrocelulosa. Transcurrido un maximo de 50 minutos se da por
finalizado el revelado y se puede considerar resultado negativo donde no haya
aparecido ninguna mancha. Se lavan bien las membranas con H,0 varias veces y se
dejan secar en papel de filtro al abrigo de la luz.

Con los discos de nitrocelulosa ya secos se identifican las calvas positivas
sobre la placa de agar, haciendo coincidir las marcas que se hicieron con la aguja
estéril sobre el agar y las membranas. Con una pipeta Pasteur se extrae el cilindro de
agar que contiene la placa de lisis positiva y se deposita en un tubo de eppendorf
estéril que contiene 1 ml de tampén de dilucion de fagos y una gota de CL;CH, se
cierra y se agita enérgicamente. De esta forma se pueden conservar los fagos durante
largo tiempo.
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V. AISLAMIENTO DE ADN

1. Del bacteriofago

Para crecer fagos al objeto de extraerles el ADN se emplea E. coli Y1088
porque de acuerdo con sus caracteristica genéticas (consultar el apartado 1.2)
previene la restriccion y la recombinacion con el ADN foraneo.

a. Obtencién de lisados (Davis et al, 1987).- A 200 ul de la cepa Y1088
sensibilizadas como se describio en el apartado V.1 se le adicionan 200 pl de fagos y
se incuban a 37°C durante 15 minutos. A continuacion se pasan a un matraz con
10 ml de LB suplementado con SO,Mg 10 mM y ampicilina y se dejan incubando al
menos 6 horas (habitualmente toda la noche) a 37° C y agitacion. La lisis se hace
evidente por la clarificacion del cultivo y la aparicion de restos celulares en forma de
grumos. Posteriormente se afiade cloroformo hasta el 1% (v/v) y se continua la
incubacion 20 minutos mas, al término de los cuales se centrifuga 15 minutos a
12.000 xg v se recupera el sobrenadante, que puede ser almacenado a 4° C con
cloroformo al 0,3% (v/v).

b. Extraccién del ADN (Yamamoto et. al., 1970).- El lisado se incuba a 37° C
durante 1 hora con 30 pl de ARNasa A de 10 mg/ml y 10 ul de ADNasa I de 1
mg/ml. A continuacion se afiade NaCl hasta 0,5M y PEG 8.000 al 10% (p/v). Se
agita suavemente hasta la completa disolucion del PEG y se incuba 1 hora en hielo.
Posteriormente se centrifuga a 12.000 xg y el precitado se resuspende en 300 pl de
TE (Tris-HCI pH 8 10 mM y EDTA 1 mM). Se transfiere a un tubo de eppendorf 'y
se fenoliza (Kirby, 1957) 2 veces con fenol-cloroformo y una con cloroformo-alcohol
isoamilico, dejandose precipitar a -20°C con 1 volumen de isopropanol y 1/2 volumen
de acetato sodico (AcNa) 3M durante 20 minutos. Se centrifuga en centrifuga de
mesa en frio durante 15 minutos y se lava con etanol al 70% frio. Se seca al vacio y
se resupende en 100u! de TE.

2. Plasmidico

La preparacion de ADN plasmidico se realizo a partir de cultivos en fase
estacionaria (habitualmente crecidos durante toda la noche en LB con ampicilina) de
la cepa portadora. En funcion del volumen de cultivo se habla d= miniprep (3 ml),
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midiprep (20-30 ml) o maxiprep (200-250 ml). A lo largo del presente trabajo se
realizaron minipreps y midipreps siguiendo el procedimiento de lisis alcalina descrito
por Ish-Horowicz et al. (1981).

Basicamente consiste en el tratamiento con una solucién de NaOH y SDS para
lisar las células y desnaturalizar el ADN y las proteinas y una posterior neutralizacion
con acetato potisico (AcK) pH 4.8 que origina la precipitacion del ADN
cromosomico y de las proteinas. El ADN plasmidico, por su especial topologia, se
renaturaliza correctamente y queda soluble. Para mejorar la accion desnaturalizante
de proteinas, a la solucién de AcK se le ha afiadido acido formico, resultando un pH
de 5,5. Finalmente, el ADN extraido se purifica mediante extracciones con fenol-
cloroformo y cloroformo-alcohol isoamilico.

a. Miniprep.- Se centrifugan 3 ml de cultivo =n fase estacionara en la centrifuga de
mesa y las células se resuspenden en 100 pl de TE II (Tris-HCI pH 7,6 50 mM y
EDTA 10 mM). Se adicionan 200 pul de NaOH 0,2 Ny SDS 1% , se agita el tubo
por inversion y se incuba en hielo durante 5 minutos. El lisado se neutraliza
afiadiendo 150 pi! de una solucién de AcK 3M y acido formico 1,8M, se mezcla bien y
se deja incubando en hielo 10 minutos. Los restos celulares se eliminan por
centrifugacion durante 10 minutos. El sobienadante se transfiere a vn tubo de
eppendef con 200 ul de isopropanol frio, se agita bien y se deja precipitar durante 5
minutos a -20°C. Se centrifuga 10 minutos y el precipitado se lava con etano} al
70% frio y se resuspende en 100 ul de TE (Tris-HCI pH 8 10 mM y EDTA 1 mM).
A continuacion se le afiade ARNasa hasta una concentracion de 1 pg/ml y se incuba a
37° C durante 1 hora. Para eliminar las proteinas se adicionan 200pl de TE y se
fenoliza 2 veces con 200 pl de fenol-cloroformo y 1 vez con 200 pl de cloroformo-
alcohol isoamilico. Para precipitar el ADN se afiaden 150ul de acetato aménico
(AcNH; ) 7M y 600 pl de etanol absoluto y se deja a -20° C durante 30 minutos. Por
ultimo, se centrifuga, se lava con etanol al 70% y se resuspende en 50 pl de TE.

Ocasionalmente, cuando se requeria un ADN de gran pureza para la
secuenciacion, se us6 el kit Magic-miniprep (actualmente denominado Wizard-
miniprep) de la casa Promega. El protocolo seguido fue el indicado por el
manufacturador.

b. Midiprep.- Se sigue un protocolo analogo al descrito anteriormente. Se parte de
25-30 ml de cultivo en fase estacionaria. Tras centrifugar a 6.000 xg las células se
resuspenden de 5 ml de TE II. La lisis celular Y posterior neutralizacion se hacen con
volimenes 50 veces superiores de los reactivos empleados para la miniprep. El
sobrenadante recogido tras centrifugar a 12.000 xg durante 10 minutos se filtra a
través de un embudo con lana de vidrio y se le afiaden 10 ml de isopropanol frio,
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dejandolo precipitar durante 10 minutes a -20° C. A continuacion se centrifuga 15
minutos a 12.000 xg y se resuspende en 0,6 ml de TE y 0,6 ml de LiCl 5M. Se
centrifuga de nuevo a 12.000 xg durante 20 minutos y el precipitado se lava con 2,5
volimenes de etanol al 70% frio. Se resuspende en 0,3 ml de TE y se incuba con
15 ul de ARNasa de 1 mg/ml a 37° C durante 30 minutos. Finalmente se extrae con
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se precipita con etano! abscluto y AcNH,
como se indico en el apartado anterior.
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VL. TRANSFORMACION DE Escherichia coli

La transferencia de ADN plasmidico al interior de E. coli (transformacion) fue
demostrada por Cohen et al, (1972) a partir de las observaciones de Mandel y Higa
(1979) segun las cuales, la exposicion de E. coli a CaCl,a una temperatura proxima a
los 0° C favorecia la entrada de ADN del bacteriofago lambda (transfeccion). Este
tratamiento con CaCl, en frio origina un estado especial denominado ccmpetencia y
el protocolo original ha sufrido pocas modificaciones.

1. Preparacién de células competentes

Se toman 10 pl de un cultivo en fase estacionaria de la cepa correspondiente
de £ coli y se diluye 1.000 veces en LB, llevandose 4 incubar a 37°C y agitacion
hasta alcanzar la fase exponencial temprana de crecimiento (As00an™=0,4-0,6). A partir
de este momento se trabaja en frio, pues la supervivencia de las células competentes
esta limitada por la temperatura. A continuacion se recogen las células por
centrifugacion a 3.000 xg durante 10 minutos y se resuspenden en 30 ml de una
solucion de CaCl, 60 mM en PIPES 10 mM PH 7 y glicerol al 15% (v/v). Se dejan
incubando en hielo 40 minutos y se vuelven a recoger por centrifugacion 10 minutos a
2.100 xg. De nuevo se resuspenden en 6 mi del tampén anterior y se fraccionan en
alicuotas de 200 pl. Si no se van a utilizar inmediatamente, se almacenan a -80°C.

2. Transformacién de las células competentes

Se afiaden 0,1-1 pg de ADN a una alicuota de 200 ul de células competentes y
se deja incubando en hielo durante 1 hora. Posteriormente se las somete a un choque
térmico de 2 minutos a 42° C, dejandose nuevamente en hielo durante 5-10 minutos.
A continuacion se adicionan 800 ul de medio LB sin ampicilina y se incuban media
hora a 37°C para permitir la expresion de la resistencia a la ampicilina. Finalmente se
siembrar de 20 a 200 pi del cultivo en placas selectivas de LB-agar y ampicilina
100 pg/ml y se dejan crecer a 37°C toda la noche.
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VII. MANIPULACIGN DEL ADN

1. Determinacion de la concentracién de ADN

Para cuantificar v determinar los posibles contaminantes del ADN aislado se
utiliza el método espectrofotométrico descrito por (O'Hara-Mays y Capwell (1993).
Consiste en determinar la absorbancia de la solucion de ADN a 234 nm, 260 nm,
274 nm v 280 nm frente a un blanco de TE. La concentracion de la muestra se calcula
respecto al valor estandar de Ass=1 para soluciones con 50 pg/mi de cadena doble.
La relacion Axs/Aso indica si existe contaminacion con ARN, proteinas o fenol.
Cuando esta relacion es mayor de 1,85 existe contaminacion con ARN y si es menor
de 1,65 la contaminacién es con proteinas o fenol. La presencia de fenol en la
preparacion se confirma cuanto la relacion Azn/Azo es mayor de 1. Cuando la
relacion Asse/Azso es mayor de 0,5 el ADN esta contaminado con proteinas.

2. Restriccion del ADN

Las endonucleasas de restriccion mas utilizadas en Biologia Molecular son las
de tipo II (Fuchs y Blakesley, 1983). Se caracterizan por poseer exclusivamente
actividad nucleasa y reconocer secuencias especificas de 4 a 6 nucleotidos. Cortan
ambas cadenas de la molécula de ADN dentre de la secuencia que reconocen,
generando extremos romos o cohesivos.

Las digestiones con enzimas de restriccion se realizan en las condiciones
optimas fijadas por el manufacturador para cada enzima. Con fines analiticos, una
reaccion tipica consiste en el corte de 0,5-1 ug de ADN con 1-2 unidades enzimaticas
en un volumen final de 25 pl del tampon recomendado por el manufacturador
convenientemente diluido. Con fines preparativos se cortan hasta 5 ug de ADN con
10 unidades enzimaticas en un volumen final de 100-150 pl de tampon. Normalmente
se incuba a 57°C durante 1 6 2 horas, en funcion de la cantidad de enzima que se esté
empleando y teniendo en cuenta que una unidad enzimatica es la cantidad de enzima
que digiere completamente 1ug de ADN (habitualmente del fago lambda) en 1 h en
las condiciones de digestion dptimas.
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3. Amplificacién de AD™ meuiante PCR

Para secuenciar ADN, introducir sitios de restriccion y amplificar fragmentos
de ADN que luego se van a subclonar se ha empleado ia reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988, Innis ef al., 1990, Amheim, 1992; McPhersron
etal., 1992). Consiste en el apareamiento de dos oligonucledtidos que actian como
cebadores a ambos lados del fragmento que se desea amplificar y repetir ciclos de
calentamiento y enfriamiento. La reaccion es posidle gracias al empleo de una ADN
polimerasa extraida de la bacteria termofila, Thermus aquaticus, capaz de soportar
repetidas incubaciones a temperaturas proximas a los 95° C. El aparato de PCR
empleado para el desarrollo del presente trabajo ha sido el Unicycler Linus (Culter),
refrigerado por agua.

Las reacciones de amplificacion se hacen en 100 ul de tampon de PCR
(suministrado por el proveedor de la enzima) convenientemente diluido, dNTP
(desoxirribonucleotidos trifosfato) 0,1 mM y CI:Mg 0,15 mM. Se emplean 20 pl de
cada oligo SuM, 100-150 ng de ADN molde y 2 unidades de Taq ADN polimerasa,
definiéndose la unidad enzimatica como la cantidad de enzima capaz de incorporar
10 nm de dNTP a un material acido insoluble en 30 minutos tras 10 minutos de
incubacion a 74° C en unas condiciones de anlisis normalizadas (Perkin Elmer Cetus,
1989) . El aparato de PCR se programa segun la secuencia: 1 x (ciclo 1) 30 x (ciclo
2) 1 x (ciclo 3). Los ciclos se detallan en la tabla adjunta:

ciclo condiciones finalidad

1 95° C / 5 minutos desnaturalizacién “completa” del ADN molde
2 92° C / 2 minutos desnaturalizacion complejo molde-oligo amplificado
Tm'-5/ | minuto y medio ~ apareamiento del oligo (cebador) y el ADN molde
70° C / | minuto® extension del oligo sobre la cadena molde

3 70° C / 10 minutos rellenar posihles huecos (opcional)

1. La Tm (melting temperature) viene definida por la proporcion de A, C, Gy T presentes en ¢l oligo
segun la formula: 2 i« (A+T) + 4 x (G+C) y da una idea de la temperatura a la que se
desnaturaliza el complejo ADN molde-cebador.

2. En las condiciones de reaccion descritas. 1 minuto es suficiente para amplificar mas de 1 Kb.

Habitualmente se prepara una mezcla de reaccion con el tampon, el Cl,Mg, los
dNTP, los oligos y el ADN en un tubito eppedorf especifico para PCR y se cubre con
30 pl de aceite de parafina para evitar evaporaciones durante el proceso. Se lievan al
aparato de PCR previamenie calentado a 95° C Y se espera a que transcurra el ciclo 1
para adicionar las 2 U de enzima. A esta forma de comenzar ¢l PCR s¢ le denomina
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“Hot Start PCR” y lo que persigue es evitar la aparicion de productos indeseados
como consecuencia de apareamientos inespecificos cebador-molde a temperatura
ambiente (Ruano et al., 1991; Hosta y Flick, 1991).

Cuando termina la secuencia programada, se extrae con una pipeta la fase
inferior (acuosa) -donde ha tenido lugar la reaccion- del tubito de eppendorf, y se
hace una electroforesis en gel de agarosa para comprobar que el proceso ha ido bien.

4. Electroforesis en geles de agarosa

Para visualizar, anaiizar, identificar y purificar fragmentos de ADN se ha
empleado la electroforesis en gel de agarosa. La técnica se basa en el hecho de que a
pH proximo a la neutralidac, la relacion carga/mesa de una molécula de ADN es
constante, independientemente de su longitud, y la migracion a través del gel depende
fundamentalmente del tamafio de la molécula de ADN, de su grado de enrollamiento y
de la concentracion del agarosa presente en el gel. Asi, para moléculas con un mismo
grado de enrollamiento, la tasa de migracion es inversamente proporcional a su peso
molecular (McDonell ef al., 1977).

Rutinariamente se han preparado geles de agarosa al 0,8% (p/v) en TBE (Tris
0,089 M, acido borico 0,089 M y EDTA 2 mM), pero en algunos casos, cuando el
tamafio de los fragmentos de ADN que se deseaba analizar eran menores de 0,3 Kb,
se ha recurrido al empleo de agarosa de bajo punto de fusion NuSieve GTG (FCF
corporation) al 3,5% (p/v) en TBE. Por cada 5 pi de muestra a analizar se afiade 1l
de tampon de carga (glicerol 30% (v/v), azul de bromofenol 0,3% (p/v)) y la
separacion se lleva a cabo por electroforesis horizontal sumergida en TBE a un voltaje
de 5-10 Vicm. Para la visualizacion, e! gel se tifie por inmersion en una solucion de
bromuro dc etidio de 1 pg/ml (p/v) durante 10-15 minutos y, tras lavar con agua, se
expone a luz ultravioleta de 254 nm en un transiluminador.

El tamafio de los fragmentos de ADN se ha estimado por interpolacion en
curvas del logaritmo del tamafio frente a la movilidad relativa de dos patrones de
restriccidon comerciales:

-El genoma del fago lambda digerido con Hind III y Eco RI (Promega): fragmentos
comprendidos entre 21,2 Kby G,5 Kb. :

-Digestién de pBR322 suplementado con fragmentos de ~1 Kb (Marcador X de
Bochringer Mannheim): fragmentos de 12,2 Kb a 0,13 Kb.
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S. Recuperacién de moléculas de ADN de geles de agarosa

Tras identificar el fragmentc de ADN que se desea extraer, como se ha
indicado en el apartado anterior, se corta con un bisturi el trozo de agarosa que lo
contier:2 en trocitos lo mas pequefios posibles y se distribuye en tubos de eppendorf
con un volumen de fenol. Se agita vigorosamente hasta conseguir que se emulsione y
a continuacion se sumerge en nitrogeno liquido. Posteriormente se centrifuga durante
15 minutos a temperatura ambiente en centrifuga de mesa y se continua fenolizando
como se describio en el apartado V.2.a.

6. Ligacion de ADN

La ligacion de dos fragmentos de ADN consiste en la formacion de un enlace
fosfodiéster entre los extremos 3 -hidroxilo y 5'-fosfato de ambas moléculas. Esta
reaccion puede ser catalizada por diferentes ligasas, pero para clonar se suele emplear
la ligasa del fago T7 por su eficacia Y porque permite ligar extremos romos. FI
resultado de la reaccion viene condicionado por la concentracion de ADN, la
temperatura de incubacion y el tiempo de reaccion (Dugaiczyk et al., 1975 y Maniatis
et al., 1989).

Para la ligacion de moléculas de ADN se ha partido de plasmido linealizado y
de fragmento de ADN, obtenidos ambos por digestion con una o varias enzimas de
restriccion en sitios compatibles para ia ligacién y purificados como se ha descrito
anteriormente. Estas moléculas se combinaron segun proporciones variables en
funcién del tamafio del ADN a insertar y del vector, no sobrepasando la cantidad de
ADN final de 300 ng. La reaccién se llevo a cabo en 20 pl del tampor recomendado
por el manufacturador convenientemente diluido y 1 unidad de ligasa del fago T4,
incubandose durante toda la noche a 12-15°C.

7. Secuenciacion

Se ha utilizado el método de terminacién de cadena de Sanger ef al. (1977),
también conocido como método “dideoxi” o método enzimitico. Basicamente
consiste en la realizacion de una copia complementaria del ADN de cadena sencilla
cuya secuencia se desea determinar, empleando para ello una ADN polimerasa y un
oligonucledtido o primer que actie como cebador. El método aprovecha la
capacidad de la ADN polimerasa para reconocer como sustrato a los 2',3'-
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didesoxirribonucledtidos (ddNTPs), los cuales, por carecer de del grupo -OH en 3/,
originan el bloqueo de la reaccion. Asi, realizando cuatro reacciones paralelas con
una mezcla adecuada de dNTPs, y en cada una de ellas uno de los ddNTP, sr. puede
determinar la secuencia.

a. Secuenciacion manual: Kit de la Sequenasa (USB) y marcaje radiactivo.- La
“Sequenase” version 2 es la ADN polimerasa del fago T7 modificada genéticamente
para eliminar la actividad exonucleasa 3’5" que presenta el enzima salvaje (Tabor y
Richardson, 1987, 1989). Para el marcaje radiactivo se ha utilizado [c-"°S]dATP y
para minimizar !as compactaciones el analogo 7-deaza-dGTP, en lugar de 4GTP, en la
mezcla de marcaje (Mizusawa et al., 1986). Los oligonucledtidos empelados fueron:
pUC/M13 Forward (5'- gtt ttc cca gtc acg ac-3")
pUC/M13 Reverse (5'- cag gaa aca gct atg ac -3°).
Se ha seguido el protocolo del kit de la “Sequenase” de USB, aunque con algunas
modificaciones.

Se parte de 18 pl de una miniprep del ADN que se pretende secuenciar y se
incuba con 2 pl de ARNasa de 1 mg/ml durante 15 minutos a 37° C. Posteriormente,
el ADN es desnaturalizado por tratamiento con 5 pl de una solucion de NaOH IN y
EDTA 1 mM otros 15 minutos a 37° C y se precipita con 1 volumen de isopropanol
frio y 1/10 volumen de AcNa 3M. Se centrifuga 5 minutos en una centrifuga de mesa
y se resuspende en 20 pl de TE o H;0.

Se toman 8 pl del ADN previamente desnaturalizado y se hibridan 15 minutos
a 37°C con 1 pl de cebador (de 10 pg/ml) y 2 i del tampén que recomienda el
manufacturador. A continuacion se distribuyen 2,5 il de la mezcla anterior sobre las
paredes de cuatro tubos de eppendorf, con 2 pl de una de las tres mezclas de marcaje
mostradas en la tabla adjunta:

A B C

T 59 ul 56 ul 52

DTTO,IM 1 pl 11! 11 ul
Mezcla ANTPs 2,2ul 4 5ul oul
Sequenase 3l 3l 3ul
¥S-dATP 5pl 5pul 5ul
Tampon dilucion 10 pl 10 pl 10ul

A. ldeal para ieer la zona proxima al cebador, pero solo se podran
leer alrededor de 250-270 bases.

B. Permite leer hasta 350 bases

C. Util cuando se corren geles largos (80-100 cm) o al 5 % de
acrilamida. Bajo estas condiciones sc pueden leer regiones
alejadas del ceador hasta ura distancia de 1 Kb.
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Se centrifuga para que contacten ADN y mezcla de reaccion simultaneamente
en los cuatro tubos y rapidamente se adicionan, de la misma forma, 2 pi de mezclas de
dNTPs con ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP respectivamente y se incuba a 27° C
durante 3 minutos. Finalmente, se para la reaccién adicionando a cada tubo de
reaccion 4 pl del tampén de carga de electroforesis (solucion en formamida de azul de
bromofenol 0,2 % (p/v), xilanilcianol 0,2 % (p/v) y EDTA 10 mM pH 8).

La separacion de los oligonucledtidos -marcados y de cadena sencilla-
resultantes de la reaccion de secuenciacion se lleva a cabo mediante electroforesis en
geles (40x20 cm) de acrilamida al 6 % y urea 6 M en tampén TBE. Antes de cargar
la muestra, se someten a un campo eléctrico de 31 mA en tampén TBE para aumentar
la temperatura del gel hasta aproximadamente 50°C. A continuacién se cargan 4yl de
muestra previamente incubada al bafio maria durante un par de minutos y se corre la
electroforesis a intensidad constante de 31 mA en tampén TBE.

Tras finalizar la electroforesis, el gel se transfiere por adherencia a papel
Whatman 3 MM vy se lava con una solucién fijadora de acido acético glacial al 10%
(V/V). Se cubre con papel de plastico transparente y se seca al vacio en un secador de
geles Bio-Rad a 80° C durante 90 minutos. Posteriormente, se expone a una pelicula
Hyperfilm B-Max (Amersham) durante al menos 24 horas en oscuridad y a
temperatura ambiente, tras lo cual se revela empleando métodos estandar.

b. Secuenciacién automsitica: Kit Jmol (Promega) y marcaje fluorescente.- Este
kit se basa en una reaccion de PCR, empieando una Taq ADN polimerasa (Innis e al.,
1988) modificada para eliminar la actividad exonucleasa 5'— 3’ y lograr mejores
resultados con ADN molde de doble cadena. La reacciér de PCR, al realizarse a
temperatura elevada, implica numerosas ventajas, entre las que cabe destacar un
incremento en la especificidad del apareamiento ADN molde-cebador y menor
frecuencia de aparicion de estructuras secundarias. Ademas se reduce la cantidad
necesaria de ADN molde (del orden de femtomoles). No se ha recurrido al marcaje
radiactivo porque los oligos (cebadores) estaban marcados fluorescentemente en el
extremo 5'. La sintesis de los oligonucledtides y la electroforesis se licvaron a cabo
en el Instituto de Parasitologia Lopez Neyra (CSIC), empleando para la lectura de los
resultados el sistema Base Station DNA Sequencer de Millipore.

Se ha seguido el protocolo del kit, aunque con ligeras modificaciones: se
prepara una mezcla de reaccion con 4,25 pl del tampon 5x recomendado por el
manufacturador, 400 ng de ADN molde (obtenido usando el Kit Magic-prep
(Promega) pasa lograr una mayor pureza) , 6 pmoles de cebador y 1 pl d:: Tag ADN
polimerasa. Se preparan cuatro tubitos de eppendorf para PCR, cada uno e elios con
1 ul de mezcla diluida al 50% de ¢NTPs (el dGTP se ha sustituido por 7-deaza-
dGTP) y ddATP, ddCTP, ddGTP o ddTTP respectivamente y se les adicionan 4 pl de
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la mezcla de reaccion. Se centrifuga para que entren en contacto y se cubren con
20 pl de aceite de parafina. Rapidamente y en bafio de hielo se llevan al apartado de
PCR, previamente calentado a 95° C, y se ejecuta el siguiente programa:

ciclo condiciones

1(1 ve2) 95° C / 2 minutos

2 (30 veces) 92° C / 1 minuto
T eparcamienso / 1 Minuto
70°C/ | minuto

1. Tm*ﬂlﬂ: Tm - 50 C

Una vez completado ei programa, se elimina el aceite de parafina lavando dos
veces con 200 pl de cloroformo y se seca a 60° C y vacio durante 30 minutos.
Finalmente, se resuspende en 3 pl de tampon de carga de la electroforesis (azul
dextrano al 0,5% (p/v) en formamidz).

La muestra se llevaba al servicio de secuenciacion del Instituto de
Parasitologia Lopez Neyra, donde corrian la electroforesis y los resultados eran
leidos automaticamente por el sistema Base Station DNA Sequencer (Millipore).
Habitualmente solo habia que supervisar que la lectura automatica era correcta y
corregir, apoyado por el software del sistema, los posibles errores.

7.1. Estrategias de secuenciacion

Al principio se secuencié siguiendo el protocols tradicional: kit de la
Sequenasa y secuenciacion de ambas cadenas complementarias al objeto de verificar la
secuencia. Este sistema, ademas de tedioso, implica la manipulacion de radiactividad.
Ademas, si el fragmento de ADN es demasiado largo para secuenciarlo a partir de un
sitio unico de unioa del cebador, hay que subclonar delecciones seriadas.

Cuando se puso a punto el protocolo de secuenciacién automatico se cambié
de estrategia: se continu6d secuenciando en ambos sentidos, pero cada reaccion se
realizo por triplicado y se calculo la secuencia consenso. A partir de esta secuencia
consenso se fueron disefiando oligonucledtidos que actuasen como cebadores, asi no
hubo que recurrir a la realizacion de delecciones seriadas. En la tabla adjunta se
muestran los oligos disefiados:
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secuencia

5'-eocaaactattcagtagag-3'
5'- caa cta cct ttg cct tgt - 3°
5'- cge tgg (gt tge tta tag -3

5'-ctt gtt gea gtg tig ag -3°

Ademas, como la secuencia consenso que se iba obteniendo era tan fiable (a
veces se llegaron a realizar seis reacciones de una misma zona) no hubo necesidad de
continuar secuenciando una vez que los resultados de la secuenciacion en ambos
sentidos se solaparon en la zona central.

7.2 Andlisis de Jas secuenciss

Para el anélisis de las secuencias, ademas del software del sistema Base Station
DNA Sequencer (Millipore), se ha recurrido al Genetics Computer Sequence
Sequence Analysis Software Package (version 7.3), el cual permite realizar NUMErosos
estudios sobre la secuencia nucleotidica y aminoacidica, tales como busquedas en

bancos de secuencias, mapeos de restriccion, alineamietos de secuencias y calculo de
la secuencia consenso, traduccion segun todas las posibles pautas de lectura
(consultar apartado XiI).

