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cDNA

TAE Tampon Tris-acido acético-EDTA

TBE Tampon Tris-Borato-EDTA

TBHP Tert-butilhidroperéxido

TE Tampon Tris-EDTA

TEMED N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina

Tpx Tiorredoxin peroxidasa

TR Tiorredoxin reductasa

TRIS Tris-hidroximetil-aminometano

Trx Tiorredoxina

TSA Antioxidante especifico de tioles

UE Unidad enzimética

UTR Region no traducida.

A" Voltio
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RESUMEN

La mitocondria es una organela sumamente activa en la célula eucariotica,
donde las especies de oxigeno reactivo (ROS) son generadas en cantidades
significativas, en particular en el contexto de la actividad respiratoria de la cadena de
transporte electrénico (ETC). Los lugares principales de produccién de ROS son el
complejo | y complejo 111 de la ETC. Las mitocondrias contienen un juego de enzimas
antioxidantes cuya funcion es la de descomponer los ROS; entre ellas se encuentran la
superoxido dismutasa, ascorbato peroxidasa, glutation peroxidasa y Glutation
reductasa. Ahora ademas existen pruebas de que la peroxirredoxina mitocondrial de

Arabidopsis juega un papel importante en la mencionada defensa antioxidante.

Las peroxirredoxinas (Prx) reducen el peroxido de hidrogeno vy
alquilhidroperoxidos hasta el alcohol correspondiente y agua. Estas enzimas
pertenecen a la familia de las peroxidasas que se encuentran ampliamente distribuidas
en todos los organismos y de las que existen en multiples isoformas. Las Prx son
peroxidasas dependientes de tiol en cuya secuencia N-terminal existe al menos una
cisteina conservada que reacciona con los sustratos de perdxido. En plantas se
distinguen cuatro subgrupos de Prx en funcion del namero y posicion de los residuos

conservados de cisteina: Prx de 2-Cys, Prx tipo I, Prx Q y Prx de 1-Cys.

Diez afios después del descubrimiento de las Prx en plantas, este trabajo
presenta la caracterizacion de la PrxIl F mitocondrial de guisante, su secuencia
gendmica y aminoacidica, propiedades bioquimicas y estados de oxidacion analizados
por geles bidimensioinales, su expresion en respuesta a frio, NaCl y Cd,Cl,
propiedades de oligomerizaciéon e interaccion con una Trx O2 mitocondrial de

guisante.

Para el desarrollo de esta tesis doctoral han sido necesarias técnicas de

bioguimica, biologia molecular, protedmica, biofisica y cristalografia.
XXI



Resumen Summary

SUMMARY

The mitochondrion is a metabolically highly active organelle of the
eukaryotic cell where reactive oxygen species (ROS) are generated at
significant rates particularly in context of the respiratory electron transport
activity. The main sites of ROS production are the complex | and the complex
I11 of the mitochondrial electron transport chain (ETC). Mitochondria contain a
set of ROS decomposing antioxidant enzymes, such as superoxide dismutase,
ascorbate peroxidase, glutathione peroxidase and glutathione reductase. There
is now evidence from Arabidopsis thaliana that a mitochondrial peroxiredoxin
(Prx) plays an important role in this antioxidant defence.

Peroxiredoxins (Prx-s) reduce hydrogen- and alkylhydro-peroxides to
the corresponding alcohol and water. These enzymes belong to the family of
peroxidases which are found in all organisms and which exist in multiple
isoforms. Prx-s are thiol-based peroxidases which in their N-terminal part
posses at least one conserved cysteine that reacts with the peroxide substrates.
In plants, four Prx subgroups can be distinguished based on the number and
position of the conserved cysteine residues, namely 2-Cys Prx, type Il Prx, Prx
Q and 1-Cys Prx.