8. Mutagénesis dirigida

Se ha seguido el protocolo descrito por Corkmack (1991). Basicamente
consiste en realizar dos PCR (ver Fig. 3). Er el primero se amplifican de manera
independiente las regiones comprendidas entre la zona donde se localiza la mutacién y
los extremos amino y carboxilo respectivamente. Los oligos complementarios a la
zona donde se localiza la mutacion han sido disefiados de manera que porten la
mutacion que se desea incluir y que sean complementarios. Para el segundo PCR se
emplea como molde los fragmentos obtenidos en el anterior, previa purificacion por
electroforesis y extraccion de Iz banda (consultar apartados VIL.4 y VILS5) y durante
él se logra la regeneracion del fragmento completo ADN que codifica la proteina con
la mutacion deseaa.
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Segundo PCR

Fig. 3.- Esquema del procedimiento seguido para realizar mutagénesis dirigida. La
zona comprendida entre las dos barras horizontales indican el lugar donde se pretende
introducir la mutacion y la X representa la mutacion. Los oligos Up y Do son
complementarios y portan la mutacion que se desea introducir.
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VIIl. RIBRIDACIONES DE ACIDOS NUCLEICOS

1. Southern Blotting

Consiste en la transferencia de moléculas de ADN separadas por electroforesis
en gel de agarosa a una membrana de nitrocelulosa (Southern, 1975) o de otra
naturaleza. Tras la inmovilizacion son hibridadas con una sonda de ADN o ARN
marcados. Existen diversas técnicas de transferencia, pero las mas usadas son las
basadas en fenémenos de capilaridad.

a. Aislamiento de ADN.- Sc siguieron los protocolos descritos en el apartado V

b. Marcaje de la sonda de ADN.- Se empled el kit DNA 5'-End Labeling System
(Promega) y e! protocolo seguido fue el indicado por el manufacturador. Se incuban
10" pmoles de extremos 5° con 0,5 U de fosfatasa alcalina, en un volumen final de
50 ul, durante 30 minutos a 37°C. Se repite el proceso adicionando 0,1 U mas de
fosfatasa alcalina. Tras fenolizar, el ADN se trata con 8-10 U de T4 polinucledtido
quinasa y con [y-"’P] ATP (de manera que quede una concentracion de al menos 1uM

en la reaccion) y se incuba del orden de 10 minutos a 37° C para marcar el extremo 5'.
Finalmente, se para la reaccion adicionando 1 ul de EDTA 0,5 M. La actividad
especifica resultante debe ser mayor o igual a 10° cpm/ug de sonda (suficientes para,
tras hibridar, detectar cantidades de ADN del orden de 0,5 pg).

¢. Electroforesis y Transferencia.- Se corre una electroforesis en gel de agarosa tal
y como se describié en el apartado VII.4. A continuacion se incuba con ua volumen
suficiente de solucion desnaturalizante (NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M) durante 30
minutos y agitacion suave. Se lava con agua destilada y se incuba en las mismas
condiciones otros 30 minutos con un volumen similar de solucion de neutralizacién
(Tris-HCI 1 M pH 7,5 y NaCl 3 M). Paralelamente, se corta un trozo de membrana
de nailon GeneScreen Plus (NEN) de un tamafio superior al del gel y se incuba
durante 15 6 20 minutos en tampon SSC 10x (Citrato sodico 0,3 M pH 7 y NaCl
3M). Posteriormente se monta el siguiente sistema: se cortan dos tiras de papel
Whatman 3MM de un ancho similar al gel y de una longitud suficiente como para
alcanzar un reservorio inferior de solucion de transferencia (SSC 10 x) y otras dos de
tamafio similar al gel y todas ellas sc kumedecen en solucién SSC 10 x. Se colocan
las tiras mayores sobre un cristal, con los extremos sumergidos en SSC 10 x y sobre
ellas el gel, en posicion invertida. A continuacion, sobre el gel se deposita la
membrana y sobre ésta las dos tiras de papel Whatman de menor tamafio. Por altimo,
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se coloca abundante papel absorbente y un peso de 0,25 Kg. homogéneamente
distribuido. Con plastico flexible o con parafina se sellan los bordes del gel al objeto
de evitar el paso marginar de la solucion de SSC a la membrana, obligandiola a
ascender por capilaridad a través del gel. Se deja transferir durante toda la noche. A
la mafiana siguiente, 1a membrana se lava con SSC 2 x y se incuba 1 hora a 80°C para
fijar el ADN transferido.

d. Hibridacién y deteccién.- Tras fijar, la membrana se prehibrida incubandola al
menos 1 hora a 68° C con 20 ml de solucion de hibridacion (SSC 5x, reactivo de
bloqueo (Boehringer Mannheim) 2%, N-lauril sarcosina 0,1% y SDS 0,02% (p/v))
por cada 100 cm’ de membrana. Posteriormente, se cambsia la solucion empleada en
la prehibridacién por 2,5 ml/100 cm’ de solucion de hibridacion con 10 ng/mi de
sonda marcada (previa desnaturalizacion) de actividad especifica 10° cpm/pg. y se
incuba a 68° C durante toda la noche.

A la mafiana siguiente, se lava dos veces a temperatura ambiente con 1
volumen de solucion de lavado 1 (SSC 2x y SDS 0,1% (p/v)) durante 10 minutos y
otras dos a 68° C, 15 minutos cada vez, con solucién de lavado II (SSC 0,1x y SDS
0,1% (p/v)). Por ultimn, se lava la membrana con SSC 2x a temperatura ambiente y
se expone a una pelicula Hyperfilm f-Max (Amersham) 2 horas (o toda la noche si
fuese necesario), tras lo cual se revela empleando métodos estandar.

2. Northern blotting

Consiste en la transferencia de ARN fraccionado mediante electroforesis en
gel de agarosa a una membrana (Alwine ef al, 1977). Posteriormente, es hibridado
con sondas de ADN o ARN marcadas. La técnica difiere del Sauthern blotting en los
pasos iniciales pues, al irabajar con ARN, la electroforesis hay que realizarla en
condiciones desnaturalizantes. Ademas, durante todo el proceso hay que cuidar las
contaminaciones con ARNasa, por lo que se toman las siguientes precauciones:

-Se esteniliza el material de vidrio a 200° C durante toda la noche.

-El material que no resista estas condiciones, se lava con una solucion de dietil
pirocarbonato (DEPC) al 0,05% durante 1 hora y se autoclava 30 minutos para
eliminar las trazas de DEPC.

-El agua y las soluciones se suplementan con DEPC al 0,05% y se autoclavan durante
1 hora.

-Se trabaja con guantes.
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a. Aislamiento de ARN.- Se empleé el método desarrollado por Summers et al.
(1970) para obtener ARN de bacterias gram negativas de forma rapida.

Se recogen por centrifugacion a 12.000 xg durante 10 minutos las bacterias de
10 ml de cultivo en fase estacionaria. Se resuspenden en 10 ml de tampon A (Tris-
HCl 15 mM pH 8, sacarosa 0,45 M y EDTA 8 mM) y se adicionan 80 pl de lisozima
(50 mg/ml). Se incuba 15 minutos en hielo. Los protoplastos formados se recogen
por centrifugacion S minutos a 6.000 xg y se resuspenden en 0,5 ml de tampén de lisis
(Tris 30 mM pH 7,4 NaCl 100 mM, EDTA 5 mM y SDS 1% (p/v)) suplementado
con 100 pg/ml de proteinasa K. Se incuba 5 minutos a 37°C. A continuacion, en
bafio de hielo, se adicionan 250 pl de una solucién saturada de NaCl (40 g /100 ml)
y se deja en hielo 10 minutos para que precipiten las proteinas y el ADN. Se
centrifuga 10 minutos en centrifuga de mesa y se recoge el sobrenadante en dos tubos
de eppendorf. Se les adiciona 1 ml de etanol absoluto frio y se deja precipitando 30
minutos a -20° C. Se centrifuga en frio y los precipitados se lavan con 500 ul de
etanol al 70%. Finalmente, el ARN se resuspende en 100 pl de agua, se cuantifica y
se determina su pureza tal y como se describié en el apartado VII.1.

b. Marcaje de la sonda de ADN.- Para este tipo de hibridaciones se marco con
digoxigenina por random-primed: se incuba ADN monocatenario con una mezcla de
hexanucleotidos que actian como cebadores y se sintetiza una copia, empleando

-UTP marcado con digoxigenina. Sobre la digoxigenina se fija un anticuerpo

conjugado con fosfatasa alcalina que reacciona con el lumigen PPD (Boehringer
Mannheim) originando luminiscencia. Se ha empleado el DIG DNA Labeling and
Detection Kit Nonradiactive (Boehringer Mannheim) y el protocolo siguido fue el
indicado por el manufacturador.

Se desnaturaliza el ADN que va a ser marcado calentandolo 10 minutos a 95°
C. Setoma 1 pg de dicho ADN y se incuba 1 hora a 37°C en presencia de la mezcla
de dNTP (con Dig-dUTP), la de hexanucleotidos y 2 U de enzima Klenow. La
reaccion se para con 2 pl de EDTA 0,2 M PH 8 y se precipita con 2,5 pl de LiCl 4 M
¥ 75 ul de etanol absoluto a -70° C durante 30 minutos. Se lava con etanol al 70% y
se resuspende en 50 ul de TE. El porcentaje de ADN marcado frente al no marcado
varia en funcion de la cantidad de ADN inicial y de las horas de marcaje. Para 1 ug,

tras una hora de reaccion, el 26% del ADN estari marcado.

¢. Electroforesis y transferencia.- El ARN, el ser de cadena sencillz, tiene gran
tendencia a formar estructuras secundarias, por lo que la electroforesis se realiza en
condiciones desnaturalizante.
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Se prepara un gel al 1,2% disolviendo 1,2 g de agarosa en 72 ml de agua y se
enfria hasta 60°C. A continuacion se le afaden 10 ml de tampon MOPS 10x (MOPS
0,4 m pH 7, acetato sddico 0,1 M y EDTA 0,01 M) y 18 mi de formaldehido 12,3 M
(la concentracion final en el gel sera 2,2 M). Una vez gelificado, las muestras se
diluyen hasta 30 pl en 5 ul de MOPS 10x, 9 ul de formaldehido 12,3 M y 25 i de
formamida. Se mezclan bien y se adicionan 10 pul de tamp6n de carga (EDTA 1 mM
pH 8, azul de bromofenol 0,25 % (p/v), xilanilcianol 0,25 % (p/v) y glicerol 50%
(v/v)). La electroforesis se corre a un voltaje constante de 5 V/cm.

La transferencia se realizd siguiendo un esquema analogo al descrito para el
Southern blotting. Se emplearon membranas de nailon cargadas positivamente
(Boehringer Mennheim): se lava repetidas veces el gel con agua tratada con DEPC
para eliminar el formaldehido y se trata con una solucion SSC 20x durante 45 minutos
(opcional). Paralelamente, la membrana se equilibra en SSC 20x. Se monta un
sistema analogo al descrito para el Southern blotting y se deja transfiriendo durante
toda la noche. A la mafiana siguiente se lava con SSC 2x y se fija como se describid
para el Southern blotting.

d. Hibridacién y deteccién.- La membrana se prehibrida con solucion de hibridacion
(la misma descrita para el Southern blotting, pero con formamida 50%) durante 3
horas a 42° C (cuando la sonda sea de ARN, a 60° C). Se desnaturaliza la sonda de
ADN vy se adiciona a una soiucion de hibridacion (con formamida al 50%) nueva. Se

continua la incubacion a 42° C toda la noche. A la mafiana siguiente se lava segun lo
descrito para el Southern blotting

La deteccion se realizd siguiendo el protocolo recomendado por el
manufacturador para el empleo de Lumigen PPD (Boehringer Mannheim): La
membrana se lava 5 minutos con solucion de lavado (a. malico 0,1 M pH7,5 NaCl
0,15M y Tween 20 0,3% (v/v)) y se bloquea durante 30 minutos en solucion de
bloqueo. Posteriormente se incuba con una dilucién 1/5.000 del anticuerpo anti-
digoxigenina en tampon de bloqueo durante 30 minutos y se lava con la solucion de
lavado. Se equilibra 5 minutos en tampon de sustrato (Tiis-HCl 0,i M pH 9,5 NaCl
0,1 M y MgCl, 50 mM) y se incuba 5 minutos en solucion de sustrato (Lumigen PPD
(10 mg/ml) diluido 1/100 en tampon de sustrato). A continuacion se escurre la
membrana, se sella en una bolsa de plastico y se incuba 5-15 minutos a 37° C. Por
altimo, se expone a una pelicula Hyperfiml MP (Amersham) durante 15-25 minutos a
temperatura ambiente y se revela utilizando métodos estandar.
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IX. EXPRESION EN Escherichia coli

1. Expresién de! inserto de ADN¢ transportado por lambda gt11

Tras rastrear la genoteca como se indico en el apartado IV, se procedié a
expresar en E. coli Y1090 los clones aislados y, tras lisar las bacterias, se medio
actividad a los extractos crudos para analizar si codificaban tiorredoxina.

Se incuban 200 pl de bacterias sensibles (consultar apartada IV.1) con 200 pl
del clon de fagos a expresar (titulo del orden de 10'®) 15 minutos a 37° C.
Posteriormente se adicionan 50 ml de LB con ampicilina y se comienza a incupar a
30° C y agitacion durante 3 horas. Se suplementa con IPTG 1 mM y se continua la
incubacion a 42° C y agitacion 1 hora més. Por ultimo, las bacterias se recogen por
centrifugacion 10 minutos a 6.000 xg y se resuspenden en 1 ml de tampon Tris-HCl
30 mM pH 7,9. Para liberar la proteina expresada las células fueron sonicadas (5
pulsos de 50 W y 30 segundos).

2. Expresion de los piasmidos recombinantes

Una vez que se ha aislado el fragmento de ADN que codifica una proteina y se
conoce su secuencia, ésta puede ser expresada en E. coli si se subclona
convenientemente en un vector de expresion adecuado. Como ya se indico
anteriormente, se ha subclonado en plasmidos de la familia pET y se ha expresado en
la cepa BL21(DE3) (consultar los apartados I y I1l;, de la casa Novagen.

Se parte de una colonia de BL21(DE3) transformada con el plasmido que se
desea expresar y se incuba en LB suplementado con ampicilina a 37° C y agitacion
hasta alcanzar la fase estacionaria del crecimiento. De este cultivo se toma 1 mly se
distribuye en 2 matraces con 400 ml de LB y ampicilina cada uno. Se continua la
incubacion hasta fase estacionaria. A continuacion se adicionan 1.200 ml de LB a
cada uno y se distribuyen en diferentes matraces. Se continua con la incubacion hasta
que el cultivo alcanza una DOsgo nm =0,8-1, momento en el que se induce la expresion
por adicion de IPTG hasta una concentracion de 100 uM y se deja a 37°C y agitacion
entre 4 y 6 horas. Finalizada la expresion, las células se recogen por centrifugacion a
6.000 xg durante 10 minutos y se almacenan a "°C hasta comenzar la purificacion.
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X. PURIFICACIONES DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES
EXPRESADAS

1. Purificaciéon de Ia FBPasa cloroplastidica de guisante recombinante

En colaboracion con el Dr. Jean Pierre Jacquot, del Institute de
Biotechnologie des Plantes (Universidad de Paris Sud), desarrollamos el siguiente
protocolo (Jacquoi et al., 1995): las células correspondientes a 5 | de cultivo se
resuspenden en 60 ml de tampon de resuspension ( Tris-HCl 30 mM pH 8,
2-mercaptoetanol 1,4 mM y EDTA 1 mM) y se pasan tres veces a través de una
prensa French a 60 MPa. A partir de este momento y durante todo el proceso de
purificacion se trabaja en frio. El material insoluble se elimina por centrifugacion 30
minutos a 50.000 xg y el sobrenadante se somete a un tratamiento térmico: 60° C
5 minutos. Las proteinas desnaturalizadas se precipitan por centrifugacion 20 minutos
a 50.000 xg y el sobrenadante es fraccionado con sulfato amonico al 35% y a
saturacion al 85% , tras lo cual, las proteinas precipitadas se resuspenden en 50 ml de
tampon acetate sodico 50 mM pH 5.5 y se dejan dializando durante toda la noche
frente a 5 | del mismo tampon. A continuacion, la muestra es cargada en una
columna de intercambio ionico DEAE Sephacel (Pharmacia) de 2,5x20 cm,
equilibrada con el tampon acetato, y se eluye a un flujo de 60 mi/h y un gradiente de

CINa de 0 a 500 mM en el mismo tampon. Las fracciones que presentar actividad
FBPasa son reagrupadas y concentradas para a continuacion cargarlas en una columna
de gel-filtracion ACA 44 (LKB) , equilibrada con el tampén acetato anteriormente
descrito. Tras eluirlas con el tampon acetato por accion de pres:on hidrostatica, se
concentran y distribuyen en alicuotas de 1 ml. Se almacenan a -70°C.

Para purificar las FBPasas mutantes se sigue el mismo protocolo descrito para
la nativa, pero como resultan ser mas inestables, se evita el tratamiento térmico.

2. Purificacién de las tiorredoxinas recombinantes

Se ha seguido el protocolo descrito por Hodges et al. (1994) para la
purificacion de la tiorredoxina f de guisante recombinante, aunque con algunas
modificaciones:

Las células correspondientes a la expresion de un cultivo de 3,2 | se

resuspenden en 40 ml de Tris-HCl 30 mM pH 7,9 y se pasan a través de una presa
French a 60 MPa . A continuacion, se eliminan los restos celulares por centrifugacion
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30 minutos a 20.000 xg y se fracciona con sulfato amonico al 40% hasta saturacion
al 85%. Las proteinas precipitadas son resuspendidas en 7 ml de Tris-HCI 30 mM pH
7,9 NaCl 300 mM y 2-mercaptoetanol 1,4 mM y se cargan en una columna de gel-
filtracion Sephadex G50 de 4,5x60 cm. Se eluyen con 800 ml del mismo tampén a un
flujo de 1,5 m/minuto. Las diferente fracciones fueron analizadas por electroforesis
en gel de poliacrilamida (consultar e! apartado XI.2) y las que contenian la
tiorredoxina fueron concentradas y recromatografiadas en las mismas condiciones.
Finalmente, las alicuotas que contenian tiorredoxina f pura, fueron concentradas y
distribuidas en alicuotas de 1 ml.

La tiorredoxina m, a diferencia de la £, es bastante termorresistente (Agostino
y Hatch, 1993) por eso, para purificar la tiorredoxina m de guisante recombinante se
introduce un paso adicional: tras centrifugar el extracto celular prensado, se incuba a
84° C durante 10 minutos . No se aprecia pérdida de actividad y si se logra una
precipitacion selectiva de gran parte de las proteinas contaminantes. Esto se traduce
er que con un solo pase por la columna Sephadex G50 se cbtiene la proteina
purificada a homogeneidad.

El hibrido m/f es también termorresistente, pero manifiesta una gran tendencia
a la agregacion. Como censecuencia de ello, se calienta el extracto a 70° C durante
10 minutos y, tras centrifugar para eliminar las proteinas desnaturalizadas, el
sobrenadante se concentra por precipitacion con SO4(NH,), al 90%. Antes de cargar
en la columna, se dializa frente a tampon Tris-HCl 30 mM pH 7,9 NaCl 500 mM y

2-mercaptoetanol 1,4 mM. Se continua segin lo descrito para la tiorredoxina f

No ha sido posible purificar a horaogeneidad el hibrido fim. De acuerdo con
consideraciones teéricas (Wilkinson ef al., 1991) es muy probable que aparezca
formando cuerpos de inclusion, por éso se ha seguido el protocolo descrito por
Aguilar ef al. (1992): tras prensar, los cuerpos de inclusion se recoge por
centrifugacion 2 20.000 xg durante 10 minutos. Se resuspenden suavemente durante
10 minutos er 10 ml de tampon de desnaturalizacion (Tris-HCl 50 mM pH 7,3 urea
1 My EDTA 10 mM). Se centrifuga y se repite el proceso 2 veces con tampén de
desnaturalizacion v dos veces con agua destilada fiia para lavar. A continuacién se
solubilizan en 25 ml de tampon de solubilizacion (POHK; / PO,K; 50 mM pH 10,5
EDTA 1 mM), agitando suavemente a temperatura ambiente durante 4 horas, tras las
cuales se centrifuga para eliminar el material insoluble. Finalmente, se dializa 24 horas
frente a 1 | de tampon de dialisis (Trietanolamina-acetato 20 mM pH 7) a temperatura
ambiente y otras 24 horas més frente a otro litro del mismo tampon a 4°C.
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XI. ANALISIS DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

1. Cuantificacién

Se utiliza el kit de Bio-Rad basado en e! cambio de color de un colorante en
funcion de la concentracion de proteina presente en el medio (Bradford, 1976). La
sensibilidad es del orden de ipg, analoga a la del método de Lowry (Lowry et al.,
1951) y, aunque ésta varia para diferentes proteinas de forma mas acusada que en el
método de Lowry, presenta numerosas ventajas frente a él, entre las que cabe
destacar;

-Mavor facilidad de uso, pues solo requiere un reactivo y cinco minutos.

-El tiempo de incubacion no es critico a la hora de medir ya que el complejo
colorante-proteina es bastante estable.

-Es compatible con la mayoria de los tampones que habitualmente se emplean, siendo
minoritarios los que provocan interferencia.

Siempre se ha seguido el protocolo indicado para soluciones de proteina de
concentracion menor a 25 pug/ml (microensayo). Se prepara una so'ucion madre de
albumina sérica bovina de 500 mg/l. A partir de esta solucion madre se pieparan
soluciones patron que contengan 0, 0,1, 0,5, 1, 5, 10y 25 pg/ml en el mismo tampén
en el que estén las proteinas que se pretende cuaniificar. A continuacion, a 800 pl de
las soluciores patron o de las soluciones problema convenientemente diluidas (para
que la concentracion de proteina sea menor de 25 ug/ml) se les adicionan 200 ul de la
solucton colorante sin diluir (azul coomassie G-250 en acido fosforico y metanol) y se
agitan bien. Se esperan 5 0 10 minutos y se mide en el espectrofotometro a
595 nm. EIl color es estable durante 1 hora. El ensayo se hace por triplicado y la
concentracion de proteina de las muestras es la media de las interpolaciones en la
recta de regresion de la Asos frente a la concentracion de proteina patron.

2. Electroforesis

Para controlar los diferentes pasos de las purificaciones, asi como para
determinar lo pesos moleculares y puntos isoeléctricos, se realizaron electroforesis en
geles de acrilamida.
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a. SDS-PAGE

La electroforesis vertical en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
(Lacmmili, 1970; Starita-Geribalde e7 al., 1993) fue la técnica empleada como control
de pureza, para determinar pesos moleculares y como primer paso en el Western
Hlotting. Se ha utilizado el equipo Mini-Protean I (Bio-Rad), con el cual, a pesar del
pequefio tamafio de los geles (7 x 8 cm y 0,75 mm de grosor), se c%iienen buenas
separaciones con un ahorro de tiempo considerable.

Los geles separadores se preparan al 12,5% cuando se trabaja con FBPasas y
al 15% para las tiorredoxinas y proteinas hibridas. El concentrador, en ambos casos,
al 4%. En la tabla se detallan las proporciones para la elaboracion de d-s geles:

concentrador separador
15% 12,5% 4%

Agua destilada 2,35ml 3,35 ml 6,1 ml
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2,5ml 2,5ml

Tris-HC1 0,5 M pH 6,8 2,5ml
SDS 10% 100 pl 100 pl
Acrilarrida/Bis 30% ' 5ml 4 ml 1,3ml

Persulfato aménico al 10% % 50 pl 50 ul 50 ul

TEMED * 5ul Sl 10 pl

1. Solucion de acrilamida al 29,2% y N,N"-metilenbisacrilamida ai 0,8%
2. Extemporaneo
3. N,N,N’.N’-tetrametiletilendiamina

La muestra se diluye 1: 4 en tampon de carga (Tris-HCI 125 mM pH 6,8
gliceroi 0,1% (v/v), SDS 0,5% (p/v), azul de bromofenol 0,05% (p/v),
2-mercaptoetanol 50 mM) hasta un volumen final de 25 pl. A continuacién se incuba
5 minutos a 95°C y se cargan 20 pl. La electroforesis se corre en tampon Tris 25 mM
Glicina 192 mM pH 83 y SDS 0,1% (p/v) a 200 V (voltaje constante ) entre 45
minutos y 1 hora.

En funcién de la cantidad de proteina que se hubiese cargado y de la
sensibilidad deseada, el gel se tefiia con piata o con azul coomassic.
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Tincion con Coomassie.- Se tifie durante 30 minutos en una solucién de azul
Coomassie R-250 al 0,1% en solucion fijadora (metanol 40% (v/v) y acido acético
10% (v/v)). Para decolorar se incuba durante 1-3 horas en solucion fijadora, con
frecuentes cambios de solucion para eliminar el colorante extraido (Garfin, 1990). Se
detectan bandas con una concentracion de proteina del orden de 0,1-1 pg, por lo ue
se empleo para seguir los diferentes pasos de las purificaciones.

Tincién de plata.- Se incuba 30 minutos con solucién fijadora (metanol 50% (v/v),
acido acético 12% (v/v) y formaldehido al 37% 0,5 ml/l), tras los cuales se lava dos
veces con etano! al 50% durante i0 minutos. Posteriormente se trata con una
solucion de Na;S;0; -5 H;0 0,8 mM durante 1 minuto y se lava con abundante agua
destilada 3 veces 20 segundos. Se incuba con la solucion de impregnacion (NOs;Ag
11,8 mM y formaldehido al 34% 0,75 mi/l) durante 10 minutos y se lava con agua
destilada 2 veces 20 segundos. A continuacion se trata con la solucion de revelado
(COsNa; 0,723 M, formaldehido al 37% 0,5 ml/l y Na,S,0; -5 H;O 16 uM) hasta que
aparezcan las bandas. Por ultimo, se lava con agua destilada varias veces y se para la
reaccion con solucion de parada (metanol 50% (v/v) y acido acético 12% (v/v)). Se
detectan bandas con una concentracion de proteinas del orden de 10-100 ng (Merril et
dl., 1984; Blum et al., 1987).

b. Isoelectroenfoque

Las experiencias de icoelectroenfoque para determinar el punto isoeléctrico de
ias proteinas recombinantes se realizaron en el sistema LKB 2117 Multiphor, disefiado
para electroforesis horizontal, empleado geles de rango de pH 3,5 - 9,5. Al objeto de
lograr una resultados reproducibles, los geles y todos las soluciones fueron adquiridas
a la casa LKB y el protocolo seguido fue el indicado por el manufacturador:

Sobre el gel, una vez eliminado del plastico protector y colocado sobre la
placa refrigerante, se colccan dos tiras de papel de filtro sobre las que se aplica la
solucion del catodo (NaOH 1M) y la del anodo (H:PU, 1M) respectivamente. A
continuacion, papelitos de filtro impregnados con 10-20 p! de muestra se depositan
sobre el gel a 1-3 cm del catodo, se conecta el sistema y se programa segun lo
indicado por el manufacturador para el rango de pH 3,5 - 9,5: 1500 V, 50 mA, 30 W
y 1,5 horas.

Tras finalizar el programa, se retiran los papel:s de filtro empapados en las
soluciones de electrodos y las muestras, y el gel se sumerge en solucion de fijacion
(acido sulfosalicilico 0,2 M y acido tricoloroacético 0,7 M) entre media y una hora.
Se preincuba una hora en solucion dz decoloracion (etanol 25 % (v/v) y a. acético 8%
(v/v)) para eliminar los restos de anfolinas y ajustar el pH al de la solucion de tincion
(azul Coomassie al 0,115 % en solucion de decoloracion). Posteriormente se incuba
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con solucion de tincion durante 10 minutos a 60° C y se decolora lavando con
solucion de decoloracion.