Ten years after the discovery of Prx in plants this work presents the
characterization of the mitochondrial pea PrxIl F, including the determination
of DNA and protein sequences, its biochemical properties and oxidation states
as analyzed by two-dimensional gel separations. Furthermore its expression in
response to cold, NaCl and Cd,ClI stress is studied as well as its oligomerisation
state and interaction with a mitocondrial Trx O2 from pea.

In this thesis a multidisciplinary approach has been employed
consisting primarily in biochemical, molecular biological, proteomic,
biophysics and crystallographic studies.
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INTRODUCCION

1. TOXICIDAD DEL OXIGENO

1.1. PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE LAS ESPECIES DE OXIGENO
ACTIVADO

La multiplicidad de funciones desempefiadas por el O, en el metabolismo es
un reflejo de su bioquimica tan caracteristica. La reducciéon de O, a agua proporciona
la energia que permite la impresionante complejidad de los organismos superiores
pero su reduccion es una ventaja algo confusa. Cuando la reduccion no es completa, la
consecuencia inevitable de metabolismo aerobico es la formacion de especies de
oxigeno reactivo (ROS), que pueden ser extremadamente reactivas, de manera que son
capaces de reaccionar y dafiar moléculas biologicas como DNA, proteinas y lipidos.
Por esto, la produccion y eliminacion de ROS debe estar estrictamente controlada

(Ritcher and Schweizer, 1997).

La reduccion del O, molecular se desarrolla en cuatro pasos, esquematizados
en la figura 1, con la consiguiente generacion de varias especies radicales de O,
(Hippeli et al., 1999). La cadena de reaccion requiere la iniciacion del primer paso,
mientras que los siguientes pasos son exotérmicos y por lo tanto pueden desarrollarse
espontaneamente, tanto mediante catalizadores como sin ellos. Las especies de
oxigeno activado producido en estas reacciones parciales presentan una elevada
diversidad en cuanto a su reactividad pero son menos estables que el O, o el agua

(Foyer and Noctor, 2000).

El primer paso en la reduccién del O, produce ROS con una vida
relativamente corta y que no pueden difundir facilmente: perhidroxilo (HO;) y
superdxido (0,7), que se encuentra en solucion en equilibrio con su forma protonada,

el radical perhidroxilo. El tiempo de vida medio para el superdxido es
3
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aproximadamente de 2-4 ps (Smirnoff, 1993). Estos radicales superoxido son
altamente reactivos, formando hidroperdxidos con compuestos eno y dieno, incluso
siendo capaces de oxidar aminoacidos especificos, tales como histidina, metionina y
triptéfano y de provocar la peroxidacion lipidica en las membranas celulares (Knox

and Dodge, 1985).

El segundo estadio de reduccion del O, genera peroxido de hidrégeno (H,O,),
cuya vida media es mas larga (1 ms) y ademas puede difundir desde su lugar de
produccion (Willekens et al., 1997). Uno de los efectos nocivos en los que radica la
toxicidad biologica del H,O, es la oxidacion de grupos SH, reaccion susceptible de ser
inducida en presencia de metales a través de las reacciones de tipo Haber-Weiss o

Fenton.

En la reaccion de Haber-Weiss (1934) el radical O,” puede llevar a cabo la
descomposicion de perdxido de hidrégeno formando el radical OH' (2). Esta reaccion
esta catalizada por trazas de Fe™ o Cu™ y en realidad estd constituida por dos

semirreacciones (1) (Halliwell and Gutteridge, 1999).

O, + Fe¥* > Fe2*+ O,
H,0, + Fe?* ,  Fe¥ +OH +OH: @)
H,0, + O, > OH + OH + 0O, )
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La ultima especie generada por esta serie de reducciones es el radical
hidroxilo (OH’), uno de los oxidantes mas poderosos que se conocen y cuya vida
media es menor de 1 ps, resultando en una mayor afinidad por moléculas biologicas
en su sitio de produccion y reaccionando a una velocidad practicamente controlada por
difusion. Asi ejerce su efecto nocivo mediante tres mecanismos: la inactivacion de
enzimas (por oxidacion de grupos SH o cambios en el estado redox de los metales de
los centros activos), la hidroxilacion de compuestos aromaticos (como las bases del
DNA provocando rupturas de cadenas y mutaciones) y a la peroxidacion de lipidos de
membrana (alterando su funcionalidad con produccion de hidroperoxidos) (Dat et al.,

2000).