En alguna ocasion se realizo tincion de plata. El protccolo seguido es el
mismo descrito para SDS-PAGE, pero hay que realizar un pretratamiento con
solucion de fijacion descrita en el parrafo anterior durante 1 hora y lavar durante 2
horas con a. tricloroacético 0,7 M en metanol al 30% (v/v). Posteriormente se
continua con el protocole de tincién de plata lavando con etanol al 50% (viv).

3. Determinacion de actividades enzimaticas

Los valores de actividades enzimaticas se expresan en unidades internacionales
(UN), definidas como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 umol de
producto por minuto en unas condiciones de reaccion determinadas. En preparados
enzimaticos no puros, la concentracion de enzima puede ser expresada en términos de
unidades por ml de preparado o como actividad especifica (unidades por mg de
proteinz). La actividad se determiné como e! incremento por minuto de absorbancia a
340 nm en un espectrofotometro Perkin-Elmer (modelo ambda).

a. Actividad de la Fructosa-1,6-bisfosfatasa cloroplastidica

La determinacion de la actividad fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa)
cloroplastidica se realizé siguiendo el protocole descrito por Lazaro ef al. (1974),
basado en la reduccion de NADP" en exceso de Mg ** (10 mM) y en presencia de las
enzimas auxiliares fosfoglucosa isomerasa (FGI) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH), segun la secuencia de reacciones acopladas:

FBPasa FGI G6PDH
Fructosa-1,6-bisfosfato » Fructosa-6-fosfato ——— Glucosa-6-fosfato ——6-fosfogluconato

Pi " NADPH

NADP'

Se combinan entre 10 y 20 pi del preparado enzimatico con mezcla de
reaccion (Tris-HCI pH 8,8 EDTA, Cl,Mg, NADP, fructosa-1,6-bisfosfato (FBP), FGI
y G6PDH) y se ajusia el volumen a 1 ml con agua destilada para que las
concentraciones presentes en el ensayo sean: Tris-HCl 100 mM pH 8.8 EDTA
0,5 mM, Cl;Mg 10 mM, NADP 0,3 mM, FBP 0,6 mM, FGI 1,4 Ul y G6PDH 0,7 UL
Se mide la variacion de la absorbancia a 340 nm por minuto.
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b. Activacion de !a Fructosa-1,6-bisfosfatasa por Tiorredoxiaas

Se siguié el protocolo descrito por Prado ef al. (1992). El ensayo se basa en
que a pH 7,9 la FBPasa no es aciiva a no ser que previamente sea reducida por un
donador de equivalentes de reduccion. En este ensayo, la tiorredoxina, tras ser
reducida por el DTT (Herting y Wolosiuk, 1980), actia como agente reductor,
cediendo equivaientes de reduccion a la FBPasa y activaindola. Como el DTT
(ditiotreitol) también puede actuar directamente sobre la FBPasa, hay que realizar un
blanco sin tiorredoxina y restarlo a los valores activacion obtenidos.

El ensayo se realiza en dos pasos:

1. Activacion: en un volumen final de 100 pl se incuban tiorredoxina y FBPasa en
mezcla de incubacion (Tris-HCl pH 7,9 100 mM, DTT 2,5 mM, FBP 0,4 mM
Cl1,Ca 0,05 mM), durante 10 minutos a 20°C.

. Catalisis: transcurridos los 10 minutos de activacion, la mezcla se pasa a una
cubeta con 900 pl de Tris-HCI 50 mM pH 7,9 ChbMg 1 mM, FBP 0,36 mM,
EGTA (acido etilenglicol- bis(B-aminoetil éter)-N.N.N’,N’-tetraacético) 0,02 mM,
NADP 0,3 mM, FGI 1,4 Ul y G6PDH 0,7 Ul. Se mide la variacion de la
absorbancia por minuto a 340 nm.

¢. Actividad de la Malato deshidrogenasa

La determinacion de la actividad! NADP-MDH se basa en la cuantificacion de
la oxidacion del NADPH al catalizar el enzima la reduccion de oxalacetato a malato
(Johnson et al., 1987):

MDH
Oxalacetato ————» Malato

~—* NADP'
NADPH

Se opera de manera analoga a como se describio para la actividad de la
FBPasa, pero la composicion de la mezcla de reaccion es Tris-HCI 100 mM pH 7,9
oxalacetato 1,7 mM, EDTA 0,5 mM, NADPH 0,3 mM.

d. Activacion de Ia Malato deshidrogenasa por Tiorredoxinas

En este ensayo, la malato deshidrogenas es activada por tiorredoxina,
previamente reducida por DTT, pero de manera despreciable por el DTT (Johnson et
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al., 1987). El esquema de reaccion es analogo al descrito para la activacion de la
FBPasa por tiorredoxina, pero los reactivos cambian:

1. Activacion: en un volumen final de 100 pl, se incuban tiorredoxina y MDH en
mezcla de incubacion (Tris-HCI 100 mM pH 7,9 DTT 5 mM, NADPH 0,3 mM) a
20°C 10 minutos.

2. Catalisis: tras la incubacion, la mezcla de activacion se transfiere a una cubeta con
900 pl de la siguiente mezcla de reaccion: Tris-HCI 100 mM pH 7,9 oxalacetato
1,7mM, EDTA 0,5 mM, NADPH 0,3 mM. Se mide la variacion de la absorbancia
por minuto a 340 nm.

e. Determinacién de pardmetros cinéticos y andlisis de la cooperatividad

Al objeto de minimizar los errores consecuencia de la preparacion de las
mezclas de activacion y de catalisis, cada curva se repitié completamente varias veces
en el transcurso de diferentes dias. Realizamos diferentes tipos de representaciones
graficas para analizar los parametros cinéticos y la existencia de cooperatividad (I.H.
Segel, 1975):

a. La representacion de la variacion por minuto de absorbancia a 340 nm frente a la
coacentracion de¢ modulador o sustrato nos permitio determinar la velocidad
maxima y la concentracion de saturacion de modulador/sustrato.

b. La representacion del inverso de las variaciones de absorbancia frente al inverso de

la concentracion de modulador/sustrato nos dio una idea de la cooperatividad.
Cuando el resultado es una recta, la cinética es michaelina y no hay cooperatividad.
En este caso la recta corta a los ejes de ordenadas y abscisas en los puntos 1/Vmax
y -1/Km respectivamente.
Si existe cooperatividad positiva, la recta tiende a la horizontalidad a medida que
se aproxima al origen de coordenadas. Si la cooperatividad es negativa, la curva
muestra una tendencia a la verticalidad. En estas circunstancias no se puede
calcular los valores de Vmax y Km a partir de la representacion de inversos.

c. Una opcién para hacer que los datos de una cinética se ajuste a una recta es realiza
una representacion de log [V/(Vmax-V)] frente a log [S]. La ecuacion de la recta
resultante es:

log [V/(Vmax-V)] = ny log [S] - log K ' (ec. de Hill en forma logaritmica)

siendo: ny el coeficiente de Hill ny >1 cooperatividad positiva,
ny < 1 cooperatividad negativa
K ' una constante una constante que engloba factores de interaccion.
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El indice de Hill esta relacionado con el nimero minimo de sitios de union del
modulador/sustrato al enzima y K’ esté relacionada con Sy 5 segin K’ = [Sos]™

d. La representacion de Scatchard permite analizar la cooperatividad. Si cuando se
representa V/[S] frente V el resultado es una recta, no existe cooperatividad.
Cuando lo que se obtiene es una curva céncava, la cooperatividad es negativa. Si
es convexa la cooperatividad es positiva.

4. Técnicas inmunolbgicas

a. Western blotting

La transferencia se realizo de acuerdo con el protocolo descrite por Tobwin ef
al. (1979) y posteriormente por Gershoni y Palade (1983), aunque con algunas
modificaciones. Se emple6 el equipo Mini Trans-Blot (Bio-Rad), perfectamente
compatible con el Mini-Protean (Bio-Rad).

Tras realizar la electroforesis de las muestras en SDS-PAGE en geles al
12,5%, (consultar apartado XI.2.a), se corta la membrana de nitrocelulosa y gel y
membrana se incuban 15 minutos en tampon de transferencia (Tris 25 mM Glicina
192 mM pH 8,3 y Metanol 20% (v/v)). Se monta el equipo de manera que la
membrana quede en el dnodo y el gel en el catodo y se realiza la transferencia a 100 V
durante 1 hora.

Una vez finalizada la transferencia se comienza con la inmunodeteccion: se
bloquea con 5 ml de TBS (Tris-HCI 50 mM pH 7,9 y NaCl 150 mM) suplementado
con leche desnatada al 5 % a temperatura ambiente y agitacion durante 30 minutos o
a 4° C toda la noche. Se continua con ei proceso tal y como se describic en el
apartado IV 3.

Cuando se deseaba incrementar ia sensibilidad del medio se recurria a la
deteccion por quimioiuminiscencia. El protocolo es basicamente el mismo, pero la
dilucién de anticuerpo secundario (anti-IgG peroxidasa) es 1/4.000 en lugar de
1/1.000. La composicion del reactivo de revelado (fotosensible) es: 8 mg luminol
(Boehringer Mannheim) en 20 ml Tris-HC! 50 mM pH 8,6 y NaCl 150 mM. Justo en
el momento de revelar se adicionaban 260 ul de 4-yodofenol al 1% en dimetil
sulfoxido y 3,2 ul de H,O, . Se incuba la membrana con esta solucion durante 2 6 3
minutos y, tras escurrirla bien, se envuelve con plastico de cocina y se expone a una
pelicula para auto-radiografia Hyperfilm MP (Amersham) en un cassette de Kodak.
Si la luminiscencia es visible, con 2 6 3 segundos de incubacion es suficiente. En caso




MATERJALES Y METODOS

contrario, con 15 6 30 minutos se obtiene una buena sefial. Por uitimo, la pelicula se
revela utilizandc métodos estandar.

b. ELISA

El protocolo empleado es basicamente el descrito por Hermoso ef al. 1987).
Se realizo en placas microtiter de 96 pocilios y fondo plano (Dinatech Laboratories,
Inc.).

En cada pocillo, se incuban 200 pl de diluciones seriadas de la muestra en
tampon de fijacion (CO;Na; /HCO;Na 50 mM pH 9,6 y NiNa 0,02% (p/v)) durante 3
horas a 37°C. A continuacion se realizan tres lavados de 3 minutos cada uno con
300l por pocillo de PBST (POH;K/PO,HNa, 20 mM pH 7.4 NaCl 154 mM, Tween
20 0,05 (v/v)) y se bloquea con 300 pl por pociilo de PBSTA (PBST suplementado
con albumina sérica bovina al 0,1%) 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, tras eliminar el PBSTA pero sin lavar, se adicionan 200 ul por pocillo
de una dilucion 1/1.000 del anticuerpo primario en PBSTA y se incuba 1 hora a 37°C.
Se lava tres veces con PBST como se describio anteriormente y se incuba 1 hora a 37°
C con 200 ul por pocillo de una dilucién 1/1.000 del anticuerpo secundario en
PBSTA. Se lava de nuevo con PBST tres veces y se adicionan 200 pl por pocillo de
solucion de sustrato (extemporanea): 10 mg de o-fenilidendiamina (toxica) en 25 ml

de tamp6n citrato/fosfato 0,1 M pH S, suplementado con 10 ul de H,0, justo al
revelar. Se incuba 30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad. La reaccion se
para adicionando 100 ul por pocillo de SOH, 4 N y se lee la absorbancia a 452 nm en
un lector de placas Titertek Multiskan Plus.

S. Anilisis de la interaccion de la Tiorredoxina con Fructosa-1,6-bisfosfatasa
recombinante

Al objeto de comprobar hasta que punto habia interaccion entre la FBPasa y
las tiorredoxinas se siguio el siguientes protocolos:

a. Mediante FPLC

En uii volumen final de 120 p, se incuban la FBPasa v la tiorredoxina en una
relacion estequiométrica 1:8 durante 10 minutos a temperatura ambiente en tampon
de incubacion (Tris-HCl 160 mM pH 7,9 DTT 2,5 mM FBP 0,4 mM y ClCa
0,05 mM).  Posteriormente, sc cargan en una columna Superosa 12 (1x36 cm)
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conectada a un FPLC (Pharmacia) y se eluye a un flujo de 0,4 ml/min con el tampon
de incubacion. Se recoge en fracciones de 100 ul y se ensaya actividad en las
siguientes dos condiciones (consultar apartados X1.3.a y X1.3.b).

& Medida de la actividad FBPasa a pH 8,8 y en presencia de exceso de Mg*’
(10 mM).

¢c. Medida de actividad FBPasa dependiente de tiorredoxina si adicionar tiorredoxina
m exogena.

En experiencias previas pasamos la FBPasa y tiorredoxina solas, y localizamos las
fracciones en que salen amas enzimas midiendo actividad FBPasa dependiente de
tiorredoxina al objeto de verificar que el paso por la columna no las inactiva ni origina
la formacién de agregados.

b. Medianie ELiSA

Se preparan soluciones madre de las tiorredoxinas m, /'y del hibrido m/f en
tampon de fijacion de ELISA y se fijan a la placa de ELISA 200 pl de diluciones
seriadas 1:2 de las mismas para que la concentracion de tinrredoxina por pocillo sea
de 60 ng a 1,875 ng. Se deja toda la noche a 4° C. Tras bloquear con PBSTA, se
incuba 1 hora a 37° C con 200 pl de diferentes solucioncs de FBPasa en tampon de
fijacion (Tris-HC1 100 mM pH 7,9 DTT 2,5 mM FBP 0.4 mM y Cl;Ca 0,05 mM) para
que las relaciones FBPasa. Td queden como sigue: 1/16, 1/8, 1/4, 1/2, 1/1 y 1/0,5. Se
lava tres veces con PBST y se incuba 1 hora a 37° C con 200 pl de una solucion
1/1000 de anticuerpo anti-FBPasa. Se sigue la ELISA como se describio en el
apartado X1.4.b
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XIL. SOPORTE INFORMATICO

La informatica ha jugado un papel fundamental en el desarrollo del presente
trabajo, pues con la ayuda de elia hemos analizado los resultados de las experiencias
de secuenciacion y hemos pedido predecir el comportamiento y modelar las moléculas
con las que hemos trabajado. Hemos utilizado los siguientes tres tipos de software
(Bishop y Rawiing, 1987, Gribskov y Devereux, 1991):

1. GCG Sequence Analysis Software Package (Universidad de Wisconsin).- Es un
paquete de programas para grandes ordenadores conectados a redes. Accediamos a
¢l a traves de la cuenta que tenemos en SAMBA (Samba.cnb.uam.es) y hemos usado
las siguientes opciones:

1.a. SeqEd

Es un editor interactivo que permite introducir y modificar secuencias. Las
secuencias pueden ser introducidas desde el teclado de la terminal o bien empleando
un Graf/Bar Digitizer.

L.b. PileUp

Crea alireamientos de hasta 300 secuencias de una longitud maxima de 5000
caracteres, empleandc para ello una simplificacion del método de Feng y Doolittle
(1987). Comienza alineando las dos secuencias mais similares, creando un cluster de
dos secuencias alineadas. Este cluster es a continuacion alineado con la siguiente
secuencia o cluster mas homologo, repitiendo la operacion hasta lograr agrupar todas
las secuencias en un alineamiento de mayor a menor homologia.

l.c. Map
Crea un mapa de restriccion de una secuencia dada y la traduce segun las seis

posibles pautas de lectura. Se pueden seleccionar tanto las enzimas de restriccion
como el tipc de pauta de lectura que debe seguir para la traduccion.
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1.d. Motifs

Comprueba si alguna de las claves (motifs) definidas en el PROSITE
Dictionary of Protein Site an Patterns (Bairoch,1989 y 1990) esta presente en la
secuencia que se esté estudiando. Al final presenta una resefia bibliografica
actualizada de cada una de las claves encontradas en la secuencia.

1.e. StringSearch

Permite buscar secuencias en los bancos de datos GenBank, EMBL,
SwissProt, PIR-Protein, PIR-Nucleic y VecBase. La biisqueda se puede realizar
introduciendo el nombre del organismo, del gen ... y el resultado es un fichero en ¢l
que aparecen los nombres de las secuencias encontradas junto a una breve descripcion
de las mismas y el codigo de acceso.

L.f. Fetch

Copia un fichero de un banco de datos en el directorio de trabajo, haciendo
posible visualizarlo en !a pantalla de la terminal. Puede introducirse un nombre
genérico (ej.: Hum* implica que buscara en todos los bancos de datos las secuencia
que comiencen por Hum- y las copiara), o bien el codigo de acceso de una secuencia
concreta.

1.g. PeptideStats

Da un breve resumen estadistico de la composicion de una secuencia
aminoacidica y calcula la masa molecular, el punto isoeléctrico del péptido y €.
Para calcular el pK, asume que todos los aminoacidos ionizables (Cys, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Tyr) son accesibles al medio y que los valores de pK, de cada uno de ellos
no esta alterado por los aminoacidos adyacentes. Debido a ello, el punto isoeléctrico
teorico puede diferir del experimental.

El céalculo del coeficiente de extincion se realiza de manera analoga al punto
isoeléctrico: los residuos son considerados aminoacidos individuales y el coeficiente
de extincion es la suma de los coeficientes de esos residuos (Trp, Tyr, y Cys debido
al puente disulfuro). Se asume el mismo principio que para el punto isoeléctico: el
entorno que rodea a estos aminoacidos no afecta a su coeficiente de absorcion, pero
cuando se comparan los valores experimentales con las predicciones se comprueba
que los errores mayores del 15% son poco frecuentes (Gill y Hippel, 1989).
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2. PC-Gene (Intelligenetics Inc)

Programa para PC que recoge gran numero de algoritmos comerciales.
Hemos utilizado los siguientes:

2.a. SOAP

Permite evaluar la hidropatia de una secuencia aminoacidica usando el métedo
de Kyte y Doolitle (1982), el cual se basa en la combinacion de escalas establecidas de
forma experimental (medida de la energia libre de transferencia de compuestos
modelos desde fases acuosas a diferentes fases polares) y otras estadisticas (basadas
en las preferencia de los diferentes amincécidos por situarse en zonas expuestas u
ocultas de estructuras proteicas conocidas). En cada posicion se calcula la
hidrofobicidad media de los aminoacidos incluidos en una ventana de extension
predeterminada (9 aminoécidos en nuestras experiencias). También puede predecir,
por el método de Klein er al. (1985), si una proteina de membrana es periférica o
integral, y en éste ultimo caso predecir los fragmentos transmembrana.

2.b. Flexipro

Basado en el algoritmo descrito por Karplus y Schulz (1985), mide la
flexibilidad de la cadena en funcion de factores de temperatura atomica (valores B o
factores de Debye-Waller) de los atomos de carbone o. Los valores B representan
una medida del desplazamiento de cada atomo de su posicion media determinada en
31 proweinas de estructura tridimersional conocida con una resolucion mayor o igual a
0,3 nm, de mas de 30 residuos y una identidad menor del 50% entre ellas. Definen el
parametro B normalizado medio de manera que valga 1 para todas ias proteina y
clasifican los aminoacidos en rigidos y flexibles en funcion de que el parametro B
normalizado sea menor o mayor de 1 respectivamente. Aplicando este criterio
determinaron los valores B normalizados para residuos sin aminoacidos rigidos
adyacentes y con uno o dos aminoacidos rigidos adyacentes. Estos valores son
utilizados para predecir la flexibilidad relativa de una determinada cadena en una
posicién n a partir de la suma ponderada de los valores B normalizados para las
posiciones n-3 a n+3,

2.c. Antigen
Los determinantes antigénicos corresponden a zonas exteriores de la molécula

expuestas al medio, por lo que estarin constituidas basicamente por aminoacidos
hidrofilos. Segin ésto, basandose en el método descrito por Hopp y Woods (1981),
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el programa asigna a cada aminoacido un valor de hidrofilicidad y luego hace un
promedio de ia hidrofilicidad de ia cadena. El punto de mayor hidrofilicidad media
corresponde o estd en las proximidades de un determinante antigénico. Se ha
empleado un tamafio de ventana de 6 aminoacidos para hacer los calculos de
hidrofilicidad media.

3. Servidores

Los servidores son ordenadores que poseen un software que les permite
recibir y responder automaticamente a los mensajes que reciban por E-mail (Smith,
1993). Hemos recurrido a los siguientes servidores:

3.a. PredictProtein E-MAIL PDH

E! servidor esta localizado er el European Molecular Biology Laboratory
(EMBL) en Heidelberg y trabaja sobre alineamientos de secuencias en lugar de sobre
secuencias individuales (Rost e¢f al., 1994).

Da una prediccion de estructura secundaria de la secuencia basada en tres
estados: a-hélice (a-hélice, estructuras 3,0 y n-hélice), lamina B y loop (rurns, B
(residuos aislados de estructura B), bends y coil). Se envia la secuencia del péptido
cuya estructura secundaria se desea conocer al servidor PredictProtein@EMBL-
Heideleber. DE (Rost ef al., 1994) y se recibe via E-mail la prediccion junto a datos
relativos al alineamiento y a los residuos cuya fiabilidad de prediccion es del 83%.
Hay que destacar que el método ha sido ideado para proteinas globulares
hidresolubles. La probabilidad de prediccion correcta para a-hélice es del 72 % y del
57 °% para lamina P, siendo del 72,1% la probabilidad de prediccion correcta para la
secuencia completa.

Durante el proceso, el servidor realiza una busqueda de secuencias homdlogas
y, mediante los programas HaxHom y HSSP (Sander y Schneider, 1991) las alinea
con la proteina cuya estructura va a determinar. Sobre este bloque de secuencias
alineadas, mediante algoritmos, el programa PDHsec (Rost y Sander, 1993a, 1993b)
realiza una prediccion de estructura secundaria de acuerdo con la estructura primaria.
A continuacion hace una prediccion de estructura secundaria en base a estructura
secundaria: refina la prediccion filtrando lo predicho en el paso anterior para eliminar
artefactos (como un residuo en a-hélice en medio de una estructura ). Finalmente,
de todas las posibles predicciones, en funcion de varios ajustes, selecciona la que
obtiene mejor puntuacion, que es la que devuelve.




MATERIALES Y METODOS

3.b. Swiss-Model Server

El servidor esté localizado en el GLAXO Institute for Molelcular Biology
(GIMB) de Ginebra y, en principio, el unico requerimiento para modelar una proteina
es que cxista otra, cuya estructura tridimensional sea conocida, lo mas parecida
posible. El resultado final esta directamente relacionado con el grado de identidad
entre ambas. Todo el proceso se puede resumir en 7 pasos:

1. Superposicion de las estructuras tridimensionales que presentan homologia con la
secuencia que se pretende modelar.

2. Alineamiento de dicha superposicion con la secuencia a modelar.

3. Generacion de un principio de esqueleto de la secuencia a modelar sobre la base del
alineamiento del paso anterior.

4. Reconstruccion del esqueleto eliminando los /loops.

5. Generacion del esqueleto definitivo.

6. Correccion y reconstruccion de las localizaciones de las cadenas laterales d= los
aminoacidos.

7. Verificaciones y refinamiento del modelo.

Puede trabajar a dos niveles: First Approach mode (se envia una secuencia
que el ordenador alinea con las que aparecen en el banco de datos de proteinas y
acidos nucléicos cristalizadas PDB) y Optimise mode (lo que se envia es la secuencia
previamente alineada con las secuencias que se consideren de interés). En ambos
casos, el modelo es construido por el progama ProMod (Peitsch y Jongeneel, 1993)
solo si el alineamiento es lo suficientemente bueno. Accedimos a Swiss-Model a
través de Intemet en la siguiente direccion: http:/expasy.hcuge.ch/swissmod/SWISS-
MODEL .html y trabajamos en el primer nivel.

El modelo es visualizado con la ayuda del programa Rasmel Molecular
Graphics Windows v 2.5, obterido via FTP en la direccion:

ftp://ftp.dcs.ed.ac.uk/pub/rasmol

El programa lee ficheros de coordenadas y los transforma en diferentes tipos
de representaciones de moléculas, mostrando caracteristicas tales como estructura
secundaria, puentes disulfuros, puentes de hidrogeno...
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1. CLON DE LA TIORREDOXINA m DE GUISANTE

1. Aislamiento del clon de Ia Tiorredoxina m

Se rastrearon independientemente 6 alicuotas de titulo del orden de 10° ufp/ml
(unidades formadoras de placas de lisis por ml) de la genoteca de ADNc de guisante
(consultar Materiales y Métodos 1.1 y IV) con anticuerpos policlonales anti-Td m de
guisante. Tras resizmbras sucesivas de los clones positivos, segiin se esquematiza en
la Tabla I, se aislaron 5 clones que eran reconocidos por los anticuerpos anti-Td m.

Los numerosos intentos de separacion de los insertos de ADNc del vector
lambda gt11 por digestion con Eco RI resultaron infructuosos. Esto, unido ai hecho
de que similar problema se le present6 al Dr. Carrasco en el aislamiento y
subclonacion de la FBPasa cloroplastidica de guisante, nos hizo pensar que tal vez en
la construccion de la genoteca se altero el sitio Eco RI, no siendo éste reconocido por
el enzima.

Como alternativa a la digestion con Eco RI, amplificamos por PCR los
insertos de ADNc, empleando para ello los cebadores lambda gt11 normal y reverso
(Materiales y Métodos VII.3). En la Fot. 1 se muestran los insertos de los clones
aslados, oscilando sus tamafios entre las 0,85 Kb del T,y 1,1 Kb del Ts;

Fot. 1.- Insertos de ADNc
que codifican péptidos
recontocidos por anti-Tdm
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3* Resiembra

Clon®

1(4)

1.1(#)

1.2(+)

1.1.1(H

1.2.1 (+)
1.22(+)

31.1(+)

32.1(4)

1.1.1.1(+H)

1222 (+H)

3111 (+)

3211 (+)

T

T,
Ts

6(-) —

TABLA L- Esquema del proceso seguido para rastrear la genoteca. (1) Los pasos en los que
no aparecieron calvas positivas se han sefialado con (—) cuando aparecieron positivas y
negativas con (+) y cuando solo aparecieron positivas con (++). (2) Denominacion final de
los clones aislados.

Como ya se describio en la Introduccién, la mayoria de las tiorredoxinas tienen
una masa molecular en torno a 12 kDa., lo que traducido a aminoacidos equivale a
109-110, es decir, el tamafio del ADNc que codifica la tiorredoxina m esperado era
del orden de 330 pb. Por elio, tratamos de caracterizar en la medida de lo posible los
clones aislados antes de iniciar la secuenciacion sistematica de los mismos,
hibridandolos entre ellos y expresindolos para hacerles un Western blotting. En la
Fot. 2 se muestra el resultado de hibridar cada clon marcado con **P con él mismo y
los restantes (Materiales y Métodos VIII. 1) al objeto de identificar falsos positivos o
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Fot 2.- Resultado de hibridar cada clon con los demas y consigo mismo.

clones que codificasen solo parte de la tiorredoxina m. Se comprueba que todos
reconocen a todos, o lo que es igual, que todos codifi ;an lo mismo.

Como un paso mas de caracterizacion, se expresaron todos ellos en £. coli
Y1090 y se realizo un Western blotting de los lisados (Materiales y Métodos IX.1 y
X1.4.a), apareciendo en todos los casos una banda reconocida por los anticuerpos
anti-Td m a la misma altura que la correspondiente a la tiorredoxina m purificada de
hoja de guisante.

A partir de los resultados de la caracterizacion, decidimos comenzar a trabajar

con el clon T3 , por ser uno de los de mayor tamafio (del orden de 1 Kb) y preseniar
mejor reconocimiento con los anticuerpos en el Western blotting.

2. Subclonacién y secuenciacién del clon T;

Se decidio subclonar en el sitio Eco RI del vector pTZ18R (Materiales y
Métodos III), porque ios clones no presentaban sitios de restriccion para dicha
enzima. Previamente a la subclonacion hubo que generar un sitio Eco RI en ambos
extremos del clon T;. Para ello se ligaron los extremos romos del clon T3 con los del
adaptador Eco RI de la casa Promega. Al plasmido recombinante se le denominé
pT3.

Se realizd un mapeo de restriccion de pT3, apareciendo secuencias de corte
para las enzimas Hind III, Nco I y Ava II. Las dos ultimas son de gran interés para
apoyar la identidad tiorredoxina m del clon T, puesto que los clones de las
tiorredoxinas de E. coli y Anabaena sp. (Lim ei ai., 1988), asi como los de la
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mayoria de las tiorredoxinas, presentan un sitio de restriccion para Ava II entre la Gly
y la Pro del centro activo (W-C-G-P-C), y en el de la tiorredoxina m de espinaca,
justo delante del centro activo (P-W-C-G-P-C), aparece un punto de corte para Nco
I (Wedel e al., 1992).

La mayor parte de la secuenciacion se realizo6 mediante PCR en ambos
sentidos, empleando el kit fimol/ (Promega) y marcaje fluorescente (Materiales y
Métodos VII.7). A partir de la secuencia obtenida, se iban sintetizando nuevos
oligonucleétidos que actuasen como cebadores, permitiendo avanzar hacia el interior
del clon desde ambos extremos. De esta forma se leyeron las 853 pb
correspondientes al clon T; que se detallan en la Tabla II, aunque no se pudieron
resolver dos ambigiiedades, el nucledotido 399, que puede ser A6 T (m) yel 792, G 6
T (k).

Estos resultados se publicaron en Plant Physiology (Lépez Jaramillo ef al.,
1994) y la secuencia se envié al banco de datos EMBL Data Library, quedando
registrada con el nimero de acceso X76269.

3. Anslisis de la secuencia del clon T,

Cuando se tradujo la secuencia del clon T; , se encontré que contenia un
marco abierto de lectura (open reading frame) desde el codon de iniciacion ATG (52)
al de parada TGA (568) (Tabla IIT).

De acuerdo con las predicciones de ordenador, la proteina codificada tenia
172 aminoacidos y 19,15 kDa de masa molecular, 7,3 de punto isoeléctrico y cero de
carga. Estas predicciones estaban lejos de los 12 kDa de masa molecular esperados.
Por ello, mediante el programa MOTIFS, se consulto el Prosite Dictionary of
Proteins Sites and Patterns (A. Bairoch, 1989 y 1990), quedandc confirmada la
naturaleza tiorredoxina Jel clon T; (Tabla IV). Ademas, nuestros resultados
encajaban plenamente con los obtenidos por Wedel et a/ (1992) para la tiorredoxina m
de espinaca con el péptido de transito: 181 aminoacidos y 19,8 kDa.
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1
ctectteatt

61
gagagcttgt

121
ttcaagggaa

181
ctcaacagtt

241
gaagcigtaa

301
agtgaaacac

361
gcgectataa

421
aacacagatg

481
ctgtttttca

541
ctgtctgaga

601
tatgacatgc

661
acatgctgat

721
ctttatcatc

781
tecttgrata

841
tctttcaaaa

ttCCCAMACT ATTCAGTAGA Gttacataca

TNL -

ttaagagtat ccacaccaag acctcattgt

aagcttgtct tctcacctca aaaagtagga

tcacttCOCT GATGTTACTT AThGaaaatc

atgaagttca

vtgtgettgt

ttgatgaatt

aatctccaaa

agaatggaga

aagtggaaaa

attataatat

ttcatttatc

actatatgta

tktettttgt

851

aaa

™2 -

agtagtgaat

agatttttgg

agccaaagag

cactgcaacg

gagaaaagac

gtatatttga

cagaaatgaa

ccattetttt

agggttatgt

ttttcatcat

gactcaagct

gcagcatggt

Nco I

tatgctggma

aagtatggaa

agtgtaattg

tgcatgaact

tggaatggga

cagaaaataa

cttcctecat

60
catggccctt

12¢
tgtcttcatc

180

ttcaagagag ctttgctgaa
Hind IIT

acgttttgtt

gggatgaact

gtggtccatg

Ava II

aaattaagtg

tcagaagcat

gtgcagttce

gagaagaaaa

tggaagaaat

240
gcatgctegt

300
tgtgattggce

360
cagaatgata

420
ctacaagctc

480
accaactgtt

540
taaggctact

600
gtgatactct

660
gacaatagtg

720

ccatgtcttAd CAAGGCAAAG GTAGTIGtat
<« TR1

780

ttcaatctat ggattcaaca cattgaataa

840

tttgtaaagt ttacattgga taaacaaact

TABLA IL.- Secuencia del clon T; En mayusculas, subrayado y negrita se destacan los
oligonucledtidos empleades como cebadores (la flecha indica . sentido de la secuenciacion) y
en negrita, cursiva y subrayado los sitios de restriccion par:, Hind I1l, Nco I y Ava II. Se han
suprimido los nucledtidos correspondientes a los cebadores lambda gt11 normal y reverso
empleados en el PCR y los correspondientes a los adaptaderes Eco R1.
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™2 —»
ctccttcattttéccaaactattcagtagagttacatacacagaaaataa

catggcccttgagagettgtttaagagtatccacaccaagaccetcattgt
M A L BE 58 L P XK 8 I HTI KT SUL 8§

cttcctccattgtcttcatcttcaagggaaaagettgtcettetcacctea
8 8 I ¥ P I P X G XK A € I L.T B8
HindIII Sk
aaaagtaggattcaagaaagctttgctgaactcaacagtttcactteget
K &8 R I O B 8 P A E L N 8 F T 8 L

__m_:!__,
ggtgttgcttatagaaaatcacgttttgttgcatgectegtgaagctgtaa
vV L L I BEN HV L LB A REAV N

atgaagttcaagtagtgaatgactcaagctgggatgaacttgtgattggce
E V Q vV v N DS 8 WD ELVIG
~NCOL  Avall
agtgaaacacctgtgcttgtagatttttgggcaccatggtatggtecatg
8§ ET P V L VvV P FP R AP WCEG P C

cagaatgatagcgcctataattgatgaattagccaaagagtatgctggma
R M I A P I I DETULAIKEYA AUGK

aaattaagtgctacaagcl.caacacagatgaatctccaaacactgcaacg
I K C Y X L NTDUESUPNTA AT

a . - +.ggaatcagaagcataccaactgttctgtttttcaagaatggaga
K ¥ G I R S I PTV L F F KNG E

gagaaaagacagtgtaattggtgcagttcctaaggctactectgtctgaga
R KD S VI GA AV P KA ATUL S E K

aagtggaaaagtatatttgatgcatgaactgagaagaaaagtgatactct
V E K Y I 8TOP

601 tatgacatgcattataatatcagaaatgaatggaatgggatggaagaaat

651 gacaatagtgacatgctgatttcatttatcccattcttttccatgtctta
P ._m

701 ‘caaggcaaaggtagttgtatctttatcatcactatatgtaagggttatgt

751 ttcaatctatggattcaacacattgaataatccttgtatatktcttttgt

801 ttttcatcattttgtaaagtttacattggacaaacaaacttctttcaaaa

851 aaa cola
polid

TABLA II1.- Traduccion de la secuencia del cion T;.




RESULTADOS

(S.T,A)X (W,G)C(A,G.VXPHX
(A(WYC(GXP)C

APWCGPC
EXRLRRERRRL R RERNRERERD
* Thicredoxin active site *
BERERRRRRERER R CERERRN

Thicredoxin (1 to 4) are small proteins of approximately one hundred amino acid residues which participate in
various redox reactions through the reversible oxidation of an active center disulfide bond. The molecule exists
either in a reduced form or in an oxidazed form where the two cysteines residues are linked in an intramolecular
disulfide bond. Thioredoxin is present in prokaryotes and in cukaryotes and the sequence around the redox-
active disulfide bond is well conserved. Bacteriophage T4 also encodes for a thioredoxin but its primary
structure is not homologous with bacterial, plant and veriebrate thioredoxins. A number of eukariotic proteins
contain domains evolutionary related to thioredoxin; these proteins are described below.

Protein dilsuphide-isomerase (PDI) (EC 5.3.4.1) (5,6), which catalyzes the rearrangment of disulfide bonds in
various proteins is a multifunctional protein that also function as the beta-subunit of propyl 4-hydroxilase (EC
1.8.4.4), and as a thyroid hormone bindin protein! The sequece of PDJ contais two copies of a domair closely
related (o thioredoxin.

“Phasphoinositide-specific phospholipase C isozyme alpha {(PI-PLC alpha) (EC 3.14.11) (7) Pi-PLC are
enzymes that play a central role in cell signal transduction by producing the second messenger molecules
diacylglycerol (DAC) and inosito! 1,4,5-trisphosphate (IP3). There are at least five different forms of PI-PLC,
one of them, isozyme alpha, contains two copies of a domain closely reiated to thioredoxin.

-Bloodstream-spexific protein 2 (BS2) from Trypanosoma brucei (8), a protein whose function is not kngwn.
BS2 also contains two copies of a thioredoxin-like domain.

-ERp72, an endoplasmic reticulum protein, of unknown function (9,11). ERp72 contains three copies of a
thioredoxin-like domain.

-Consennsus pattern; (STA)-x{(WG)}C{AGVHPH)-C (The twe C's form the redox-active bond)

-Sequences known to belong to this class detected by the pattern: ALL

-Other sequence(s) detected in SWISS-PROT: genome polyprotein frem various isolates of hepatitis C virus.

-NOTE: this pattern is found three times in ERp72, twice in PDI and in PI-PLC form-I, in BS2 it is found oaly
once, in the second thioredoxin-like domain; in the first domain the residues in positions 1, 3 and 6 of the
pattern are not conserved.

(1) Holmgren A.
Annu. Rev. Biochem. 54:237-271(1985).

(2) Gleason FK:, Holmgren A.
FEMS Microbiol. Rev. 54:271-297(1988).

(3) Holmgren A.
J. Biol. Chem. 264:13963-13966(1989).

(4) Eklund I1., Gleason F K., Holmgren A.
Proteins 11:13-28(1991).

(5) Freedman R.B., Hawkins H.C., Murant S.J., Reid L..
Bochem. Soc. Trans. 16:96-99(i988).

(6) Kivirikko K.I., Myllyla R., Pihlajaniemi T.
FASE J. 3:1609-1617(1989).

(7) Bennett C.F., Balcarek J.M., Varrichio A., Crooke S.T.
Natwie 334:268-270 (1988).

(8) Hsu M.P., Muhich M.I., Boothroyo J.C.
Biochemistry 28:6440-6446(1989).

(9) Mazzarella R.A., Srinivasan M., Haugejorden S M., Green M.
J. Biol. Chem. 265:1094-1101 (1990).

(10)Huang S -H-. Tomich ;. M., Wu H., Jong A., Holcenberg J.S.

. J. Biol. Chem. 266:5353-5353(1991).

TABLA IV.- Respuesta a la consulta del Presite Dictionary
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1 50
Clon T3 MALESLFKSI HTKTSL.... SSSIVFIFKG KACLLTSKSR IQI.SFAELN
Td m espinaca MAIEDNCLIQL STSASYGTVA VKSHVHHLOP SSKVNVPTFR GLKRSFPALS

51 100

Clon T3 SFTSLVLLIE NH...VLLHA REAVNEVQVV NDSSWDELVI GSETPVLVDF
Td m espinaca 8S5V8SSSPRQ FRYSSVVCKA SEAVKEVQDV NDSSWKEFVL ESEVPVMVDF

101 150

Clon T3 WAPWCGPCRM IAPIIDELAK EYAGKIKCYK LNTDESPNTA TKYGIRSIPT
Td m espinaca WAPWCGPCKL IAPVIDELAK EYSGKIAVTK LNTDEARGIA TQYNIRSIPT

151 183

Clon T3 VLFFENGERK DSVIGAVPKA TLSEKVERYI
Td m espinaca VLFFENGERK ESIIGAVPKS TLTDSIEKYL SPH

TABLA V.- Alineamiento de la secuencia aminoacidica codificada por el clon T; con la
secuencia de la tiorredoxina m de espinaca (Wedel ef al., 1992). En negrita se resaltan los
aminodcidos idénticos y en la misma posicién. Los aminodcidos correspondientc al péptido de
trinsito de la tiorredoxina m de espinaca aparecen subrayados. El alineamiento se realizd a partir del
centro activo, minimizando el numero de huecos.

Al alinear la secuencia codificada por el clon T; y la correspondiente a la
tiorredoxina m de espinaca con el péptido de transito, se observd que aunque en el
extremo amino la homologia es muy baja, a partir del aminoacido 70 la sccuencia esta
muy conservada (Tabla V). Este hecho refuerza la identidad tiorredoxina m del clon
T: y apoya la idea de que la hemos aislado con el péptido de transito.

Un aspecto critico es conocer donde comienza exactamente la tiorredoxina m
madura de guisante, pues cuando se expreso ia secuencia completa del precursor de la
tiorredoxina f de guisante, es decir, con el péptido de transito, se obtuvo un enzima
inactivo (JP Jacquot, comunicacion personal). En el caso de la FBPasa
cloroplastidica de guisante, la expresion de una construccion que incluia parte del
péptido de transito origind un enzima que aur siendo activa y reconocida por los
anticuerpos anti-FPBasa, presentaba algunas diferencias con la purificada de hoja de
guisante (Carrasco et al., 1994). Estas diferencias desaparecieron cuando se expreso
una nueva construccion de la que se habia eliminado el fragmento de pépiido de
transito (Jacquot ef al., 1995).

Conociamos parte de la secuencia aminoacidica del extremo aminico de la
tiorredoxina m madura porque previamente habiamos enviado proteina purificada de
la planta al Servicio de Secuenciacion de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Barcelona para que determinasen su secuencia por degradacion de Edman. La
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secuencia obtenida fue muy clara hasta el aminoacido 10, pero se perdié la sefial tras
el ciclo 14. Comparamos la secuencia dei clon T con la obtenida por degradacion de
Edman para determinar cual es el primer aminoacido de la tiorredoxina m madura de
guisante y encontramos una clara correlacion entre los aminoacido 65 a 74 de la
secuencia codificada por pT; y los diez primeros aminoacidos determinados por
degradacion de Edman:

1 10 1§ 14

Deg. Edman: AVNQVQVXND XMD P
pT3: ARE AVNEVQVVND SSWDELVIGS ETPVLYV
62 65 74 15 84 85 90

Los diez primeros aminodcidos de la secuencia por degradacion de Edman fueron claros y a partir
del 14 sc pierde la sefial. Los aminodcidos comunes se resaltan en negrita y las posiciones en las que
no s¢ pudo identificar ¢l aminodcido se han marcado con X'. La numeracién inferior hace referencia
a la secuencia codificada por el clon T, . comenzando por la Met inicial.

Cuando pedimos al ordenador que hiciers una prediccion de las caracteristicas
de la secuencia de la tiorredoxina m madura, sin péptido de transito, es decir,
considerando el primer aminoacido de la proteina madura la Ala 65, los resultados si
eran los esperados: 12 kDa de masa molecular y 108 aminoacidos, con un punto

e

isoeléctrico de 4,1~ y carga de -2. La prediccion del valor del coeficiente de
absorcion molar es €,g0= 22370 M 'cm™.

Por altimo, alineamos las secuencias de las tiorredc cinas m y f maduras de
espinaca y guisante y la de k. coli al objeto de conocer el grado de homologia entre
ellas (Tabla VI). Como era de esperar, la secuencia del clon T; es mas parecida a la
tic edoxinamquealaf

4. Expresién, purificacién y caracterizacién de la tiorredoxina m de guisante

Como ya se menciond anteriormente, un punto critico a la hora de expresar un
enzima cloroplatidica es conocer donde acaha el péptido de transito y comienza la
proteina madura. Basandonos en los datos de degradacion de Edman de la
tiorredoxina m de guisante purificada de hoja, en la homologia de secuencia con el
enzima de 2spinaca y en las predicciones de ordenador, concluimos que el primer
aminoacido del enzima maduro es la Ala 65 {considerando a la metionina inicial del
precursor com.2 el ammoacido 1).
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1

40

guisante
espinaca
. coli

espinaca
guisante

(HARE)
KASE

MEAT

41

AVNEVQVVN.
AVKEVQDVN.
-SDKIIHLTD
. VGKVTEVNK
. VGKVTEVNK

DSSWDELVIG
DSSWKEFVLE
DSFDTDVLKA
DTFRPIVKAA
DTFWPIVNRA

SETPVLVDIW
SEVPVMVDIW
.DGAILVDIW
GDKPVVLDMF
GDKTVVLDMF

APWCGPCRMI
APWCGPCKLI
AEWCGPCKMI
TEWCGPCKAM
TKWCGPCKVI

80

Td
Td

Td
Td

m
m
Td E.
£
b

guisante
espinaca

. coli

espinaca
guisante

guisante
espinaca
coli
espinaca
guisante

APIIDELAKE
APVIDELAKE
APILDEIADE
APKYEKLAEE
APLYEELSQK

81
VLFFENGERK
VLFFENGERK
LLLFKNGEVA
FKILKENSVV
FKILEDNKIV

YAGKIKCYKL
¥YSGKIAVTKL
YOGKLTVAKL
¥LDVI.FLKL
YLDVV.FLKL

DSVIGAVPKA
ESIIGAVPKS
ATKVGALSKG
GEVTGAKTDK
KEVTGAKFDD

NTDESPNT.A
NTDEAPGI.A
NIDONPGT.A
DCNQENKTLA
DCNQDNKSLA

TLSEKVEKYI
TLTDSIEKYL
QLKEFLDANL
LLEATQAARS
LVAAIDTVRS

TKYGIRSIPT
TQYNIRSIPT
PRYGIRGIPT
KELGIRYVPT
KELGIKVVPT

115

$IDENTIDAD

100 %
72 %
47 %
34 %
27 %

TABLA VI.-

Alineamiento de la secuencia del clon T: (Td m de guisante) cn Jas

tiorredoxinas de cloroplastidicas y con la de E. coli. En negrita se resaltan ios amincdcidos
idénticos y en la misma posicion a los de la tiorredoxina m de guisante. Sobre la secuencia de
la tiorredoxina m de guisante, en negrita, se destaca la identidad con la tiorredoxina m de
espinaca. Se comienza a numerar a partir de la zona de homoiogia. El alineamiento se
realizo a partir del centro activo, minimizando el niimero de huecos. Se indica el porcentaje de
identidad de la tiorredoxina m de guisants con otras tiorredoxinas. Las secuencias se tomaron
de las siguientcs fuentes: Wedel ef al. (1992} para la Td m de espinaca, Hoog et al. (1985} para la
Td de E. coli , Kamo et al. (1989) para la Td f de espinaca y Lepienic ef al. (1992) para la Td / de
guisante. Entre paréntesis se destaca la regidén inmediatamente anterior al primer aminoécido de la
tiorredoxira m de guisante, pues musstra una gran homologia con los primeros amino4cidos de la m
de espinaca.

nombre localizacion

Nde |
——b
5'-gct CAT ATG get gta aat
M A VN
BamH 1
e
5-1tG GAT CCt caa ata tac tit tcc ac -3’

Td mN: Extremo amino

gaa gtt ca-3’
E V

Td mC: Extremo carboxilo

TABLA VIL- Secuencia de los oligonucledtidos empleados para subclonar la tiorredoxina m
En negrita y mayuscula se destacan los sitios de restriccion introducidos.
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Mediante PCR, amplificamos selectivamente el fragmento de ADNc que
codifica al enzima madura y lo subclonamos en los sitics Nde 1/ BamH I del vector de
expresion pET 12a. Al plasmido resultante se le denomin6 pMI. Los oligos
empleados se muestran en la Tabla VIL.

Para que se inicie la sintesis de proteina hace falta una sefial que marque el
punto de iniciacion de la traduccion.. Debido a ello se eligio el sitio Nde I, pues
contiene el codon de iniciacion (CATATG). Este codon de iniciacion corresponde a
la metionina y es traducido, por lo que nos interesaba conocer si apareceria en la
proteina recombinante. De acuerdo con Hirel ef al. (1989) el procesamiento de la
Met esta relacionado con ¢l tamafio de la cadena del aminoacido siguiente a la
metionina, siendo inversamente proporcional a la distancia entre el carbono alfa y el
ultimo atomo que no sea hidrogeno del segundo aminoacido. Para la Ala como
segundo amiroacido predicen una probabilidad de procesamiento del 95.8 %.

Se expreso y purifico de acuerdo con el protocolo descrito por Hodges et al.
(1994) para la tiorredoxina f de guisante, aunque introduciendo algunas
modificaciones (Materiales y Métodos IX.2 y X.2). En la Fot. 3 se muestran los
diferentes pasos de purificacion.

12 34

Fot. 3.- Purificacion de la Td
m recombinante
1. Marcador pesos moleculares.
2. Vector pET12a (blanco)
3. Esto. crudo de pMI.

. 4. Tras pp. S04(NH,), 40%.
5. Antes de Sephadex G50.
6. Td m purificada de guisante.
7. Td m recombinante.

Tras precipitar con SO,NH,), se pasé por una columna de filtracion
molecular Sephadex G530, obteniéndose un pico simétrico (Fig. 4) que tras
electroforesis y tincion de plata result6 corresponder a la tiorredoxina m purificada a

homogeneidad (Fot. 4). Se obtuvo un rendimiento de 20 mg de proteina pura por
litro de cultivo.




Figura 4. Cromatograma del paso por Sephadex G50de la tiorredoxina m
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67~
43 -
30~

20~
14—

Fot 5.- Western blotting de las Td m (2,5) v
la Td £(3, 4) con anti-Td m (2,3) y
anti-Td / (4,5).

Fot. 4.- Tincion de plata.

1. Td m recombinante.

2. Marcador de pesos moleculares.
3. Td m de guisante.

Dado que la tiorredoxina m de guisante presenta un grado de identidad con la
tiorredoxina de E. coli del 50%, una alicuota de la proteina recombinante fue
enviada a la Dra. Paulette Decottignies de! Institute de Biotechnologie des Plantes
(CNRG3), en Paris (Francia), para que determinase la secuencia del extremo amino por
degradacion de Edman y verificase que no estaba contaminada con el enzima de F.
coli. El resultado obtenido es claro: no se detecta contaminacion con tiorredoxina de
E. coli y hay procesamiento de la Met. Asi pues, la secuencia de la proteina
subclcinada es analoga a la tiorredoxina m nativa:

Sec amino terminal deg. Edman:. AVNEVQVVNDSS
Tiorredoxina m de guisante: AVNEVQVVNDSS. ..
Tiorredoxina de E. coli : SDKITHL TDDSF..

El enzima recombinante activa ia NADF-DH nativa y es reconocido por los
anticuerpos anti-Td m de guisante, pero no por los anti-Td f de guisante (Fot. 5).
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I1. CLON DE LA TIORREDOXINA f DE GUISANTE

La purificacion de la tiorredoxina f a partir de hojas de guisante es tediosa y el
rendimiento al final del proceso es muy bajo (Prado ef al, 1992). Un objetivo
prioritario para la elaboracion del presente trabajo era el aislaniiento del clon a partir
de nuestra genoteca de ADNc, pero fueron Lepiniec ef al. (1992) quienes io
consiguieron primero. Tras caracterizar el clon, Hodges ef al. (1994) lo subclenaron
en el vector de expresion pET 3d y lo expresaron eficientemente. Dicho clon nos fue
desinteresadamente cedido por los Dr. Hodges y Jacquot antes de la publicacion de
sus resultados.

La tiorredoxina // recombinarte fue purificada siguiendo el protocolo descrito
por Hodges et al. (1994), aunque nosotros logramos mejorar el rendimiento de 6 mg
a 8 mg de proteina pura por litro de cultivo y obviamos ¢l paso por la columna de
DEAE-Sephacel (Materiales y Métodos X.2). Es reconocida en Western blotting por
anticuerpos policlonales anti-Td £, pere no por los anti-Td m (Hodges et al., 1994).

Para experiencias posteriores disefiamos los oligonucleotidos correspondientes
al extremo amino y carboxilo de la tiorredoxina f madura, de secuencia:

nombre secuencia localizacion

Neol
—p
Td fN: 5'- cac gg€C CAT GGt agg gaa agt aac cg -3’ Extremo amino
M A VN EV
BamH 1
>

TdfC: 5'-aaG GAT CCc taacta gac cga aca gtg -3’ Extremo carboxilo

En negrita y mayuscula se destacan los sitios de restriccion introducidos
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I1l. CLON DE LA FBPasa CLOROPLASTIDICA DE GUISANTE

La fructosa-1,6-bisfosfatasa cloroplastidica de guisante habia sido aislada y
caracterizada por nuestro grupo con anterioridad (Carrasco et al., 1994). Como ya se
describid, existe un problema en nuestra genoteca que impide extraer los insertos por
digestion con EcoR 1. Como consecuencia de ello, y al no disponer de un PCR, hubo
que sacar el inserto de ADNc por digestion con Sac I/ Kpn 1. De esta forma se
aislo un fragmento de ADN de 3,2 Kba que contenia las 1,2 Kba que codifican a la
FBPasa cloroplastidica de guisante mas dos brazos u.. vector lambda gt11 de 1 Kba
cada uno. Este fragmento fue subclonado en los sitios Sac I / Kpn I del vector
pTZ18R. Al plasmido recombinante se le denominé pMAC100. Fue expresado en L.
coli 71/18, obteniéndose una FBPasa con algunas caracteristicas diferentes a la
purificada de hoja, como se muestra en la tabla:

FBPasa recombinante FBPasa nativa

K 52 uM 128 uM
Coeficiente de Hill 1,5 1,0
Masa molecuiar 44 kDa 43 kDa
Actividad tras 60° C/30 min 42 % 100%

Datos tomados de Carrasco et al. (1994) Planta 193: 494-501.

Un aspecto clave para estudiar el efecto modulador de las tiorredoxinas sobre
la FBPasa cloroplastidica de guisante es disponer de un sistema de expresion eficiente
que nos permita obtener una FBPasa recombinante de caracteristicas analogas a la
nativa. En colaboracion con el Dr. Jean Pierre Jacquot, del Intitute de Biotechnologie
des Plantes (CNRS) de la Universidad de Paris Sud (Francia), logramos subclonar,
expresar y purificar el enzima madura.

Para conocer cual es ¢l primer aminoacido de la FBPasa madura recurrimos a
comparar las secuencia obtenida por Carrasco ef al con las de las FBPasas
cloroplastidicas conocidas hasta el momento (Tabla VIII). En el extremo amino de
todas ellas encontramos una region rica en aminoacidos hidroxilados y cargados
positivamente seguidos de la secuencia (UV)-X-(A/CH A, descrita por Douwe de
Boer y Weisbeek (1991) como el sitio consenso de procesamiento:
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Guisante: KHVNGSGY VK.EATS
Espinaca; . AVGEAAT

T
ol

Arabidopsis: NHQYASGVR VAADA . S
Patata: RRAFNGGVK i 0TRS8

T K T

z
Q

Trigo: GQASTPNVR VV.DTASA .PAP
E
¢ FTAT

TABLA VII1,- Alineamiento de los extremos amino de FBPasa cloroplastidicas. En negrita
y subrayados se destacan los aminoacidos que se ajustan a la secuencia consenso del sitio de
procesamiento. La flecha sobre la metionina indica el punto de proce ymiento. La secuencias
se tomarcn de: Carrasco et al., 1994, Dong et al., 1995 (guisante), Marcus y Harrsch, 1990
(espinaca); Raines et al., 1988, Lloyd et al., 1991 (trigoj; Horsnell y Raines, 1991 (4rabidopsis
thaliana), Kossmann et al., 1992 (patata).

Usando como molde el primitivo pAMC100, amplificamos por PCR ¢l ADNc
que codifica la FBPasa madura, considerando que el primer aminoacido es la Met 25
(marcado con una flecha en ia tabla anterior) de la secuencia de la FBPasa descrita
por nuestro grupo. Los oligonucleotidos empleados se muestran en la Tabla IX.

El fragmento de ADNc amplificado se subcloné en los sitios Nco 1/ BamH I
del vector de expresion pET 3d y al plasmido resultante se le denominé pET-FBPasa.
Se expreso y purifico segun el protocolo descrito en los apartados 1IX.2 y X.1 de
Materiales y Métodos, obteniéndose un rendimiento de 20 mg de enzima pura por
litro de cultivo.

Al objeto de verificar la pureza e identidad del preparado se secuencio su
extremo amino por degradacion de Edman: La secuencia obtenida muestra que la Met
es procesada, como predicen Hirel et al. (1989) (Tabla X).

Se comprobd que las FBPasa recombinante asi obtenida presenta la misma
cinética de saturacion con fructosa-1,6-bisfosfato que el enzima purificado de hoja
(Graf. 1).

Los valores de Km e indice de Hill estan en el mismo rango: 96 UM y 2,06
para el enzima nativay 116 uM y 1,41 para la recombinante.
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localizacién

Neoli
B

FBP-N 5'-ga tCC ATG Gct gtg aag gaa -3’ Extremo amino
M A VEKE

BamH |
—
FBP-C 5'-ta GGA TCC tta agc taa gta ot -3’ Extremo carboxilo

TABLA IX.- Oligos disefiados para subclonar la FBPasa cloroplastidica de guisante. En
negrita y mayuscula se destacan los sitios de restriccion introducidos con tal fin.

deg. de Edman FBPasa recombinante: AVKEATSETK

secuencia del pET-FBPasa: MAVKEATSETK

TABLA X.- Comparacion del extremo amino de la FBPasa recombinantc determinado por
degradacion de Edman y el deducido de la secuencia nuclectidica del clon pET-FBPasa.

400 600 800
[FBP] (microM)

Grifica 1.- Cinética de saturacion con FBP de la FBPasa nativa y
recombinante, La actividad 2,5 pg de FBPasa fue determinada en presencia de
exceso de Mg”', 5 mM de DTT y 3 uM de tiorredoxina f.
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Paralelamente se estudio el comportamiento del enzima recombinante frente a
concentraciones activantes de Mg *'(Graf. 2). Cuando el ensavo de actividad se
realizo a altas concentraciones de Mg®', el enzima recombinante mostré solo un 30%
de la actividad que alcanza cuando es activada (reducida) con tiorredoxina/DTT,
observandose en este Gltimo caso la saturacion por debajo de 10 mM Mg™". A baja
concentracion de Mg”", la actividad del enzima recombinante es estrictamente
dependiente de tiorredoxina (Graf. 3).

Todos estos resultados, publicados en Eur. J. Biochem. (Jacquot et al., 1995),
son coherentes con el comportamiento del enzima nativo.
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[Mg] (mM)

L —e—rsducida —@— oxidada J

Grifica 2.- Dependencia de {[Mg™'] del enzima recombinante no
activad: (oxidada) y activada (reducida) con DTT/ 40 pM
tiorredoxina de £. coli [D6iN].

¢ >
2 4 60 80

| o Td+DTT —e—D1T t (minutos)

Gréfica 3.- El enzima recombinante fue activada con 40 uM de
tiorredoxina de £ coli [D6IN]y 5 mM de DTT ocon S mM de
DTT solo. La actividad fue medida a 2 mM de Mg”".
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IV. PROTEINAS QUIMERICAS: TIORREDOXINAS HIBRIDAS m-f

Las tiorredoxina m y f de guisante poseen entre ellas un grado de identidad
del orden del 25 % y no presentan reaccion cruzada con anticuerpos policlonales
anti-Td / y anti-Td m. Al objeto de profundizar en el efecto modulador de las
tiorredoxinas sobre la FBPasa decidimos reproducir las experiencias de Lim ef al.
(1981) y construir moléculas hibridas fm y m/f. Para ello intercambiamos entre ellas
los extremos comprendidos entre el primer aminoacido y la Gly del centro activo y
entre la Pro del centro activo y el ultimo aminoacido.

1. Construccién del hibrido f/m

Analizamos las secuencias nucleotidicas en torno al centro activo de las
tiorredoxinas m y f de guisante y comprobamos que existia un sitio Ava 1l (Tabla
XI). Como los vectores pET en los que estan subclonadas las tiorredoxina m y f
poseen varios sitios para Ava II, hubo que amplificar selectivamente mediante PCR
desde el extremo amino hasta el centro activo de la tiorredoxina fy desde el centro
activo de la tiorredoxina m hasta su extremo carboxilo. Para ello empleamos los
oligos TdfN, TdmC ( consultar apartados 1.4 y II), y disefiamos los mostrados en la
Tablsa XII.

Purificamos los fragmentos de ADN por electroforesis en gel de agarosa de
bajo punto de fusion y, tras digestion con Nco I/Ava Il del fragmento de la
tiorredoxina f/y con Ava II/BairH 1 el del la m, se subclonaron en el sitio Nco 1/
BamH I del vector de expresion pET 3d. Al plasmido recombinante se le denomino
pHFM. Se resecuencio y se verifico que codifica la proteina quiménca (Tabla XII).

De acuerdo con las predicciones de ordenador, las caracteristicas de este
hibrido no eran las esperadas, pues se parece mas a la tiorredoxina f, a pesar de
presentar una identidad del 48 % con la f y del 80 % con la m.

carga pto. isoeléctrico %Id. Tdf %ld. Tdm

Tdf 1 7,87 100 27
Tdm 2 4,96 27 100
Hibrido f/'m 4 9,25 48 80
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KWCGPCK

Tiorredoxina f . aaa tgg tgt ggt cct tgc aaa
Ava ll

Tiorredoxina m : caa tgg tgt ggt cca tgc aga

PWCG PC R

TABLA Xi.- Las secuencias nucleotidicas en tomo al
centro activo esta muy conservada en las tiorredoxina m y f
de guisante. En maylscula aparece la secuencia
aminoacidica y el sitio Ava Il presente en ambas moléculas
se resalta en negriia.

nombre secuencia sitio restriccion

WCGEPC
AvaN 5'-atggtgt ggt ccatgea -3’ Avall

AvaC 5'-tgcatgg accacaccat -3’ Avall

TABLA XIIL- Secuencias de los oligonucledtidos diseiiados para
la construccion de las tiorredoxinas hibridas. Sobre el oligo AvaN,
en mayusculas, se muestra la secuencia aminoacidica para precisar
la localizacion de ambos oligos sobre la secuencia (AvaC es
comrlementario a AvaN). En negrita se destaca el sitio de
restriccion Ava Il.

Tdf _(31.5%)
VGKVTEVNKD TFWPIVNAAG DKTVVLDMET KWCG‘EERMIA

PIIDELAKEY AGKIKCYKLN TDESPNTATK YGIRSIPTVL
Td m (68,5 %)

FFKNGERKDS VIGAVPKATL SEKVEKYI

TABLA XIiL- Resultado de la secuenciacion del plasmido recombinante pHFM. La flecha
indica donde se intercambiaron los fragmentos de las tiorredoxinas m y f. La molécula
resultante posee un 31,5% de la secuencia de la tiorredoxina / y un 68,5% de la m.
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Estudiamos si el clon era transcrito haciendo una expresion a pequeiia escala e
hibridando el ARN total aislado del cultivo bacteriano con Ja sonda del clon
(Materiales y Métodos VIII.2). Comprobamos que si se traascribe:

Fot. 6.- Southem blotting.
Se ha hibridado el plasmido
recombinante pHMF con el
ARN aislado de E. coli
BL21 transformadas con
dicho plasmido.

Un aspecto a considerar era la aparicion del hibrido agrupado en cuerpos de
inclusion insclubles, como habia sido descrito para la tiorredoxina f de espinaca
recombinante (Aguilar ef ai., 1992). Segun Wilkinson y Harrisor (1991), la aparicion
de una proteina recombinante como cuerpos de inclusion es funcion del plegamiento y
de la solubilidad. El plegamiento viene condicionado por la presencia de Cys (el
ambiente reductor de E. coli impide la formacion de puentes disulfuro) y de
aminoacidos formadores de hélices, mientras que la solubilidad esta directamente
relacionada con la carga de la molécula, su tamafio e hidrofobicidad. De acuerdo con
su modelo tedrico, el hibrido f /m apareceria como cuerpos de inclusion y la
tiorredoxina de E. coli seria soluble, siendo lz fiabilidad de ambas predicciones del
mismo orden. Datos experimentales avalaron estos resultados teoricos (Fot. 7)

Decidimos tratar de solubilizar los cuerpos de inclusion siguiendo el protocolo
descrito por Aguilar ef al. (1991) (Materiales y Métodos X.2). Al final del proceso,
la electroforesis en SDS-PAGE mostré una banda de unos 40 kDa (Fot. 8) que por
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Fot. 7.- Expresion del hibrico f/m. Tras lisar las células se
analizo la fraccion soluble (i, 2) y la insoluble (3, 4) de la
bacteria transformada con el vector (1, 4) y con el plasmido
recombinante pHFM (2, 3).

Fot 8.- Tras tratar como cuerpos de inclusion,
obtuvimos una banda de unos 40 kDa.
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Western blotting y revelado con quimioluminiscencia fue reconocida por los
anticuerpos anti-Td f (Fot. 9).

Fot. 9.- Westein blotting de la
Td £(1) y del Hibrido f'm (2)
revelado con anti-Td /.

2. Construcciéon del hibrido m/f

Cambiamos la estrategia en la construccion del hibrido m/f Decidimos
amplificar por PCR los fragmentos amino de la tiorredoxina m y carboxilo de la f
empleando los oligos TdmN, AvaC, AvaN y TdfC y, puesto que el extremo 5° del
fragmento correspondiente a la tiorredoxina m solapa con el 3' del correspondiente a
la £, en lugar de intentar ligarlos directamente con el vector, decidimos realizar un
segundo PCR empleandolos como molde con los oligos TdmN y TdfC. De esta
forma conseguimos el ADN que codifica el hibrido, el cual fue subclonado en los
sitios Nde I / BamH I del vector de expresion pET12a (ver Fig. 5). Al plasmido
recombinante lo denominamos pHMF.
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)

P
TdfC

Segundo PCR

Fig 5.- Esquema de la construccion del hibrido m/f. La zona correspendiente al
centro activo, cuya secuencia nucleotidica esta muy conservada en ambas
moléculas, se muestra sombreada
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Tdm (31.2%)
AVNEVQVVND SSWDELVIGS ETPVLVDEWA PWCG & PCKVIA

PLYEELSQRKY LDVVFLKLDC NQDNKSLAKE LGIKVVPTFK
Tdf (68,8%)

ILKDNKIVKE VTGAKFDDLV AATDTVRSS

TABLA XIV.- Resultado de la secuenciacién del plasmido recombinante pHMF. La flecha
indica donde se intercambiarc~ los fragmentos de las tiorredoxinas m y £ La molécula
resultante posee un 31,2% de la secuencia de la tiorredoxina m y un 68,8% de la f.

El clon fue resecuenciado al objeto de verificar la secuencia de la proteina
quimérica. El resultado fue el mostrado en la Tabla XIV. De nuevo las predicciones
de ordenador no eran la esperadas, pues el hibrido m/f se parece mas a la tiorredoxina
m, a pesar de presentar una identidad del 48 % con lam y del 80 % conlaf:

carga pto. isoeléctrico %Id. Tdf %Id. Tdm

Tdf 1 787 100 27
Tdm -2 4,96 27 100
Hibrido m/ -5 4,46 80 48

Cuando aplicamos el modelo teorico de Wilkinson y Harrison (1991) a esta
proteina y a la tiorredoxina de E. coli, en ambos caso predijo que serian proteinas
solubies, siendo la fiabilidad de ambas predicciones del mismo orden. Este hecho,
unido a que el punto isoeléctrico predicho es similar al de la tiorredoxina m, nos hizo
pensar que el hibrido 7/f resultaria mas sencillo de purificar.

Como en principio se trata de una molécula muy cargada, decidimos
incrementar la fuerza ionica de todos los tampones hasta 500 mM de NaCl para
contrarresiar las interacciones y ensayar el protocolo de purificacion descrito por
Hodges et al. (1995) con algunas modificaciones (Materiales y Métodos X.2). La
proteina quimérica resiste tratamientos térmicos (Fot 10) y es reconocida en Western
blotting por anticuerpos policlonales anti-Td f y anti-Td m (Fot 11)
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Fot. 10.- Hibrido m/f.

1. Exto. crudo del vector pET 12a (blanco).
2. Exto crudo.

3. Tras calentrar a 90°/5°,

4y 5. Tras calentar a 70°/10".

6. Marcador pesos moleculares.

7.Td m.

Fot 11.- Westem blotting del Hib m/f (1, 5), Td m (2, 6),
Td E. coli 3, 7) y Td f (4, 8) revelado con anti-Td /(1, 2,3 y
4) y on anti-Td m (5, 6, 7 y 8).
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V. MUTANTES DE LA FBPasa CLOROPLASTIDICA. DE GUISANTE

Al alinear ias FBPasa cloroplastidicas secuenciadas hasta el momento
observamos dos Cys conservadas en la vecindad de la region descrita por Marcus et
al. (1988):

Loop Bs

rifion cerdo:
hig. cordero:
higado rata:

8. cerevisiae:

S pombe

R sphaer. 1:

R sphaer 1I:

RKTSA
RLLPD
KLRPG
RRVT. .

DEPSEKDAL

SSGTINDVL...

SQGDYSDVL

.PVGTPTTEEDFL. .

LVAAGYALY
LVAAGYALY
LVAAGYALY
MVAACYAMY
MVAAGYTMY
QVAAGYVVY
LIAAGYVIY
QYAGGYITY

guisante: SPNDEELPDFGDDSDDNTLGTEEQREIVNVEQPGSN LLAAGYCMY
espinaca: SPNDEEIVD.SDHDDESQLSAEEQREVVNVEQPGDN LLAAGYCMY
trigo: SPSDEC HIGDDATLDEVTQMCIVNVCQPGSN LLAAGYCMY
SPSDEEIVD..DSDDISALGSEEQREIVNVEQPGNN LLAAGYCMY

Arabidopsis:
patata: e NPNDEELAD..HGDD.STLDNIEQKEIVNVEQPGTN LLAAGYEMY
B. napus: SPNDEELPD...SDDTSALGSEEEREIVNVCQPGNN LLAAGYEMY

*

El alineamiento se ha restringido a la region en tomo a la region caracteristica de las FBPasas
clorcplastidicas (comprendida entre las flechas). En negrita y subrayadas aparecen las cuatro
Cys, destacandose con un asterisco (*) las descritas por Marcus ef al. (1988). Sobre el
alineamiento se muestra la prediccion de estructura secundaria.. Las secuencias fueron
tomadas de: Marcus et al., 1982 (rifion de cerdo); Fisher y Thompson, 1983 (bigado de cordero);
El-Maghrai e al.. 1988 (higado de rata), Rogers ef al.. 1988 (S. cerevisiae y S. pombe); Hamilton et
al., 1988 (£. coli). Gibson et al.. 1990 (R. sphaeroides !y 11, Carrasco ¢t al., 1994, Dong ef al.,
1995 (guisante), Marcus y Harrsch, 1990 (espinaca); Raines ef al., 1988, Lloyd et al., 1991 (trigo);
Horsnell y Raines, 1991 (Arabidopsis thaliana), Kossmann et al., 1992 (patata), Rodriguez-Suarez y
Wolosiuk, 1993 (Brassica napus).
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1. Generacion del doble mmutante FBPasa [C173S, C178S]

Como un primer pasc para identificar el papel de las Cys altamente
conservadas, colaboramos con el Dr. Jacquot en la mutacion de las Cys 173 y 178 por
Ser. Seguimos el protocolo descrito por Corkmack (1991) (Materiales y Métodos
VIL.8). Disefiamos los siguientes oligos:

nombre posicién secuencia

t t
CCSS-up 587-607 5'- gg agc att gtg aat gtg agt ¢ -3’
S*1VNYVS

a a
CCSS-do 607-587 5'- gactcacattcacaatgctcc -3

TABLA XV.- En negrita se resalta el nucledtido original reemplazado por el subrayado para
generar la mutacién. En mayuscula se indica la secuencia aminoacidica. Las Ser resultantes
de la mutacion se marcan con asterisco (*). La posicion de los oligos hace referencia a su
localizacion en la secuencia publicada por Carrasco et al. (1994).

Usando el plasmido pET-FBPasa y los oligos FBPN, FBPC (consultar el
apartado IIT), CCSS-up y CCSS-do generamos mediante PCR el inserto mutade y lo
subclonamos en los sitios Nco I / BamH I del vector de expresion pET 3d. Al
plasmido recombinante se le denominé pET-FBPCCSS. Se resecuencio y se verifico
que no se ha introducido ninguna mutacion diferente a las deseadas.

El doble mutante recombinante fue purific:do a homogeneidad siguiendo un
protocolo analogo al empleado para la FBPasa recombinante {Materiales y Métodos
X.1), pero se evitd el tratamiento térmico porque experimentos preliminares
mostraron que el doble mutante es mucho menos estable. El rendimiento de la
purificacion se estimd en 10 mg por litro de cultivo.

Cuando se almacena, especialmente al congelar y descongelar, el doble
mutante se hidroliza en pequefios fragmentos, siendo uno de los mayoritarios el
correspondientes a la proteolisis en torno a la zona mutada: (Glu)-Gin-Arg-Ser-Ile-
Val-Asn-Val-Ser.

Se ensayo la activacion por tiorredoxina/DTT, pero hubo que trabajar a pH
7.2 ya que el doble mutante se inactiva muy rapidamente a pH 7,9. En estas
condiciones, mientras que la FBPasa recombinante fue perfectamente activada por la




RESULTADOS

tiorredoxina mutante [D61N] de E. coli, el doble mutante fue insensible a esta
activacion, presentando mayor actividad a tiempo cero que la FBPasa recombinante

2. Generacion de mutantes sencitlos de la FBPasa

Al objeto de profundizar en el conocimiento de los residuos implicados en la
formacién del puente disulfuro responsable de la regulacion luminica, comenzamos la
mutacion sistematica de las cuatro Cys altamente conservadas que aparecen en torno
a la zona descrita como responsable de dicha regulacion en las FBPasas
cloroplastidicas (Marcus y Harrsch, 1990):

Loop Bs
espinaca: SPNDEEIVD . SDHDDESQLSAEEQREVVNVEQPGDN LLAAGYCMY

trigo: SFSDEC HIGDDATLDEVTQMCIVNVCQPGSN LLAAGYCMY
Arabidopsis: SPSDECIVD. .DSDDISALGSEEQRCIVNVCQPGNN LLAAGYCMY
patata: NPNDECLAD. . HGDD. STLDNIEQKCIVNVCQPGTN LLAAGYCMY
B. napus: SPNDECLPD. . . SDDTSALGSEEERCIVNVCQPGNN LLAAGYCMY
guisante: SPNDECLPDFGDDSDDNTLGTEEQRCIVNVCOPGSN LLAAGYCMY
153 173 178 190

Alineamiento de las secuencias en tomo a la insercion de las FBPasa cloroplastidicas
secuenciadas hasta el momento. Subrayadas y en negrita se destacan las cuatro Cys
altamente conservadas. Para el enzima de guisante, sus posiciones son: 153, 173, 178 y 190.
Las secuencias fueron tomadas de las siguientes fuentes: Marcus y Harrsch, 1990 (espinaca),
Raines et al., 1988, Lloyd et al., 1991 (trigo); Horsnell y Raines, 1991 (drabidopsis thaliana),
Kossmann ef al., 1992 (patata); Rodriguez-Suarez y Wolosiuk, 1993 (Brassica napus). Carrasco et
al., 1994, Dong et al., 1998 (guisante).

Utilizamos el mismo protocolo empleado para la generacion del doble
mutante. Los oligos disefiados se muestran en la Tabla XVI

Los experimentos en curso sugieren que el mutante FBPasa [C190S] se
comporta como la FBPasa recombinante, los mutantes FBPasa [C173S] y FBPasa
[C178S] son activados por tiorredoxina, pero en menor grado que el enzima
recombinante y el mutante FBPasa [C153S] no es regulable por tiorredoxina.
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[ —x— FBPasa/Td —— FBPasa/DTT
—x— FBPasa[SS)/Td ~-0— FBPasa[SS)OTT

Graf. 4.- Dependencia de tiorredoxina de la FBPasa recombinante y del doble
mutante: (x) FBPasa recombinante, 5 mM de DTT y Td coli [D61N};
() FBPasa recombinante, 5 mM DTT; (x) FBPasa [C173S,C178S],

5 mM de DTT y Td coli [D6IN]; () FBPasa [C1735,C178S], SmM
DTT.
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posicién secuencia

t
C 153/S-up 522-539 5.t gac gag agt ctt cct ga-3’
D E S*L P
a
C153/S-do 540-523 5°- atcaggaagactetogtc -’

t
C173/S-up 583-601 5'-caa agg agc att gtg aat g -3’
QR 31V X

a
C173/S-do 601-583 5°- cattcacaatgctectttg -3

t
C178/S-up 599-617 5'-at gtg agt caa cca gga ag-3’
vV§OQ PG
a
C178/8-do 622-597 5°- gattgcttcctggttgactcacattc-3°

t
C190/S-up 631-650 5'-gct gge tac agc atg tat tc -3
A G Y *MY
a
C190/S-do 650-631 5'- gaatacatgctgtagccagc -3’

TABLA XVI.- Oligonucleétidos disefiados para generar los mutantes sencillos de la FBPasa.
En negrita se resalta el nucledtido original reemplazado por el subrayado para generar la
mutacion. La secuencia aminoacidica se indica en mayuscula. Las Ser resultantes de la
mutacion se marcan con asterisco (*). La posicion de los oligos hace referencia a su
localizacion en la secuencia publicada por Carrasco ef al. (1994).
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V1. EFECTO MODULADOR DE LAS TIORREDOXINAS SOBRE LA
FBPasa Y LA NADP-MDH

Al objeto de intentar clarificar la especificidad y eficacia del efecto modulador
de las tiorredoxinas sobre la FBPasa y la NADP-MDH en guisante, decidimos realizar
un estudio de las cinéticas de activacion y de la cooperatividad del proceso.
Empleamos las tiorredoxinas de E. coli recombinante (cedida por el Dr. Jacquot) y ia
FBPasa y tiorredoxinas m y f recombinantes de guisante, asi como el hibrido m/f. La
NADP-MDH (purificada de hoja de guisante) fue cedida por la Dra. Reche.

1. Activacion de la FBPasa por tiorredoxinas

El protocolo seguido fue descrito por Prado et al. (1992). En el paso de
activacion se incubaron enzima y modulador con FBP 0,4 mM y Ca™ 0,5 mM
(Materiales y Métodos XI.3.b). La concentracion de FBPasa en la mezcla de
activacion fue de 0,3 pM.

1.1. Activacion de FBPasa por tiorredoxina f

La cinética de activacion de la FBPasa recombinante con cantidades crecientes
de tiorredoxina f recombinante es la que se muestra en la grifica 1.1a. La velocidad
méxima fue de 0,235 Azsonm min” y se alcanzo la saturacion a aproximadamente 1 uM
de Td f

0.25 |

02

A240/min

Ny
[td f] (microM)

Grifica 1.1a.- Cinética de activacion de la FBPasa recombmante
(0,3 pM) con Td f recombinante. Se alcanza la saturacion en
tomoa |l uM de Td /. La velocidad maxima es 0,235 Ao aetN "
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La representacion de los inversos (grifica 1.1b) presenta una curvatura que
tieivle a la nonizontalidad. Esto es tipico de enzimas alostéricas con cooperatividad

positiva:

+ i
p— +

7 8 9 10 11 12

4 5

6
1/[ud 1]
Grifica 1.1b.- Representacién de inversos. Se ha eliminado de
la representacion el punto 0.01 pM de Td /.

Para hacer lineal la representacion de inversos (Materiales y Métodos X.3.¢)
recurrimos a representar la ecuacion de Hill en su forma logaritmica (graf. 1.1¢).
Los valores obtenidos fueron: ny = 1,62 y Ags = 0,077 uM.

y =1.61686x + 1,7979
R?=0.9821

log [V(Vmax-V)]

-1.75 -15 1.5 -1 -0.75 05 -0.25
log [td ]
Grifica 1.1c.- Representacion logaritmica de Hill. Se muestra la

ecuacion de la recta de regresion y el coeficiente de regresién al
cuadrado (coeficiente de determinacion).
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1.2. Activacion de la FBPasa por Td m

La FBPasa recombinante es activada por la tiorredoxina m hasta una velocidad
méxima de 0,235 Assonn min”' (grifica 1.2a). Aunque la activacion es equiparable a
la producida por la tiorredoxina f recombinante, es mucho menos efectiva, pues la
saturacion se alcanzo en torno a 20 uM de tiorredoxina m (del orden de 20 veces
superior a la tiorredoxina f):

15 20 25 30 35
[td m] (microM)

Grifica 1.2a.- Cinética de activacion de la FBPasa recombinante
(0,3 uM) con Td m recombinante. La velocidad maxima es 0,235

Assomsmin”. Se alcanza la saturacion a aproximadamente 20 uM
de Td m.

La representacion de los inversos (grifica 1.2b) se ajusta bastante bien a una
recta (R” = 0.994). A partir de la ecuacion de la recta se deduce:

Vmax = 0,248 A4 min” (de acuerdo con la representacion de los directos
Vmax = 0,235 A3 om min™' )

Km =14 uM.

Para verificar la ausencia de cooperatividad realizamos la representacion
logaritmica de Hill (grifics 1.2c). Los datos se ajustaron a una recta de pendiente 1,
quedando demostrado que no existe cooperatividad.
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y =5.7603x + 4.0322
R = 0.9937

1/[td m]

Grifica 1.2b.- Representacion de inversos. Se ha eliminado de
la representacion el punto 0,01 uM de Td m. Se muestra la
ecuacion de la recta de regresion y el valor del coeficiente de
regresion al cuadrado (coeficiente de determinacion).

log [1/{Vmax-V)]

log [td m]

Grifica 1.2¢c.- Representacion logaritmica de Hill. Se muestra
la ecuacion de la recta de regresion y el coeficiente de regresion
al cuadrado (coeficiente de determinacion).
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1.3. Activacion de la FBPasa por el hibrido m/f

El hibrido m/f es capaz de activar a la FBPasa hasta una Vmax = 0,025 As am
min" (del orden de un 11% de la activacion producida por las tiorredoxinas m y f'),
pero de forma mas efectiva que la tiorredoxina f, pues la saturacidn se alcanz en
torno a 0.075 uM, valor proximo a la Ags de la tiorredoxina f (grafica 1.3a):

A340/min

0.02 0.04 0.06 0.08 01
Hm/f] {microM)

Grifica 1.3a.- Cinética de activacion de la FBPasa
recombinante (0,3 pM) con el hibrido m/f. Se alcanza la
saturacion aproximadamente a 0,075 uM de Hm/f. La velocidad
méxima es 0,025 A4 pmmin”.

La representacion de los inversos (grifica 1.3b) presenta una curvatura muy
acusada que tiende a la horizontalidad, claro indicio de una fuerte cooperatividad

positiva:

+ 4

0 15 20 25 30 35 40 45
1/Hm
Grifica 1.3b.- Representacion de inversos.
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Los puntos de la representacion de Hill en su forma logaritmica (grifica 1.3¢)
sc ajustan perfectamente a una recta (R” =1). Los valores de Ags y ny son 0,041 uyM
y 4,88 respectivamente.

y = 4.8844x +6.7633
R=1 -3
4
16 1.4 12 % o
log Hm/f) }
" Gréfica 1.3c.- Representacion logaritmica de Hill. Se muestra la

ecuacion de la recta de regresion y el coeficiente de regresion al
cuadrado (coeficiente de determinacion}.

log [V/(Vmax-¥)]

1.4. Activacion de la FBPasa por Td de E. coli

La tiorredoxina de £. coli activa a la FBPasa hasta una Vmax de 0,07 Az nm
min"' (30% de la activacion producida por las tiorredoxinas m y f) y con una
efectividad comprendida entre la fy la m. La saturacion se alcanzo aproximadamente
a 0,7 uM de tiorredoxina de £. coli (grifica 1.4a).

Los puntos de la representacion de los inversos (grafica 1.7 presentan una
marcada tendencia a la horizontalidad, lo cual hace pensar en una fuerte
cooperatividad positiva.
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0'.4 : o‘.s
[td coli] {(microM)

Grifica 1.4a.- Cinética de activacion de la FBPasa
recombinante (0,3 uM) con Td de E. coli. Se alcanza la
saturacion en tomo a 0,7 pM de Td coli. La velocidad maxima
€s 0,07 Ao pmmin’”.

2 3

1/[rd coli]

Grifica 1.4b.- Representacion de inversos. Se ha eliminado de
la representacion el punto 0,1 uM de Td coli.
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Los puntos de la representacion de Hill en su forma logaritmica (grafica 1.4c)
se ajustan a ura recta peor que en las representaciones anteriores. La Ao y el indice
de Hill calculados estan dentro del rango de lo esperado a ia vista de la grafica 1.4a:

Ao,s = 0,33 l.lM y ng= 2,31

y =28712x + 1.3704
R = 0.9401

— e e iep————

iog [v/(Vmax-V)]

-0.7 -05
log [td coli]

Grifica 1.4c.- Representacion logaritmica de Hill. Se muestra
la ecuacion de la recta de regresién y el coeficiente de regresion
al cuadrado (coeficiente de determinacion). Se ha eliminado el
punto 0,068 uM de Td coli para mejorar la regresion.




2. Modulacién de la NADP-MDH por tiorredoxinas

Aunque no es objeto de este trabajo, como en el laboratorio disponiamos de
NADP-MDH purificada de hoja de guisante, decidimos ampliar nuestro estudio del
efecto modulador de las tiorredoxinas analizando el efecto de las mismas sobre la
NADP-MDH.

Los ensayos se llevaron a cabo con 0,1325 uM de NADP-MDH. En el paso
de activacion se incubaron enzima y modulador con 5 mM de DTT (Materisles y
Métodos XI1.3.d).

2.1. Activacion de la NADP-MDH por tiorredoxina m

En la grifica 2.1a se muestra la cinética de activacion de la NADP-MDH
purificada de hoja por tiorredoxina m recombinante. La velocidad méaxima fue 0,088
Asaonm min” y se alcanzo la saturacion en torno a 0,007 uM de tiorredoxina m.

0.002 0.004 0.006 0.008
[td m] (microM)

Grifica 2.1a.- Cinética de activacion de la NADP-MDH
purificada de hoja (0,1325 puM) con Td m. Se alcanza la
saturacion aproximadamente a 0,007 pM de Td m. La velocidad
méxima es 0,088 Ay gmmin”’.
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La representacion de los inversos (grifica 5.1b) muesira una ligera tendencia
a la horizontalidad que podria significar que existe cooperatividad positiva.

-2
100 150 200 250 300 350 400

1/ftd m]

Grifica 2.1b.- Representacion de inversos. Se ha eliminado de la
representacion el puntos 0,002 pM de Td m.

La representacion de Hill en forma logaritmica confirma que existe
cooperatividad positiva (Grifica 2.1c). Los vaiores de Ags y ny calculados a partir

de la ecuacion de la recta son 0,0043 uM y 1,32 respectivamente.

y=13243x +1.8149 |
R? = 0.9568

log [Vi(Vmax-V)]

log [td m]

" Grifica 2.1c.- Representacion logaritmica de Hill. Se muestra
la ecuacion de la recta de regresion y el coeficiente de regresion
al cuadrado (coeficiente de determinacion).
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2.2. Modulacién de la NADP-MDH por tiorredoxina f

La tiorredoxina f activa a la NADP-MDH (grifica 2.2a) hasta una velocidad
maxima de 0,383 Asw wm min’, lo que equivale a cuatro veces la activacion
producida por la tiorredoxina m, pero lo hace de manera menos eficiente, pues la
saturacion se alcanza aproximadamente a 0,6 pM de tiorredoxina f del orden de 86
veces la concentracion de tiorredoxina m).

[td f}

Grifica 2.2a.- Cinética de activacion de la NAD-MDH
purificada de hoja (0,1325 pM) con Td f Se alcanza la
saturacién en tomo a 0,6 uM de Td / La velocidad maxima es
0,383 Asommmin.

La representacion de los inversos (grafica 2.2b) presenta la forma tipica de
una cooperatividad positiva, aunque parece como si a bajas concentraciones la
cooperatividad fuese negativa (en la zona de valores intermedios de 1/V la recta
tiende a la verticalidad en lugar de a la horizontalidad).

6
e 1

Grifica 2.2b.- Representacion de mversos.




Los puntos de la representacién de Hill (grdfica 2.2c) en forma logaritmica se
ajustan bien a una recta. Los valores de ny y Aos calculados a partir de la ecuacion
de la recta son 3 y 0,25 pM.

y =2.9821x + 1.7834
R =0.9766

:
o

log [V/(Vmax-V)]

-15 -1.3 11 -09 07
log [d ]

Griéfica 2.2c.- Representacion logaritmica de Hill. Se muestra
la ecuacion de la recta de regresion y el coeficiente de regresion
al cuadrado (coeficiente de determinacion).

Hicimos una representacion de Scatchard (grifica 2.2d) para intentar
verificar si existe una mezcla de cooperatividades, pero el resultado no es lo
suficientemente claro como para afirmar la existencia de cooperatividad negativa a
bajas concentraciones de modulador:

vipdf '
08 +

06 4
04 1

02 _
]

0

0 ; 02
v

Grifica 2.2d.- Representacion de Scatchard. Parece que a
bajas concentraciones de modulador (V bajas), la curva cambia
de tendencia: de convexa (cooperatividad positiva) a concava
(cooperatividad negativa).
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2.3 Modulacién de la NADP-MDH por tiorredoxina de E. coli

La tiorredoxina de E. coli activa a la NADP-MDH (grifica 2.3a) hasta una
velocidad maxima de 0,233 Az min”, (dos veces y media la activacion producida
por la tiorredoxina m). La saturacion se alcanza aproximadamente a 0,65 uM de
tiorredoxina de E. coli.

+ + 4 . 4 + +
T = =T

01 02 03 0‘.4 0‘.5'01.6 07 08 OY.Q 1 .1.1

[td coli]
Grifica 2.3a.- Cinética de activacion de la NAD-MDH
purificada de hoja (0,1325 uM) con Td de E. coli. Se alcanza la

saturacion aproximadamente a 0,65 pM de Td de coli. La
velocidad maxima es 0,233 Ao mmmin”.

La representacion de los inversos (grafica 2.3b) muestra que existe una clara
cooperatividad positiva:

1/ coli)

Grifica 2.3b.- Representacion de inversos.
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Los puntos de la representacion de Hill logaritmica (gréfica 2.3c) se ajustan a
una recta. Los datos calculados a partir de !a ecuacion de larectason: ng=2 y

Ao,s e 0,22 I.LM

y =2.0141x +1.3098

R = 09788 /

7% 15 1.5 -1 07 05 025 4]

log [V(Vmax-V}]

log [td coli]

Grifica 2.3c.- Representacion de Hill logaritmica. Se
muestra la ecuacion de la recta de regresion y el coeficiente
de regresion al cuadrado (coeficiente de determinacion).

2.4, Modulacién de la NADP-MDH por el hibrido m/fy DTT

El hibrido no activa a la NADP-MDH en el rango de concentraciones en el

que trabajamos: 0-3 uM para el hibrido m//. Hay que destacar que 3 uM es del
orden de 4,5 veces la concentracion de saturacion con tiorredoxina de E. coli y mas

de 400 con tiorredoxina m.




FBPasa NADP-MDH

&
«

Vmax Aos Saturacién  coef. Hill Aos Saturacién  coef. Hill
(ADOs.400, min™ )

Tdf 0,235 0,077 uyM 1 uM 0,25 uyM 0,6 uM
Tdm 0,235 1,4 uyM 20 uM | 0,0043 uM 0,007 uM
Hib m/f 0,025 0,041pM 0,075 pM 4,88 — —

Td col 0,070 0,33uM 0,7 uM 2,8 0,233 0,22 pM 0,65 pM

TABLA XVII.- Resumen del analisis del efecto modulador de las tiorredoxinas m, £, de E. coli y del hibrido m/f sobre la FBPasa
cloroplastidica recombinante de guisante y la NADP-MDH purificada de hoja de guisante




VIL ESTUDIO DE LA INTERACCION FBPasa-TIORREDOXINAS

Las tiorredoxinas f y m activan a la FBPasa recombinante hasta la misma
Vmax, aunque si tomamos la concentracion de tiorredoxina necesaria para que la
FBPasa alcance la velocidad maxima como medida de efectividad, la primera es del
orden de 20 veces mas efectiva. Nuestro grupo, a principios de los 80, describié la
formacion de complejos no covalentes entre la FBPasa y la tiorredoxina f (Pla y
Lopez Gorgé, 1981). Al objeto de profundizar en el efecto modulador de las
tiorredoxinas sobre la FBPasa, decidimos estudiar si existia interaccion entre la
FBPasa y la tiorredoxina m.

1. Mediante FPLC

Incubamos la FBPasa con tiorredoxina m segiin una relacion estequiométrica
1:8 en tampén Tris-HCI 100 mM pH 7,9, DTT 2,5 mM FBP 0,4 mM y Cl;Ca 0,05
mM. A continuacion la eluimos a través de una columna de Superosa 12 conectada a
un FPLC y recogimos fracciones de 100 pl (Materiales y Métodos XI1.5.a). A estas
fracciones les hicimos dos tipos de ensayos:

a. Medida de la actividad FBPasa a pH 8,8 y exceso de Mg ** para localizar en que
posicion sale la FBPasa.

b. Medida de actividad FBPasa dependiente de tiorredoxina sin adicionar tiorredoxina
m exogena para localizar los complejos FBPasa:Td m.

El resultado obtenido se muestra en el cromatograma adjunto (Fig 6). Los
picos fueron detectados mediante determinaciones de actividad enzimatica. En azul
aparecen los picos de actividad donde habitualmente aparecen la FBPasa (el primero
por la izquierda) y la tiorredoxina (el segundo) cuando se pasan a través de la
columna independientemente.

En verde se muestran las fracciones que en el ensayo de activacion de la
FBPasa en exceso de Mg®' dio actividad. Esta pico corresponde a las fracciones en
las que se encuentra la FBPasa cuando se pasa por la columna previa incubacion con
tiorredoxina m. En rojo se ha marcado el pico que presento actividlad FBPasa
dependiente de tiorredoxina sin adicion de tiorredoxina exogena, es decir, el
correspondiente a los complejos FBPasa:Td m. Se observa un desplazamiento de la
FBPasa de su posicion primitiva (en verde) hacia pesos moleculares mas elevados
cuando la tiorredoxina m se fija a ella (en rojo). La masa esiimada del complejo
FBPasa.Td m es del orden de 250 kDa.




Figura 6.- Cromatograma del analisis de la interaccion FBPasa:Td m.




2. Mediante ELISA

Demostrada la interaccion FBPasa:Tdm nos propusimos cuantificarla en la
medida de los posible, por lo que decidimos compararla con la interaccion FBPasa:Td
f. Para ello realizamos ensayos de ELISA con las tioiredaxinas m, fy el hibrido m/f
fijadas a los pocillos. Las incubabamos con diferentes concentraciores de FBPasa
para que interaccionasen y continuabamos con la ELISA detectando la FBPasa con
anticuerpos anti-FBPasa (Materiales y Métodos X1.5.b). La que presenta mayor
interaccion con la FBPasa es la tiorredoxina £, seguida del hibrido. Los resultados
obtenidos se resumen en la tabla adjunta:

% FBPasa unida a tiorredoxina:

Relacion FBPasa/Td Tdf Tdm Hibrido m/f

1/16 100 87 96
1/8 98 73 76
1/4 75 67
172 7.5 69 64

1/1 3,75 60 56

/1 1,875 51 A 51

Consideramos 100 % al valor de absorbancia a 490 nm del pocillo de 60 ng de tiorredoxina /.
El resto de los valores estan referidos a él.




VIIL. FROPIEDADES FISICOQUIMICAS E INMUNOLOGICAS DE
LAS TICRREDOXINAS Y DEL HiBRIDO mjf

Como primera aproximacion para entender las cinéticas de modulacion
decidimos comparar las predicciones de ordenador de las propiedades fisicoquimicas
de las tiorredoxinas empleadas:

PM pl carga Eme

Tdm 12,1 kDa 496/54 -2 22370
Hib. mj 12,1 kDa 445/ND -5 19810
Tdf 12,1 kDa 7,87/8 1 14120

Td coli 11,7kDa 452/44 -5 14060
PM = Peso Molecular

pl = punto Isoeléctrico tedrico / experimental (ND = no determinado)
6290 = Coeficiente de extincién (M cm™ )

Durante la purificacion de las tiorredoxinas m, f'y del hibrido observamos que
presentaban diferente sensibilidad a tratamientos térmicos, siendo la mas sensible la
tiorredoxina /'y la mas estable la m:

i II---III

90%/5 min |
--—-----

70°/10 min

70°5 min

Graf, 5.- Termosensibilidad de los extractos crudos de la tiorredoxina m, de la
tiorredoxina f'y del hibrido m/f. En abscisas se representa el porcentaje (referido
al extracto crudo sin calentar) de activaciiw de la FBPasa inducida por las
tiorredoxinas tras los tratamientos térmicos inc icados en ordenadas.
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Al objeto de verificar 1a ausencia de reacciones cruzadas tiorredoxina m, f
anticuerpos anti-Td f, anti-Td mr; a la vez que cuantificar el grado de reconocimiento
del hibrido m/f por ambos anticuerpos, realizamos varios ensayos de ELISA con
cantidades equivalentes de todas las proteinas. El resultado obtenido fue:

Td m Hib mA Tdf Td ceed

arti-Td m 100 % 15%+3 ND 70% + 14

anti Td f ND 21%+6 100 % 37%t3

S¢ ha dado valor 100 % a la reaccion de las tiorredoxinas m y f con sus respectivos
anticuerpos. El resto de los valores estin referidos a cllas. Cuando los resultados
vbtenidos fueron negativos ha indicado por ND (No Detectado).
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IX. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS TIORREDOXINAS

Las interacciones tiorredoxina-enzima deben jugar un papel clave en el
procesc de modulacion. Por ello, las diferencias estructurales entre las diferentes
tiorredoxinas que hemos empleado para activar a la NADP-MDH y a la FBPasa son
criticas a la hora de explicar las diferentes cinéticas de modulacion .

1. ANALISIS DE LAS ESTRUCTURAS PRIMARIAS

1.1. Porcentaje de aminodcidos y distribucién de carga

En la Tabla XVIIl se muestra la composicion aminoacidica de las
tiorredoxinas empleadas. La unica diferencia destacable es el mayor porcentaje de
aminoacidos basicos de la tiorredoxina £ .

Cuando estudiamos la distribucion de los residuos cargados a lo largo de la
secuencia comprobamos que el extremo amino {desde el primer aminoacido hasta el
centro activo) de todas ellas es acido, excepto para la tiorredoxina f, que es neutro.
Los extremos carboxilos (desde ei centro activo hasta el ultimo aminoécido) son
ligeramente basicos para la de coii, el hibrido y la f y bastante més basico para la
tiorredoxina m, que es la que presenta mayor dicotomia de carga:

Td coli Tdm Hib m/f Tdf

. T N € N _C N._€

acidoss. 8 8 6 9 6 11 4 1

basicos:. 3 9 0 13 0 12 4 1

1. El extremo carboxilo (N) comprende desde el primer aminoécido hasta

¢l centro activo. El extremo carboxilo comprende desde ¢l centro activo
hasta el altimo aminodcido.

1
2




RESULTADOS

Td coli

n

%

Asp 11
Glu 5

Y acidos: 16

Arg 1
His 1
Lys 10

¥ bésicos: 12

Ala
Gly
Ile

Leu
Met
Phe
Pro
Trp
Tyr
Val
¥ hidofob:62

[o—
o]

W

N R L = = \D O

Ser 3
Thr (
Y hidrox: ¢

Cys 2
Asn 4
Gin 3

10,2
46
14,8

0,9
09
9,3
11,1

11,1
8,3
8,3
12
0,9
3,7
46
1,8
1.8
4,6

»

574

2,8
5,6

1,8
3,7
2,8

— i L ~] W=~ O D O\ OO

7]
8 =

[l Al |
W

10,2
53,7

6,5
5,6
12,1

238
4,6
0,9

%ENIAM&O—O\JE‘-I

6,4
3,7
10,1

21
46
2,7

> (7 T T S . T e
et SRS o

-]
b

3,7

2

6,4

?

10,1

2.7
4,6
1,8

Zaminoacidos: 108 108 109 109
Masa molecular: 11,67 kDa 12,14 kDa 12,11 kDa 12,12 kDa

TABLA XVIIL- Composicion de las tiorredoxinas de E. coli, m, f y del hibrido m/f.




1.2. Aminodcidos implicados en la interaccién tiorredoxina-proteina

Segin Eklund et al. (1991), en la tiorredoxina de E. coli , los aminoécidos
implicados en la interaccion tior edoxina-proteina son: K36, M37, K57, R73, G92,
A93 y K96. Cuando comparzmos esios residuos con los que ocupan las mismas
posiciones en las moléculas de las tiorredoxinas estudiadas encontramos diferencias:

e v —————
e

Td coli: n ™

Td m: P
Hmf. P
Tdf. K

- %
G & B
E & 3
5 & &

"R
R
K
K

K
En rojo s¢ muestran los aminodcidos dcidos, en azul los basicos, en verde los hidréfobos y en negrita
los hidroxilados. Aparecen subrayados los aminoacidos que son diferentes a los del enzima de E.
coli. La numeracion &P e \ndican Eklund e al. (1991) (al primer aminodcido de E. coli le
corresponde el nimero 1).

1. Aunque Eklund no incluye al E30 entre los aminodcidos implicados en la interaccién, nosotros lo
hemos incluido por ser un aminodcido cargado y por estar localizado (a nivel de estructura primaria)
inmediatamente anterior al centro activo (E-W-C-G-P-C).

El andlisis de Ia naturaleza de estos aminoéacidos revela que las posiciones 36,
57, 73, 37, 92, 93 estin conservadas en las cuatro moléculas: las tres primeras estan
ocupadas por aminodcidos basicos (carga positiva), la 37 por un aminoacido
hidréfobo y las dos dltimas por aminoacidos hidrofilicos. En la posicion 30
(inmediatamente anterior al centro activo) aparece un aminoicido acido (carga
negativa) para la tiorredoxina de E. coli, para la m y el hibrido uno apolar (aunque sin
aversion a quedar expuesto al ay12) y basico (carga positiva) para la £ La posicion
96 esth ocupada por un aminofcido basico (carga positiva) en la tiorredoxina de £.
coli, polar neutro en la m e hidrofilico en la tiorredoxina f y en el hibrido.

1.3. Perfiles de hidropatia

La hidropatia representa la inclinacion hidrofilica o hidrofobica de la cadena
lateral de un aminoacido determinado. En términos generales, para proteinas
globulares existe una clara correlacion entre las regiones exteriores de su estructura y
aquellas que en el perfil de hidropatia aparecen como hidrofilicas, asi como entre las
regior:=s interiores o uridas a membrana y las de naturaleza hidrofobica.

Mediante el programa SOAP (Materiales y Métodos X1.2.a), basado en la

escala de hidrofobicidad de Kyte y Doolittle (1982), obtuvimos una prediccion de las
regiones hidrofobas e hidrofilas y una estimacion de la hidrofobicidad media
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(GRAVY) de cada molécula de tiorredoxina. El valor -5 es el punto medio entre
hidrofilia e hidrofobia, mayores de -5 corresponden 2 hidrofobia y menores de -5 a
hidrofilia. En la representacion grafica (Graf. 6), a todos los valores predichos por el
ordenador se les ha sumado +5 al objeto de que las regiones hidrofilicas aparezcan
por debajo del eje de abscisas y las hidrofobicas por encima de él.

Las diferencias mas significativas aparecen entre los aminoacidos de las
posiciones 47-60, 67-78 y en torno a la posicién 89, asi como en el extremo
carboxilo. El perfil de hidrofobicidad del hibrido m/f, como cabra esperar, es analogo
al de la tiorredoxira m hasta el centro activo y a partir de ¢l idéntico al de la f (este
mismo resultado aparece en los perfiles de flexibilidad y antigenicidad). A pesar de
los datos de homologia, l1a tiorredoxina f tiene una hidrofobicidad media analoga a la
de E. coli (0,7 y 0,6 respectivamente) v la tiorredoxina m es mucho mas hidrofilica (-
0,45).

1.4. Perfiles de flexibilidad

El programa FLEXPRO (Materiales y Métodos XI1.2.b) nos suministrd una
prediccion de las regiones flexibles basada en factores de temperatura atomica
(valores B o factores de Dbye-Waller) de los atomos de carbono en posicion alfa de
los aminoacidos (Karplus y Schulz, 1985). A todos los valores de la representacion
(Graf. 7) se les ha sumado —1 para que las regiones flexibles queden por encima del
eje de abscisas y las rigidas por debajo de él.

En la Tabla XIX se muestran las posiciones de los cinco picos de valores mas
altos de ﬂexibiiidad. Se observa que aunque la tiorredoxina de E. coli presenta el
fragmento de mayor flexibilidad, es la tiorredoxina m la mas flexible y la f la mas
rigida.
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Grifica 6.- Perfil de hidropatia. Las zonas por encima del eje de abscisas corresponden
amgimeshidroﬁobimsqmselomlinrianhaciaelmﬁordelamolécuh
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Grifica 7.- Perfil de flexibilidad. Las regiones por encima del eje de abscisas
corresponden a zonas flexibles




B[N]

1,103
1,097

1,091

1,077

1,073

1,063

1,055

1,053

1,050

1,048

1,045 47-54

1,041 82-88
1,039 102-109
1,037 10-16

1,036 89-95

Y BIN]

5 = 1,061 1,071 1,059 1,049
TABLA XIX.- Valores de flexibilidad (se define la ngidez como B[N] < 1)
En rojo, verde y azul se destacan el primero, segundo y tercero
respectivamente La numeracion hace referencia al primer aminoacido de
cada secuencia.

L.S. Predicciones de antigenicidad

Mediante el programa ANTIGEN (Materiales y Métodos XI.2.c) obtuvimos
un perfil de antigenicidad (Graf. 8) basado en la hidrofilicidad (Iiopp y Woods,
1981), ya que los determinantes antigénicos deben corresponder a regiones exteriores
expuestas a! medio, y por ello hidrofilicas.

El programa suministra una tabla (Tabla XX) con los tres picos de mayor
hidrofilicidad, pero solo el mayor de ellos corresponde a un determinante antigénico
con un 100% de probabilidad de acierto. Los otros dos tienen una fiabilidad de! 67%.
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Grifica 8.- Perfil de antigenicidad. Las regiones por eucima del eje de abscisas
corresponden a zonas hidrofilicas que pueden ser antigénicas. La prediccion para el hibrido
Wﬁsmlsﬁonedoxinamhastaelmﬂoacﬁvoycmmlafapartirdeél.

Puntuacién  Td coli

2,05

1,8

1,62 4348

1,28 44-49 44-49

1,23 96-101

1,22 5-11

1,17 60-70 65-70

1,15 47-52 61-66
TABLA XX.- Predicciones de antigenicidad. Se muestra la
localizacion de los picos de antigenicidad y la puntuacion
asignada a cada uno de ellos. En negrita se resaitan los de
mayor puntuacion, que son los que corresponden a un 100% de
probabilidad de ser determinantes antigénicos.




2. PREDICCIONES DE ESTRUCTURA SECUNDARIA

Las predicciones de estructura secundaria las obtuvimos via E-mail en el
servidor PredictProtein@EMBL-Heideleber DE (Rost ef al., 1994). Durante el
proceso, los programas HaxHom y HSSP (Schneider y Sander, 1991) alinean la
secuencia con otras homologas y sobre el alineamiento completo el programa PDHsec
(Rost y Sander, 1993) realiza la prediccion de estructura secundaria en tres
categorias: a-hélice, lamina B y loop (Materiales y Métodos X1.3.a). La precision
global de la prediccion es del orden del 72 % (Junio de 1994) frente al 56-57 % del
método de Garnier (Garnier ef al., 1978) y al 47-57 % del método de Chou-Fasman
(Chou y Fasman, 1978).

La estructura de la tiorredoxina de E. coli es bien conocida: fue cristalizada en
1974 (Soderberg et al, 1974) y su estructura tridimensional determinada por
difraccion de rayos x a una resolucion de 2,8 A (Holmgren er al., 1975).
Recientemente se ha refinado hasta 1,68 A (Katti er al., 1990). Por ello, para conocer
la fiabilidad de nuestros resultados hicimos la prediccion de la tiorredoxina de E. coli
y la comparamos con los datos publicados por Eklund er al. (1991).

La prediccion de estructura secundaria (Tabla XXI) para la tiorredoxina de £.
coli se aproxima bastante  los datos cristalograficos, excepto en la region de! centre
activo, donde predice como loop lo que corresponde & parte de la a2, y las

estructuras a3 y B5, que las considera loops. La zona 3y la predice correctamente
com a-hélice porque el programa considera como tal a éste tipo de estructuras.

A nivel de estructura secundaria, las diferencias mas destacables se presentan
en la region comprendida entre a3 y B5 (que si aparece correctamente predicha para
el hibrido y la tiorredoxina f), pues de acuerdo con las predicciones, ni el hibrido ni las
tiorredoxinas m y f presentan estructura del tipc 310 . En el caso de la tiorredoxina m,
esta zona corresponderia a un loop y en el caso del hibrido y la tiorredoxina f, ademas
de loop, parte de los aminoacidos solaparian con B4, por lo que ésta seria mas larga.




Td coli
Td m
H m/f
Td f

Td coli
T™d m
Hwm/f
™d

1

.SDRIX D
AVNEVQVVN.
AVNEVQVVN.
. VGKVTEVNK

51 g3
YQGKLTVA

YAGKIRCYEKL
YLDVV.FLEL
YLDVV. FLKL

Dsﬁﬁﬁm

DSSWDELVIG
DSSWDELVIG
DTFNPIVNAA

.DGAILVD AEWCCPCRMI
SETPVLVDFW APWCGPCRMI
SETPVLVDFW APWCGPCKRVI
GDKTVVLDMF TKWCGPCKVE

ﬁ%mln:;

APIIDELAKE
APLYEELSQK
APLYEELSQK

310

NTDESFNT.A TKYGIRSIFT
DCNQDNKSLA KELGIKVVET
DCNQODNKSLA KELGIKVVET

100
$Ioonect. A pRYcTReIEY LL LF}\NGE‘VA_%GALSKG

VLFFENGERK DSVIGAVFEKA
FRILKDNKIV KEVTGAKFDD
FKILKDNKIV KEVPGAKFDD

Sa %E 8L
32,4 22,2 45,4
27,8 27,8 44,4
28,2 35,5 36,4
28,4 35,8 35,8

101 ad
QLEEFLDANL

TLSEKVEKY I
LVAAIDTVRS
LVAAIDTVRS

Td coli
Td m
Hm/f
Td £

TABLA XXI.- Prediccion de astructura sacundaria. Sobre el alineamiento se muestra en
azul las regionss de a-délice, an roju 1as cstroctores |y eil neprita las zomas de feop. Los

aminoacidos que ce destacan en aznl gmeso, 19J0 grueso y verde presentan unz fisbilidad de
prediccion de a-hélice, estructura B y loop respectivamente del 83%. Sobre la secuencia de la
tiorredoxina de E. coli se muestra su escaructura secundaria deducida a partir de la estructura
tridimensicnal (datos cristalograficos).
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3. PREDICCIONES DE ESTRUCTURAS TERCIARIAS

Los modelos de estructura terciaria los obtuvimos via internet en el servidor
SWISS-MODEL. Basicamente, el proceso consiste en realizar una busqueda de
secuencias homoélogas de estructura tridimensional conocida y en base a sus
coordenadas espaciales crear un modelo de esqueleto sobre el que se superpone la
secuencia a modelar (Materiales y Métodos XI1.3.b).

Los modelos de las tiorredoxinas se hicieron sobre la base de las estructuras
de la tiorredoxina de E._coli archivadas en el PDB con las claves de acceso. 1TRX
(Dyson et al. 1990), 3TRX (Forman-Kay, 1991); 2TIR y 1THO (Nikkola et al.
1993), y la humana 1MDJ (Quin et al., 1995). En la tabla adjunta se resumen las
caracteristicas de los modelos:

tdm tdf Hm/f td coli

aa modelados: 104 (96,3%) 99 (90,8%) 104 (95,4%) 108 (100%)
primer aa: *Asn *Asn SAsn 'Ser
ultimo aa: “val *val "®Ala
a-hélices: 4 4 3 4

estructuras . 5 4 4 5

Ptes. disulfuro: (BCys-*Cys) (*Cys-*Cys) (P*Cys-*Cys) (PCys-**Cys)

Ptes. hidrogeno: 78 71 81 89

Para la tiorredoxina de E. coli el modelo se ajusta perfectamente a los datos
experimentales: 4 hélices oo y 5 estructuras § y las Cys del centro activo esta
localizado en el senc de a2.

Los modelos de estructura tridimensional de las tiorredoxinas m y f resuelven
respectivamente el 96% y el 91% de la secuencia y el resuitado se parece mucho al de
E. coli (Lamina I). En el caso de la tiorredoxina f aparecen algunas diferencias
significativas: la molécula comienza con una hélice o larga, que sustituye a la
estructura B1 y a1, y el centro activo no esta en o2, que comienza después de *°Cys.




LAMINA L. Representacion esquemitica de los modelos de estructura terciaria de las
tiorredoxinas m, f, de E. coli y del hibrido m/f. Las barras verdes muestran la localizacion de
los residuos de Cys. En azul se destacan las a-hélices y en rojo las estructuras . Las
moléculas se han orientado con el centro activo en la parte inferior izquierda.

El resultado mas peculiar es el del hibrido: modelamos el 95% de Ia secuencia
y la estructura presenta importantes variaciones: no existe Bl y a4 aparece
perpendicular a a2. Ademés, no existe conexion entre “’Gly (BS) y %Ala (ad). El
centro activo, como en la tiorredoxina £, no esta en a2.
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LAMINA I.. Representacion esquematica de los modelos de estructura terciaria de las
tiorredoxinas m, /. de E. coli y del hibrido m /. Las barras verdes muestran la localizacion de
los residuos de Cvs En azul se destacan las a-hélices y en rojo las cstructuias [l Las
nioléculas se han orientado con el centro activo en la parte inferior izquierda.

El resultado mas peculiar es el del hibrido. modelamos el 95% de la secuencia
y la estructura presenta importantes variaciones: no existe Bl y o4 aparece
perpendicilar a a2, Ademas, no existe conexion entre “Gly (BS) y *Ala (04). El
centro activo, como en la tiorredoxina £, no esta en a2,
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Cuando analizamos la estructura tridimensional de las moléculas observamos
que todas ellas tienen un aspecto discoidal, mas gruesas en la zona central, con el
centro activo situado en las proximidades del borde de una de las caras.

Tratamos de ubicar en los modelos las zonas donde los perfiles de
hidrofobicidad presentan diferencias (Lamina II). La region en tomno al residuo 89,
donde las diferencias de hidrofobicidad son mas acusadas, y la region determinada por
los residuos 57-78 se localizan muy cerca del centro activo, y algo mas alejada,
proxima a la tercera Cys de las tiorredoxina m, f, y del hibrido (la de E. coli no tiene
tercera Cys), la zona determinada por los resiauos 47-60.

LAMINA IL- Localizacion, sobre los modelos, de las zonas donde sc aparecian
mayores diferencias en las predicciones de hidrofobicidad. Se ha coloreado en rojo la
regton en torno al residuo 89, en violeta la determinada por los residuos 67-78 y en azul
la correspondiente a los residuos 47-60. Las formas (b) son resultado de rotar 180°
sobre el eje y las formas (a). Cbsérvese la localizacion de la tercera Cys
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Al objeto de estudiar el centro activo y las cargas en torno a él, orientamos las
estructuras de tal forma que el anillo del **Trp quedase sobre el platio definido por los
ejes yz (Lamina IN). La **Cys aparece er el Isdo izquierdo de la molécula, er primer
plano, apoyada sobre la **Pro y ocultando a la *Cys, la cual queda més interna.
Ambas Cys estan rodeadas por aminoacidos hidrofobos y aminoécidos no cargados.
Aparecen dos puntos de carga negativa conservados. El primero de ellos, ocupado
por *’Arg (tiorredoxinas m) o por *'Lys (hibrido y tiorredoxina f y *Lys en E. coli)
esta a la derecha del plano formado por los ejes xy, en la cara opuesta a donde se
encuentra el centro activo. El segundo, a la izquierda, en la misma cara del centro
activo, estd ocupada por "*Arg (tiorredoxinas ) -para la de £ coli “Arg- o por "‘Lys
(hibrido y tiorredoxina f).

Al estudiar la distribucion de cargas en torno al centro activo comprobamos
que es caracteristica de cada molécula. La tiorredoxina f presenta en la parie superior
una zona cargada negativamente (*’Lys/”Lys) y la m una zona cargada positivamente
(*®Asp/®Glu). Dicha zona, en el enzima de E. coli esta ocupada por aminoicidos
polares no cargados. En la cara opuesta al centro activo y cerca de él aparece la
tercera Cys de la tiorredoxina f Esta cara es muy rica en aminoécidos cargados en el
caso de la molécula de E. coli. En las tiorredoxinas m y de E. coli aparece una carga
positiva en el extremo inferior del eje y (""Lys y *Lys respectivamente).

El l6bulo inferior izquierdo de la tiorredoxina f es rico en aminoicidos
cargados y en el hibrido esta zona de la molécula no existe. Este hecho es
consecuencia de la falta de conexion entre “Gly y **Ala, que origina la anémala
posicion de la estructura a4.

LAMINA IIL- Analisis de los aminoacidos que rodean al centro activo. En azul apcracen
los aminodcidos basicos (Lys, Arg, His), en rojo Jos dcidos (Glu, Asp) y en celeste los
hidrofobos (Phe, Val, Leu, Met, Ile, Trp, Tyr). Los nombres de los aminoacidos en
negrita indican cargss conservadas.
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LAMINA IV.- Distribucion de estructura secundaria en el modelo de la FBPasa.
Como barras verdes se muestra la localizacién de los residuos de Cys, en azul se
destacan las a-hélices y en rojo las estructuras B. En negro aparece la *’Lys
descrita como esencial para la actividad catalitica (Sahrawy er al., 1995).

X. MODELO DE LA FBPasa CLOROPLASTIDICA DE GUISANTE

El modelo se basa en las estructuras de la FBPasa de rifion de cerdo y en la
FBPasa cloroplastidica de espinaca registradas en el PDB con las referencias: 1FBP
(Ke et al., 1990), SFBP (Ke et al., 1991a), 1FBC (Zhang et al., 1993), 1FRP (Xue et
al., 1994), 1FPD (Villeret et al., 1995b) y 1SPI (Villeret ef al,, 1995a). Hemos
logrado resolver el 98% de la secuencia (desde *Ser hasta ***Leu) y el resultado es
coherente con la estructura de la cloroplastidica de espinaca (Lémina IV). Predice la
aparicion de un puente disulfuro entre *“*Cys-'*Cys pero no aclara cuales de las Cys
del loop estan implicadas en el responsable de la modulacion por tiorredoxina. La
"Cys, de acuerdo con la prediccion, se localiza con el grupo sulfidrilo expuesto en la
base del trapezoide, donde tienen lugar las interacciones entre las subunidades. El
puente disulfuro *“’Cys-'"Cys queda en el interior de la molécula.

De acuerdo con el modelo, la subunidad tiene forma trapezoidal, quedando las
Cys 153,173 y 178 en la arista opuesta al extremo amino. La distribucion de cargas
es asimétrica, pues la cara donde se localiza la *’Lys, descrita como esencial para la
actividad FBPasa (Sahrawy et al., 1995), es la de mayor densidad de carga, existiendo
una elevada concentracion de aminoéacidos basicos er: tomno a ella (Lamina V).
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LAMINA IV.- Distribucion de estructura secundaria en el modelo de la FBPasa.
Como barras verdes se muestra la localizacion de los residuos de Cys, en azul se
destacan las a-hélices y en rojo las estiucturas {1, En negro aparece la **Lys
descrita como esencial para la actividad catalitica (Sahrawy ef al., 1995).

X. MODELO DE LA FBPasa CLOROPLASTIDICA DE GUISANTE

El modelo se basa en las estructuras de la FBPasa de nifion de cerdo y en la
FBPasa cloroplastidica de espinaca registradas en el PDB con las referencias: 1FBP
(Ke et al., 1990), 5SFBP (Ke ¢t al., 1991a), 1FBC (Zhang ef al., 1993), 1FRP (Xue ef
al., 1994), 1FPD (Villeret et al., 1995b) y 1SPI (Villeret ef al., 1995a). Hemos
logrado resolver el 98% de la secuencia (desde *Ser hasta **Leu) y el resultado es
coherente con la estructura de la cloroplastidica de espinaca (Lamina IV). Predice la
aparicion de un puente disulfuro entre “Cys-""Cys pero no aclara cuales de fas Cys
del loop estan implicadas en el responsable de la modulacion por tiorredoxina. La
*2Cys, de acuerdo con la prediccion, se localiza con el grupo sulfidrilo expuesto en la
base del trapezoide, donde tienen luga:r las interacciones entre las subumdades. El
puente disulfuro *’Cys-'""Cys queda en el interior de la molécula.

De acuerdo con el modelo, la subunidad tiene forma trapezoidal, quedando las
Cys 153,173 y 178 en la arista opuesta al extremo amino. La distribucion de cargas
es asimétrica, pues la cara donde se localiza la 1""';’Lys, descrita como esencial para la
actividad FBPasa (Sahrawy ef al., 1995), es la de mayor densidad de carga, existiendo
una elevada concentracion de aminoacidos basicos en tomo a ella (Lamina V).
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LAMINA V.- Modelo de como se disponen ios cuatro monémeros de la FBPasa cloroplastidica de guisante.
los aminoacidos basicos, en rojo los acidos y en celeste los hidrofobos. En negro se destaca la **Lys, que ha
fundamental para la actividad FBPasa (Sahrawy er al., 1995a) y en amarillo el atomo de azufre de las Cys.
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LAMINA V.- Modelo de como se disponen los cuatro monomeros de la FBPasa cloroplastidica de guisante. En azul aparecen
los aminoacidos basicos, en rojo los acidos y en celeste los hidrofobes. En negro se destaca la ¥ Lys, que ha sido descrita como
fundamental para la actividad FBPasa (Sahrawy er al., 1995a) y en amarillo el dtomo de azufre de las Cys.




LAMINA VL- Detalle de Ia region de baja homologia y alta concentracién de aminodcidos
acidos. En celeste aparece el fragmento correspondiente a '“Pro-'“Gly. Los aminoacidos
acidos se destacan en rojo y el azufre de las Cys en amarillo.
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LAMINA Vi.- Detalle de la region de baja homologia y alta concentracion de aminoacidos
acidos. En celeste aparece el fragmento correspondiente a ''Pro-"" Gly. Los anmoacidos
acidos se destacan en rojo y el azufre de las Cys en amarillo.
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Al estudiar con mas detalle la posicion de las Cys comprobamos que las '**Cys y
'Cys estan muy proximas entre si y en contacto directo con la zona rica en
aminoacidos acidos, implicada en la interaccion con la tiorredoxina y donde la
homologia con las otras FBPasas cloroplastidicas practicamente desaparece (Hermoso
ef al. 1995), mientras que la '"*Cys queda mas alejada, aunque es esta ultima la mas
proxima a la 153Cys (Ldmina VI).
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Tiorredoxina m

A partir de una genoteca de ADNc de guisante hemos aislado cinco clones que
son reconocidos por anticuerpos anti-Td m preparados a partir de enzima purificada
de hoja de guisante. Todos ellos hibridan entre si, por lo que decidimos secuenciar al
que denominamos T;. El sistema de secuenciacion empleado nos ha permitido
trabajar mas eficientemente (secuenciamos en ambos sentidos a la vez) y evitar la
utilizacion de radiactividad. La secuencia obtenida es altamente fiable (cada
fragmento se secuencié un minimo de tres veces), aunque no hemos podido resolver
dos ambigiiedades: el nucle6tido 399 puede ser AGT yel 792GoT.

El nucledtido 399 forma triplete con GG. Debido a ia degeneracion del
codigo genético, GG siempre codifica glicina, independientemente del nucleotido que
ocupe la tercera posicion, por lo que esta ambigiiedad no es relevante. La
ambigiiedad en 792, tampoco altera el resultado final de la secuencia aminoacidica,
pues esta localizada por detras del codon de parada y no se tiaduce.

El analisis de la secuencia (Resultados 1.3 Tabla I!I) pone de manifiesto que
hemos aislado el clon completo, hasta el comienzo de la cola de poliA, y que codifica
la secuencia caracteristica del centro activo de las tiorredoxinas (WCGPC). La
longitud de la secuencia completa es de 172 aminoacidos. Al compararla con otras
tiorredoxinas, comprobamos que el extremo amino de la secuencia no presenta

homologia con ninguna de ellas, como suele suceder con los péptidos de transito, y
que el resto de la secuencia tiene un 72 % de identidad con la tiorredoxina m de
espinaca;, 60% con la m de Chlamydomonas sp.;, 50% con la m de Anacystis sp. y
solo un 34% y un 27% con las tiorredoxinas f de espinaca y guisante (Lopez Jaramillo
et al. 1994). Otro dato destacable es la presencia del motivo FWA, encontrado en
tiorredoxinas bacterianas (Meng et al., 1981; Hoog, ef al., 1985; Gleason et al., 1985;
Mathews et al., 1987; Johson et al., 1987; Clement-Metral ef al., 1988; Johson ef al.,
1988, McFarlan, er al., 1989, Muller et al., 1989, Alam ef al., 1989) y en las
tiorredoxinas m de espinaca (Wedel ef al., 1992) y de Chlamydomonas reinhardiii
(Decottignies et al., 1991), y no en las de tipc h o f (Eklund et al, 1991). A
diferencia de la m de espinaca, la de guisante posee una tercera cisteina, como las f de
espinaca (Schiirmann ef al., 1981; Aguilar et al., 1992) y guisante (Lepiniec et ai.,
1992).

Un aspecto critice es determinar donde comienza la proteina madura. Cuando
analizamos la secuencia aminoacidica no encontramos ninguna de las caracteristicas
propias de la zona de transicion entre péptido de transito y proteina madura descritas
por Douwe de Boer y Weisbeek (1991). Recurrimos a los resultados de
secuenciacion aminoacidica del extremo amino de la tiorredoxina m de guisante
purificada de hoja para deducir que el primer aminoacido de la tiorredoxina m de
guisante es la Ala-65. Sin embargo, existe una elevada homologia entre los
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aminoacidos inmediatamente anteriores a la Ala-65 en guisante (HARE) y la
secuencia descrita como comienz. .e las isoenzimas de las tiorredoxinas m de
espinaca (KASE para la mb y ASE para la ma)  Wedel et al. (1992). Esto nos
induce a pensar que, aunque el enzima activo y funcional comienza con la Ala-65, el
procesamiento del péptido de transito origina una proteina cuyos primeros
aminoacidos son HAREA. Esta proteina, de 112 aminoacidos y 12,6 kDa, sufre
modificaciones post-traduccionales y pierde Jos cuatro aminoacidos HARF
originando la tiorredoxina m, de 108 aminoacidos y 12 kDa..

El péptido de transito de la tiorredoxina m de guisante esta formado por 60
aminoacidos, mas corto que los 72, 68 y 67 residuos descritos para las tiorredoxinas f
de guisante (Lepiniec ef al., 1992) “ de espinaca (Aguilar et @’ '992) y m de
espinaca (Wedel ef al., 1992) respectivan.. nte. No hemos encontrac.~ .aingun tipo de
homologia entre todos ellos a nivel de estructuras primaria y secundaria, excepto un
clevado porcentaje de aminoéacidos hidroxilados y bajo nivel de aminoacidos acidos,
caracteristicas comunes a todos los péptidos de transito (von Heijne, 1991)

Al analizar las secuencias de la tiorredoxina aislada, hemos observado que la
distribucién de los residvos cargados es muy caracteristica: es un dipolo con el
extremo amino (hasta el centro activo) acido, de carga -6 (6 aminoacidos acidos y
ninguno basico) y el extremo carboxilo (desde el centio activo hasta el ultimo
aminoacido) basico, con carga +4 (9 aminoacidos acidos y 13 basicos). Estos dates
son coherentes con los encontrados para la tiorredoxina de L. coli (-5 y +1
respectivamente).

A partir de la secuencia primaria, los ordenadores predijeron un punto
isoeléctrico de 4,96, del orden de medio punto inferior al valor 5,3 determinado
experimentalmente. El punto isoeléctrico experimental coincide plenamente con los
valores 5,3 y 5 encontrados por Schiirmann ef al. (1981) para las tiorredoxinas mb y
mc de espinaca. La prediccion del coeficiente de extincion es 22370 M! em’,
ligeramente superior a los 19300 M cm™ descritos para la tiorredoxina m de espinaca
(Maeda ef al., 1986) porque la de guisante tiene una Tyr mas en su estructura
primaria.

El enzima, comc todas las tiorredoxinas de tipo m (Agostino y Hatch, 1993;
Stein et al., 1995), es bastante resistente a tratamientos térmicos, no apreciandose
perdida de actividad en extractos crudos calentados a 90°C durante 10 minutos
(Resultados III Graf. 5). Gracias 2 esta propiedad, hemos mejorado el protocolo de
purificacién descrito por Hodges e al. (1994) y con solo un choque térmico y un
paso por una columna Sephadex G50 obtenemos 20 mg de proteina pura a
homogeneidad (verificada por electroforesis SDS-PAGE y tincion de plata) por litro
de cultivo (Lopez Jaramillo e al., 1995). Debido a la elevada identidad con la

preparado, secuenciamos por degradacion de Edman una alicuota de la proteina
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recombinante. No detectamos contaminacion con proteina bacteriana y si
confirmamos las predicciones de Hirel ef al. (1994) sobre el procesamiento de la Met.

La proteina recombinante es reconocida por anticuerpos anti-Td m
preparados a partir de enzima purificado de hoja de guisante y no hemos detectado
mediante western-blotting revelando con marcaje fluorescente (Resultados 1.4 Fot. 5)
ni mediante ensayos de ELISA (Resultados VIII) reaccion cruzada con anticuerpos
anti-Td /. Este resultado era predecible, pues Schiirmann e al. (1980) lo describieron
para la tiorredoxina mc de espinacay Hodges et al. (1994) para la tiorredoxina / de
guisante recombinante y anticuerpos anti-Td m y anti-Td k de Chlamydomonas
reinhardtii. .

La elevada identidad del clon con las tiorredoxinas m y bacterianas, la
presencia de! motivo FWA y de un sitio de corte para Ncol (descrito para la
tiorredoxina m de espinaca por Wedel ef al., 1992), los valores de punto isoeléctrio y
coeficiente de extincion, la distribucién de cargas, la resistencia a tratamientos
térmicos, asi como la fuerte reaccion con articuerpos anti-Td m y nula con anti-Td f,
avalan la naturaleza tiorredoxina m de la proteina recombinante.

Tierredoxina f

El clon de la tiorredoxina f de guisante nos ha permitido disponer de
cantidades suficientes de enzima, sin necesidad de recurrir a la purificacion a partir de
la planta, proceso sumamente tedioso (paso por tres columnas diferentes) con
rendimientos del orden de 1,88 mg de proteina pura por Kg de Lojas (Prado ef al.,
1992).

La prediccion de ordenador de coeficiente de extmclon para la tiorredoxina f
de guisante es 1412C M cm™, valor inferior a los 17700 M cm’ ! determinado por
Kamo et al. (1989) espectrofotometncamente para la tiorredoxina f de espinaca. Esta
diferencia se explica por el hecho de que la de guisante contiene una Tyr menos.

El punto isoélectrico teorico estimado es 7,82 y 8 el experimental, ambos
alejados del valor 6,1 descrito para la tiorredoxina f de espinaca (Schirmann ef al.,
1980). Este hecho es debido a que el enzima de espinaca presenta 4 aminoacidos
acidos raas que la de guisante.

En SDS-PAGE, la iiorredoxina f migra mas rapidamente que las tiorredoxinas
de E. coli ym. Similar fenomeno ha sido observado en la tiorredoxina f* de espinaca

149




DISCUSION

(Schiirmann et al., 1981; Aguilar et al., 1992, Brandes ef al., 1993). Esto se explica
porque las proteinas con un elevado contenido de aminoécidos basicos (las
tiorredoxinas / de espinaca y guisante tienen 16) , migran de manera anémala en
SDS-PAGE (Takano et al., 1988).

La tiorredoxina f es extremadamente termosensible, pues hemos detectado en
extractos crudos pérdidas de actividad del orden del 23% tras calentamientos de solo
5 minutos a 60°C (Resultados VIII Graf. 5). Como consecuencia de ello, hemos
obviado el tratamiento térmico y recromatografiado el pico correspondiente a la
tiorredoxina /. De esta forma, hemos logrado rendimientos dei orden de 8 mg de
enzima pura por litre de cultivo, un 33% mas del descrito por Hodges et al. (1994).

Tiorredoxinas hibridas

Como una herramienta mas para tratar de explicar las diferentes propiedades
fisicoquimicas e inmunologicas de las tiorredoxinas m y f, decidimos construir dos
moléculas quiméricas intercambiando los extremos amino y carboxilo de ambas
tiorredoxinas de guisante.

La construccion del hibrido f/m las realizamos de manera aniloga a como la
describieron Lim er al. (1988) para el hibrido entre las tiorredoxina de E. _coli y
Anabaena sp: corte con Ava II (ambas presentan un sitio de restriccion para Ava Il
en la region que codifica el centrc activo) e intercambio de los fragmentos. El
proceso resulté complicado porque tuvimos que trabajar con fragmentos de ADN del
orden de 100 pb y plantear una ligacion del vector con ios fragmentos amino y
carboxilo simultaneamente.

Observamos que existe una elevada homologia en la secuencia nucleotidica de
ambas moléculas a nivel del centro activo. Este hecho lo hemos aprovechado para
ligar los extremos amino de la m y carboxilo de la f mediante una segunda reaccion de
PCR (Resultados IV.2 Fig. 5). De esta forma hemos evitado el empleo de Ava II, con
el consiguiente ahorro de ADN de partida y de tiempo en la purificacion de los
fragmentos digeridos, a la vez que reducir la ligacion a una reaccion entre el vector y
un inserto de 0,32 Kb.

De acuerdo con el modelo de Wilkinson y Harrison (1991), el hibrido fim
aparece como cuerpos de inclusion. Las predicciones de ordenador indican que se
trata de una proteina con un punto isoeléctrico de 9,25. Este valor tan anomalo no
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lo consideramos un artefacto habida cuenta de la buena correlacion encontrada entre
los resultados experimentales y las predicciones para las tiorredoxinas m y f de
guisante y espinaca.

Pensamos que seria dificil expresar el hibrido fim porque debido al fuerte
cardcter basico se uniria a los acidos nucleicos de la bacteria y resultaria toxica.
Mediante Northern blotting hemos comprobado que se traduce (Resultados IV.1 Fot
6) y mediante SDS-PAGE que la proteina aparece como cuerpos de inclusion
(Resultados IV.1 Fot 7). Para tratar de purificarlo hemos seguido el protocolo
descrito por Aguilar ef al (1991), y hemos aislado un péptido del orden de 42 kDa
que es reconocido por anticuerpos anti-Td f (Resultados IV.1 Fot 9). No hemos
continuado trabajando con él.

Las predicciones para el hibridc m/f eran mas favorables: soluble, -5 de carga
y 4,96 de punte isceléctiico. Analizamos la sensibilidad a tratamientos térmicos y
encontramos que soporta temperaturas de 90°C durante 5 minutos con pérdidas de
actividad de solo el 10% (Resultados VIII Fig. 5). Esto resultados muestran que a
pesar de presentar una identidad del orden del 80% con la tiorredoxina f , el hibrido
presenta propiedades fisicoquimicas mas parecidas a la m.

La resistencia a incubacion a elevada temperatura ha sido muy Gtil de cara a la
purificacion, pues comumando choque térmico con incremento de la fuerza idnica de
los tampones para disminuir las interacciones ionicas, hemos obtenido un rendimiento

de 3 mg de proteina pura por litro de cultivo. El hibrido m/f reacciona débilmente con
los anticuerpos anti-Td f y anti-Td m (Resultados VIII).

De lo diciic se deduce que la especial sensibilidad de la tiorredoxina f a la
temperatura es consecuencia del extremo amino, pues cuando éste se cambia por el de
la tiorredoxina m, el enzima resultante soporta tratamientos térmicos que inactivan a
la tiorredoxina f. Esto es coherentes con las conclusiones de Lim ef al. (1988), seglin
las cuales es el extremo amino el responsatle de mantener la conformacion de la
proteina. Por otro lado, el bajo reconocimiento del hibrido m/f por los anticuerpos
anti-Td f sugiere que los determinantes antigénicos de la tiorredoxina f estan
localizados fundamentaimente en el extremo amino, pues los dos tercios f de la
molécula hibrida son reconocidos so!o un 20% por los anticuerpos anti-Td f.
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Fructosa-1,6-bisfosfatasa recombinante

El sistema de expresion de la FBPasa cloroplastidica de guisante disefiado por
Carrasco ef al. (1992) no es eficaz: obtiene un rendimicntos del orden de 0,5 mg de
enzima pura por litro de cultivo y la purificacion implica el uso de tres columnas.
Ademas, el plasmido recombinante porta 2 Kb de brazo de fago, uno a cada lado del
inserto, y codifica parte del péptido de transito. Esto hace que la proteina
recombinante presente importantes diferencias cinéticas con el enzima purificada de
hoja (Carrasco et al., 1992). Por ello abordamos la tarea de subclonarla de nuevo.

Consideramos que el primer aminoacido de la FBPasa madura es la metionina
englobada en la secuencia VRCMA, identificada por Carrasco et al (1992) como
secuencia consenso de provesamiento para peptidasas por tratarse de una zona de
transito de estructura P a hélice a. Mediante PCR amplificamos selectivamente el
fragmento de ADN que codifica a la FBPasa y lo subclonamos en el vector de
expresion pET 3d, mucho mas eficiente que el empleado origina!mente por Carrasco
et al. (1992).

Este nuevo sistema de expresion nos ha permitido expresar y purificar una
FBPasa que si es analoga al enzima purificado de la planta, como demuestra el hecho
de que los parametros cinéticos determinados (Km, indice de Hiil, activacién por
tiorredoxina y dependencia de Mg”") (Resultados V.1 Graf. 1, Graf. 2, Graf. 3) estén

en el rango de los del enzima purificado de hojas de guisante (Jacquot ef al., 1995).
El rendimiento obtenido es 20 mg de enzima por litro de cultivo, del orden de 40
veces el rendimiento obtenido por Carrasco et af (1992).

Analisis de la activacién de la FBPasa y la NADP-MDH por tiorredoxinas

Existe una cierta controversia sobre la especificidad FBPasa/tiorredoxina.
Tradicionalmente, en espinaca se¢ ha descrito que la NADP-MDH es activada
preferentemente por la tiorredoxina m y la FBPasa por tiorredoxina f, aunque se
pueden intercambiar las tiorredoxinas y lograr activaciones del 51% para NADP-
MDH/tiorredoxina f y del 16% para FBPasa/tiorredoxina m (Wolosiuk et al., 1979).
De acuerdo con Schiirmann ef al., (1981), la FBPasa es mucho mas especifica, pues
es activada exclusivamente por tiorredoxina y, mientras que la NADP-MDH es
también eficazmente activada por elevadas concentraciones de tiorredoxina f Seglin
Holmgren (1985), es la tiorredoxina f la que activa exclusivamente a la FBPasa y la
tiorredoxina m la que actia sobre la NADP-MDH y FBPasa.
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Ya en 1985, Hierlein ef al. indicaron que tanto la FBPasa como la NADP-
MDH son activadas por la misma fraccion de tiorredoxina y que en ocasiones, la no
activacion de la FBPasa o la NADP-MDH por un tipo de tiorredoxina es
consecuencia de que no se estd trabajando con enzimas de plantas de la misma
especie. En esas mismas fechas, Schiirmann ef al. (1985) indicaron que en espinaca,
la especificidad FBPasa/ tiorredoxina f se ve alterada en presencia de FBP y Ca®,
pudiendo las tiorredoxinas m y de E. coli activar a la FBPasa eficientemente.

Debido a esta cierta polémica y a que contabamos con el sistema de
tiorredoxinas y FBPasa de guisante, asi como con el hibrido m/f y la tiorredoxina de
E. coli , nos propusimos estudiar las diferentes cinéticas de modulacion. Llegado este
punto, hay que aclarar que la mezcla de activacion del ensayo de la FBPasa contenia
0,05 mM Ca®' porque es el medio empleado rutinariamente en nuestro laboraworio y
porque experiencias preliminares demostraron que la tiorredoxina m de guisante
activz a la FBPasa de guisante, ambas recombinantes, en ausencia de Ca® y FBP.
Esta observacion ha sido recientemente confirmada en espinaca por el grupo del Dr.
Hartman (comunicacion personal).

De acuerdo con nuestros datos (ver Tabla XVII pg. 154), todas las
tiorredoxinas ensayadas activan a la FBPasa. La tiorredoxina m, a pesar de presentar
un grado de identidad con la f de solo el 25%, es capaz de activar a la FBPasa hasta
igula Vmax que la tiorredoxina f, pero necesita concentraciones del orden de 20 veces
superiores, mientras que la tiorredoxina de E. coli (70 % de identidad con la
tiorredoxina m) y el hibrido (identidad 80 % f y 48 % m) consiguen activaciones del
30% y del 11% respectivamente. De ésto se deduce que el efecto modulador ro es
consecuencia de homologia a nivel de estructura primaria, sino que probablemente
deben existir regiones de la moléculas criticas para dicha modulacion.

En todos ios casos, el fenomeno de activacion presenta cooperatividad
positiva, excepto con la tiorredoxina m, donde no se observa cooperatividad. Es
destacable el hecho de que las tiorredoxinas no cloroplastidicas (la de £. coli y el
hibrido) son las de mayor valor del coeficiente de Hill, especialmente el hibrido, que
ademas de ser el mas efectivo, considerando como efectividad el inverso de Ao,
presentaria mas de un lugar de union por subunidad de FBPasa, si bien es verdad que
ef valor del coeficiente de Hill determinado para el hibrido no es excesivamente fiaole
pues, aunque los puntos de la representacion logaritmica de Hill se ajustan
perfectamente a una recta (R? =1) (Resultados VI.1.3 Graf. 13c), la curva de
saturacion no tiene demasiada resolucion, a pesar de los numerosos intentos para
tratar de incrementar el namero de puntos.

Ya se ha mencionado anteriormente que no es objeto del presente trabajo

analizar el efecto modulador de las tiorredoxinas sobre la NADP-MDH, pero la
disponibilidad de esta Ultima nos animé a ensayar nuestras tiorredoxinas sobre ella
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DISCUSION

(ver tabla XVII adjunta). Comprobamos que la NADP-MDH es activada por las
tiorredoxinas m, fy de E. coli, pero no por el hibrido. Es sorprendente comprobar
que la tiorredoxina / la activa cuatro veces que mas que la tiorredoxina m, pero
empleando concentraciones 86 veces mayores.

Resulta paradojico que exista solo una ligera cooperatividad positiva con la
tiorredoxina m, el activador fisiologico, y que el indice de Hill sea de 3 con la f(se ha
descrito que la NADP-MDH de guisante es un tetramero (Fickenscher y Scheibe,
1983) y no un dimero). Estas observaciones han sido corroboradas por otros
investigadores (Braun, H., Lichter, A., Konig, A. y Hiberlein, I, poster n°62, 4"
International Conference on thioredoxins and related proteins, Kassel, Agosto 1995).

A la vista de las cinéticas cabria preguntarse si todos estos efectos
moduladores son solo un fendémeno in vitro o si en el caso de las tiorredoxinas m y f,
localizadas ambas en el cloroplasto, podrian tener alguna significacion fisiologica,
maxime cuando hemos comprobado que en las condiciones de nuestro ensavo si existe
interaccion entre la tiorredoxina m y la FBPasa (Resultados VII.1 Fig. 6 y VI1.2)
(Lopez Jaramillo ef al., 1995), aunque menor que entre la FBPasa y la tiorredoxina /.
En cualquier caso, no hay que perder de vista que las concentraciones a las que se
obtiene la maxima activacion es siempre muy inferior cuando se emplean los
moduladores descritos en la bibliografia como fisiologicos a cuando se intercambian
los moduladores (del orden de 20 veces para la FBPasa/Td m y 86 veces para la
NADP-MDH/Td f), por lo que peiece razonable pensar que in vivo estas

modulaciones cruzadas no tengan reievancia alguna.

Andlisis estructurales

Con el uvojeto de explicar las diferencias en las propiedades fisicoquimicas,
inmunologicas y cinéticas encontradas, realizamos un estudio a nivel estructural de ias
tiorredoxinas empleadas. Hay que resefiar que todos los datos obtenidos son
predicciones de ordenador, aunque este hecho no debe ser obstaculo para que sean
tomados en szrio pues, comc hemos demostrado anteriormente, existe una clara
correlacion entre los datos experimentales y ias predicciones. Ademas, siempre
hemos empleado ia molécula de E. coli , cuya estructura es perfectamente conocida
(Soderberg et al., 1974, Holmgren et al., 1975, Katti et al., 1985; Dyson et al., 1990)
como control para conocer la fiabilidad de las predicciones.
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A nivel de estructura primaria hemos encontrado diferencias significativas en
la distribucion de carga y en los perfiles de hidropatia y antigenicidad. Hemos
observado que las tiorredoxinas m y de E. coli , asi como el hibrido, presentan un
marcado carécter dipolar, con el extremo aminico fuertemente acido y el carboxilico
basico. Este hecho explica los puntos isceléctricos acidos (experimentales y teoricos)
y el carcter anionico de las moléculas. La molécula de la tiorredoxina / tiene una
distribucion de carga mucho méas homogénea, lo cual se traduce en un extremo
aminico neutro, el carboxlico ligeramente acido y caracter cationico.

Los perfiles de hidropatia (Resultados IX.1.3 Graf. 6) ponen de manifiesto que
el extremo aminico de todas ellas es bastante similar y que el centro activo, aunque
rodeado (a nivel de estructura primaria) por aminoacidos hidrofobos, esta en el limite
entre la hidrofobia y la hidrofilia. Las diferencias aparecen en el extremo carboxilo,
fundamentalmente entre los aminoacidos 47-62, 67-78 y en torno al 89. Notese que
todo ésto es coherente con los residuos descritos por Eklund ef al. (1991) como
implicados en la interaccién tiorredoxina-proteina: *'Lys, "Arg, “’Gly y *’Ala, entre
otros. En general, y al contrario de lo que cabria esperar, la hidrofobicidad media del
enzima de E. coli y de la £, son analogas, mientras que m es considerablemente mas
hidrofilica.

De acuerdo con el perfil de antigenicidad (Resultados IX.1.5 Graf. 8), la
tiorredoxina f es menos antigénica que la tiorredoxina m. En el caso de la /, aparece
con una probabilidad del 100% un determinante antigénco principal entre los
aminoacidos 44-49 (extremo carboxilico) y un segundo pico (probabilidad del 67%)
entre los aminoacidos 5-11 (extremo aminico). Para la tiorredoxina m, ambos se
localizan en el extremo carboxilico (algo similar ya fue sugerido por Holmgren e/ al.
(1981) para la tiorredoxina de E. coli y Lim et al. (1987) lo hicieron extensible a la de
Anabaena PCC7119) , el principal entre 85-90 y el secundario entre 101-106, ambos
con mayor puntuacion que el principal de la £ De acuerdo con ésto, las tiorredoxinas
m y f no deben presentar reaccion cruzada con los anticuerpos anti-Td f y anti-Td m
y el hibrido m/f sera reconocido muy débilmente por los anti-Td m porque no porta el
determinante antigénico principal de la m y mas intensamente por los anti-Td f,
aunque no demasiado porque la tiorredoxina f es poco antigénica. Estas predicciones
coinciden plenamente con los resultados experimentales (Resultados VIII)

La prediccion de estructura secundaria que hemos empieado es muy superior a
los tradicionales métodos de Garnier (Garnier ef al., 1978, 1990) y de Chou-Fasman
(Chou y Fasman, 1978) y es fiable, como demuestra el hecho de que la prediccion
para la tiorredoxina de E. coli encaje bastante bien con los datos cristalograficos.
Los datos de prediccion de estructura secundaria indican que basicamente se
mantienen los elementos estructurales en todas las moléculas (Resuitados IX.2 Tabla
XXI). Sin embargo, encontramos que a nivel de a2 y de B3 aparecen algunas
diferencias, aunque bien es verdad que en esta region la prediccion para la molécula
de E. coli se aleja de los resultados experimentales.
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A nivel de estructura terciaria existen numerosos estudios (Holmgren et al.,
1975; Sodererg et al., 1978; Katti et al., 1990, Genovesio-Taverne ef al., 1991; Quin
et al., 1995) que confirman la idea de Eklund ef al. (1991) de que todas poseen
similar estructura tridimensional, independientemente del grado de homologia. A
pesar de ello, hemos considerado de utilidad modelar las tiorredoxinas con las que
hemos trabajado al objeto de buscar diferencias que explicasen las caracteristicas
propias de cada una de elias.

Todos los modelos, excepto el del hibrido, son muy parecidos a la estructura
de E. coli (Resultados IX.3 Lamina I) y, aunque podria objetarse que ésto resulta
obvio porque han sido generados sobre la estructvra de numerosos mutantes de L.
coli, no hay que olvidar que ésto es coherente con los estudios estructurales
realizados hasta el momento. Ademas, un punto a favor de las predicciones es que la
estructura del hibrido, cuyos 75 tltimos aminoacidos (el 68,5%) son tiorredoxina f,
presente una falta de continuidad entre los aminoacidos MAla y “Gly (zona
carbexilica de la tiorredoxina f) que no existe en el modelo de la f.

Al identificar sobre nuestros modelos los residuos localizados en las
proximidades del centro activo que podrian estar implicados en las interacciones con
otras proteinas (Resultados 1X.3 Lamina III), encontramos que siempre aparecen en
las mismas zonas dos aminoacidos basicos que a nivel de estructura primaria ocupan
las posiciones 37 y el 74 (36 y 73 para E. coli) y que, en términos generales, existe
una zona rica en aminoacidos basicos en la tiorredoxina f (“Lys / * Lys) en una

localizacion proxima a donde aparecen aminoacidos acidos en el modelo de la m
(®Asp / ©*Glu). En el enzima de E. coli esta zona esta ocupada por aminoacidos
polares no cargados. Esta observacion es coherente con los resultados de Hermoso e/
al. (1995) segin los cuales, el fragmento de la FBPasa de guisante comprendido entre
los aminoacidos 149 y 157, que posee una elevada concentracion de residuos acidos
(cargas negativas) y una homologia practicamente nula con las secuencias de espinaca
(Marcus y Harrsch, 1990), trigo (Raines et ai., 1988; Lloyd et al., 1991), Arabidopsis
thaliana (Horsnell y Raines, 1991) y patata (Kossmann ef al., 1992), esta implicado
en la interaccion con la tiorredoxina.

De acuerdo con esta idea, la tiorredoxina m presentaria menos afinidad que laf
porque cerca del centro activo tiene u.a region formada por aminoacidos acidos que
no podrian interaccionar bien con la zona de la FBPasa descrita por Hermoso ef al.
(1995). Para el enzima de E. coli , la afinidad seria intermedia entre la f y lam. Esta
hipotesis es avalada por nuestros resultados de activacion de la FBPasa por las
tiorredoxinas m1, [y de E. coli.

El modelo del hibrido presenta una peculiaridad: el esqueleto de la molécula
esta roto entre **Ala y Gly. Este hecho origina que la posicion en el espacio de a4
esté alterada y que ¢l aspecto de la molécula tenga la singularidad de no poseer 16bulo
inferior izquierdo. Estos datos sugieren que la estructura de la molécula esta muy
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distorsionada, por lo que su estructura terciaria deberia de presentar difrencias
significativas con las de las otras tiorredoxinas, aunque es dificil aventurar un
hipétesis sobre su estructura real

Andlisis de las Cisteinas

Cuando comparamos las secuencias de las FBPasa gluconeogénicas con las
cloroplastidicas de diferentes especies, comprobamos que estas tltimas presentan,
ademas de las dos cisteinas separadas por cuatro aminoacidos descritas por Marcus e/
al. (1988) como caracteristicas de las enzimas moduladas por la luz, oiras dos, una a
cada lado de las primeras (Resultados V). En guisante, las posicion de éstas cisteinas
son: 153, 173, 178 y 190.

Como un primer paso para identificar las cisteinas responsables de la
formacion del puente disulfuro sobre el que actua la tiorredoxina, decidimos mutar
por serinas “as localizadas en las posiciones 173 y 178, pues al estar separadas por
cuatro aminoacidos eran firmes candidatos para la formacion del puente disulfuro
implicado en la regulacién por tiorredoxina (Marcus ef a/., 1990).

El doble mutante fue expresado y purificado a homogeneidad con un
rendimiento del orden de 10 mg por litro de cultivo. Resulto ser mucho menos
estable que la proteina recombinante, pues se hidroliza en pequefios péptidos al
congelarla y descongelarla y se inactiva rapidamente a pH 8.

Un anélisis de los fragmentos producto de la hidrolisis puso de manifiesto que
el segundo mayoritario es: Gin-Arg-""Ser-Ile-Val-Asn-Val-"*Ser.  Este hecho,
ademas de confirmar que se logro introducir correctamente la dobie mutacion, pone
de manifiesto que, muy probablemente, el doble mutante es hidrolizado por una zona
proxima a la secuencia modificada. Esta inestabilidad es coherente con la idea de que
se ha originado un cambio estructural a nivel del Joop como consecuencia de que se
ha destruido el puente disulfuro.

Al inactivarse a pH 8, todos los ensayos de actividad hubo que realizarlos a
pH 7,2, y aun asi es muy inestable. En estas condiciones, comprobamos que no es
susceptible de activacion con DTT, elevadas concentraciones de Mg* o
DTT/tiorredoxina y que se comporta como si estuviese ya activado (Resultados V.2
Graf 4), sefial inequivoca de que se ha destruido el puente disulfuro.
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Li et al. (1994) modelaron la FBPasa cloroplastidica de trigo y aunque no
!Judieron resolver la zona correspondiente a la insercion, indicaron que las Wicys y
*Cys (equivalentes a '*Cys y '"*Cys en guisante) estan lo suficientemente cerca
como para forrar un puente disulfuro. Con posterioridad a la publicacion de nuestro
trabajo sobre el doble mutante (Jacquot er al, 1995), Villeret er al. (19952)
cristalizaron la FBPasa cloroplastidica de espinaca y concluyeron que no puede existir
un puente disulfu:o entre "™Cys y Cys (equivalen a '“Cys y '"Cys de guisante) porque
estan separadas por 13 A.

Por ello, al objeto de profundizar en el conocimiento de los residuos
implicados en la formacion del puente disulfuro, decidimos generar mutantes sencillos
de las cuatro cisteinas en torno a la insercion descrita por Marcus et al. (1988):
153Cys/Ser, *Cys/Ser, '*Cys/Ser y 'Cys/Ser.

Aunque las experiencias aun no han concluido, es claro que el mutante
C153S no es en absoluto modulado por tiorredoxinas, comportandose como si
estuviera activado. El C190S se comporta como la FBPasa recombinante y los
mutantes C173S y C178S son activados por tiorredoxina, aunque en menor grado que
¢} enzima recombinante nc mutada.

Estos datos confirman las ideas originales basadas en la comparacion de
secuencias, segtin las cuales, el inserto que aparece en las secuencias de las FBPasas
cloroplastidicas es el responsable de la regulacion redox (Marcus ef a1, 1988; Raines
ef al., 1988), ya que la manipulacion de las cisteinas localizadas en dicha region
originan modificaciones en la modulacion redox del enzima.

Los datos de activacion por tiorredoxina f no dejan lugar a dudas sobre el
papel fundamental de la '*’Cys: el mutante C153S no es regulable en absoluto por
tiorredoxina/DTT, se comporta como si el enzima hubiese sido previamente activado
(reducido). Por ello, parece obvio que '*’Cys es una de las cisteinas implicadas en la
formacion del puente disulfuro.

La mutacion de "Cys por Ser no parece afectar a la regulacion por
tiorredoxina del enzima, pero si debe de introducir algun tipo de modificacion
estructural, pues diche mutante es activado por la tiorredoxina A, (Jacquot, J.P.,
Riviera-Madrid, R., Marinho, P., Koilarova, M., Le Maréchal, P., Miginiac-Maslow,
M. y Meyer, Y., comunicacion al 4™ International Conference on thioredoxins and
related proteins, Kassel, Agosto 1995).

El doble mutante no es activado por tiorredoxina (Resultados V.2 Graf. 4),
por ello, resulta claro que la segunda cisteina implicada en la formacion del puente
disulfuro es la "*Cys o la '™®Cys. Sin embargo, los mutante C173S y C178S son
activados por tiorredoxina, por lo que, sobre la base de las experiencias de
activacion, no se puede especificar cual de las dos es la que interacciona con '**Cys.
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En cualquier caso, lo que si parece piobable es que independientemente de cual de las
dos sea la formadora del puente disulfuro con '“Cys, la otra también puede hacerlo,
manteniendo la regulacion redox del enzima, como demuestra el hecho de que tanto
C173S como C178S sean dependientes de tiorredoxina.

Modelo de la FBPasa cloroplastidica de guisante

Li et al (1994) han modelado la FBPasa de trigo, por lo que se podria pensar
que no tiene demasiado interés modelar la FBPasa de guisante, maxime cuando la
identidad entre ambas enzimas es de! 82% (Carrasco ef al., 1994). Sin embargo, hay
que destacar que el modelc de Li ef al (1994) se basa inicamente en la estructura del
enzima de rifion de cerdo, que es gluconeogénica, con la que presenta una identidad
del 45% y que como consecuencia de ésto no resuelve la region correspondiente al
inserto.

Nuestro modelo, ademas de en ¢l enzima de rifion de cerdo, esta basado en
los datos de la FBPasa cloroplatidica de espinaca (Villeret et al., 1995a), que tiene
una homologia con €l enzima de guisante del 87% (Carrasco ¢f al., 1994). Por ello, si
resuelve la zona correspondiente al inserto (Resultados X Lamina IV) y es una
herramienta valiosa para estudiar la localizacion de las ™Cys y '"Cys al objetv de
tratar de determinar cual de ellas forma el puente disulfuro con la '*'Cys.

De acuerdo con nuestro modelo (Resultados X Lamina VI), "Cys y '"™Cys

aparecen proximos a '“*Cys, con el atomo Sy accesible, pero la '”Cys queda mas

alejada de la '**Cys y algo oculta, por lo que parece mas probable que en el enzima
salvaje el enlace se establezca entre ’Cys y ""*Cys. Por otra parte, si realmente el
enlace esta localizado entre '“’Cys-'"Cys, el mutante C178S es activado por
tiorredoxina porque '"Cys esta sobre el loop, que no es nada rigido, pudiendo enlazar
con '*Cys sin provocar grandes cambios estructurales.

Nuestro modelo también predice la existencia del puente disulfuro interno
entre “Cys-'""Cys, que tendria un papel eminentemente estructural, no estando
implicado en la modulacion redox (Resultados X Lamina IV). Esto es coherente con
el modelo de Li ef al. (1994) para la FBPasa de trigo y los datos cristalograficos de la
FBPasa de espinaca (Villeret et al., 1995a), pues en ambos casos predicen la
existencia de un puente disulfuro entre las *'Cys-'“Cys y *'Cys-"'Cys
respectivamente (equivalentes a “Cys-'“Cys en guisante) que, de acuerdo con
Villeret et al. (1995a) estaria localizado en la region que en el enzima de nifion de
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cerdo cormresponde al sitio de union del AMP responsable del comportamiento
alostérico del enzima.

Esta prediccion es confirmada por el hecho de que el mutante C190S, que no
puede formarlo, s activado por tiorredoxina f, demostrando que no se ha alterado la
zona responsable de la modulacion, y también por tiorredoxina A, que es citosolica e
incapaz de actuar sobre la FBPasa salvaje. Esto ultimo nos induce a pensar que al
destruir el puente disulfiro “Cys-'""Cys, el enzima sufre un cambio a nivel
conformacional que hace que la activacion sea muy inespecifica, quedando la
estructura global de la proteina distorsionada y hasta cierto punto pre-activada, de
modo que la tiorredoxina A si es capaz de activarla.

En nuestro modelo, 1a “’Cys se localiza en la base de la subunidad, que es una
de las zonas responsables de la interaccion con las otras subunidades, con el atomo Sy
accesible. Ssta ubicacion haria plausible la existencia de un puente disulfuro entre las
subunidades dos a dos, de forma que el tetramero estaria constituido por dos dimeros,
formados por dos mondmeros unidos por el puente disulfuro formado entre las *’Cys
de cada subunidad. Los dimeros estarian unidos entre ellos por fuerzas de caracter
fundamentalmente i6nico.

Esta hipotesis es coherente con el hecho de que el enzima se disocia
parcialmente a pH alcalino (Lézaro et al 1974, 1975; Zimmermann ef al., 1976;
Buchanan ef al., 1976, Buc, et al., 1980, Gontero ef al., 1985) y que el producto de
dicha disociacion parcial es el dimero (Zimmermann et al., 1976), pero choca
frontalmente con la afirmacion de Villeret e al. (1995) de que no pueden formarse
puentes disulfuros entre cisteinas de diferentes monomeros.

En cualquier caso, hay que aclarar que aunque nuestro modelo no es mas que
una prediccion y las conclusiones de Villeret ef al. (1995) se basan en datos
cristalograficos, estos ultimos solo predicen el puente disulfuro 5iCys-191Cys
(equivalente a 49Cys-190Cys en guisante) en base a la distancia, mentras que la
prediccion de nuestro modelo se ve confirmada por datos experimentales.

Interaccién FBPasa-Tiorredoxina

Parece claro que la interaccion FBPasa-Td tiene un fuerte componente de
caracter ionico como se intuye a partir de nuestros modelos por la presencia de
aminoacidos basicos en ia cara del centro activo de las tiorredoxinas (Resultados IX.
Léamina I1I) y de aminoéacidos acidos en la region inmediatamente posterior a la '**Cys
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(Resultados X Lamina VI), ademis de por el hecho de ser esta interaccion
dependiente de pH ligeramente basico: Hermoso et al.,(1995) encuentran interaccion
entre la FBPasa y la tiorredoxina m de guisante a pH 7,9 ynoapH 7.

Esta idea es coherente con los resultados de Lamotte-Guery ef al. (1991) y del
grupo del Dr. Hartman (Brande, HK,, Greck, M.K., Larimer, F W.y Hartman, F.C,,
comunicacion a la 4th International Conference on thioredoxins and related proteins,
Kassel, Agosto 1995). De acuerdo con los primeros, la tiorredoxina de E. coli D61IN
(mutacion de una carga negativa por neutra) presenta una afinidad doble (inverso de
Ao) por la FBPasa que el enzima no mutado. En las tiorredoxinas m y f de guisante,
la posicion 61 esta ocupada (a nivel de estructura primaria) por 52 Asp (carga negativa)
y **Asn (neutro) respectivamente. En nuestros modelos de estructura terciaria, ambos
res'duos estan localizados proximos al centro activo.

De acuerdo con los segundos, la mutacion KS8E (carga positiva por carga
negativa) en la tiorredoxina f de espinaca origina una disminucion de la afinidad por la
FBPasa hasta la mitad respecto del enzima salvaje. En cualquier caso, la interaccion
debe ser consecuencia de numerosos tipos de enlaces, como han puesto de manifiesto
Quir ei al. (1995) para la tiorredoxina humana.

Un aspecto interesante a considerar es la presencia de una tercera cisteina en
las tiorredoxinas m y f de guisante y el papel que podrian jugar en la activacion de la
FBPasa. De acuerdo con nuestros modelos (Resultados IX Laminas I y II), la

posicion de la tercera cisteina, aunque superficial y por ello susceptible de formar
puentes disulfuros, no es en absoluto constante y las tiorredoxinas de E. coliym de
espinaca no la tienen, por lo que nos inclinamos a pensar que no debe ser critica para
la modulacion, a pesar de que parece que disminuye la afinidad tiorredoxina f /FBPasa
en el enzima de espinaca cuando se muta la tercera cisteina (Del Val, G., Morris, M. y
Schiirmann, P., poster n° 63, 4th International Conference on thioredoxins and related
proteins, Kassel, Agosto 1995).
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1. A partir de una genoteca de ADNc hemos aislado un clon que codifica la
tiorredoxina m de guisante y que inciuye la secuencia codificante de su péptido
procesador. La secuencia aminoacidica deducida ‘resenta una identidad del 70%
con la tiorredoxina m de espiraca, y solo del 34% y 27% con las tiorredoxinas f de
espinaca y guisante respectivamente.

El procesamiento del péptido de transito en el cloroplasto origina una forma
precursora de la tiorredoxina m, de 112 aminoacidos y 12,6 kDa de masa
molecular. Esta experimenta modificaciones post-traduccionales, perdiendo los
cuatro primeros aminoacidos del extremo amino y originando la tiorredoxina m
madura, de 108 aminoécidos y 12 kDa.

. El andlisis de las tiorredoxinas m y f de guisante recombinantes asi como del hibrido
m/f pone de manifiesto que los determinantes antigénicos se localizan
fundamentalmente en el extremo carboxilo de la tiorr  ina m y en el amino de la
J . Es el extremo amino el responsable de la sensibilidad o tolerancia a los
tratamientos térmicos.

4. El puente disulfuro de la FBPasa reducido por la tiorredoxina durante la
fotoactivacion de la primera no esta localizado, como hasta ahora se creia, entre las

'PCys-'™Cys, sino entre la '**Cys y la "*Cys o ""*Cys.

5. La existencia de una union proteina-proteina en la interaccion FBPasa-tiorredoxina
constituye un paso previo a la reduccion del puente disulfuro de la enzima
necesario para la modulacion redox de Iz misma. En este sentido, la elevada
concentracion de aminoacidos acidos en la region del loop de la FBPasa y de
aminoacidos basicos en la cara donde se localiza el centro active de las
tiorredoxinas inducen a pensar que la interaccion FBPasa-tiorredoxinapresenta un
fuerte componente de caracter ionico.
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