Los ROS producidos por la reaccion de Haber-Weiss pueden ademaés
reaccionar entre ellos y generar una tercera serie de ROS, atin mas toxicos que los
otros dos. De manera similar, el O,” puede reaccionar con otras moléculas como
ocurre con los perdxidos lipidicos. También es capaz de reaccionar con 6xido nitrico,
conduciendo a la formacién de peroxinitrito, especie considerada menos reactiva que
los peroxidos (Belligni and Lamattina, 1999). Estas reacciones dependen de la
concentracion y de la capacidad de eliminacion de la propia célula. Las plantas pueden
favorecer la formacion de unas u otras especies por la eliminacion preferencial del
H,O, con antioxidantes o, por el contrario, acumular H,O, mediante la activacion de la
superdxido dismutasa. Por otra parte, la acumulacion de H,O, puede conducir a una
produccion mayor de ROS. Ademas de una posible funcion directa del H,O, en la
activacion de las oxidasas dependientes NAD(P)H, se ha sugerido que el H,O, por si

mismo es capaz de estimular la acumulacion de ROS (Rao et al., 1999).
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‘ o, Aceptores Glicolato Oxidasas
PSI . terminales
oxidasa . .
mitocondriales
+e || -e -0.33
‘ 0, (HO,) ‘ Superdxido
z 2 Dismutasa
te || -e +0.94
‘022' (H,0,) ‘ Ascorbato || Catalasa
peroxidasa
+e -e +0.46
OH- + OH-(H,0) |
+e || -e +2.18
| OH- (H,0) | Psil

Figural. Reacciones de interconversion de O, y agua y formacion de especies de
oxigeno activado en células fotosintéticas. Las formas protonadas de los aniones se
muestran entre paréntesis. Los valores numéricos representan los potenciales redox
aproximados. El potencial redox (por electron) para la interconversion tetravalente de
oxigeno y agua es aproximadamente de +0.81 V. Las flechas muestran algunas de las
numerosas reacciones de las especies de oxigeno. Las especies de oxigeno que actian
como sustrato en cada reaccion se indican recuadradas en posicion vertical. La
oxidacion del agua se indica en verde, las reacciones de disociacion se muestran en
azul y las reacciones que implican la transferencia neta de electrones al oxigeno en

rojo (Foyer and Noctor, 2000).
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1.2. ACCION BIVALENTE DE LAS ESPECIES DE OXIGENO ACTIVADO

Existen un elevado nimero de autores que argumentan sustancialmente que
los ROS ocasionan efectos muy perjudiciales a los sistemas biologicos durante el
estrés abiodtico o bidtico. Sin embargo, cada vez estd cobrando mas importancia la
funcion de estos ROS como moléculas implicadas en los procesos de sefializacion
celular actuando como mensajeros secundarios por lo que se sugiere una funcion doble

muy importante para estas moléculas.

Asi, se entiende que las especies de oxigeno reactivo y los perdxidos tienen
un doble papel en el metabolismo. Por una parte son altamente toxicos y deben estar
perfectamente controlados (Noctor and Foyer, 1998), y, por otro lado, sirven como

sustratos en el metabolismo y como sefales de regulacion (Foyer and Noctor, 2000).

Aunque cada vez se conoce mas sobre las distintas sefiales de respuesta de las
plantas frente al estrés, se sabe muy poco acerca del modo de accion del H,O,
(Bolwell, 1999). En E. coli se comprobé que el H,O, a bajas concentraciones es capaz
de funcionar como segundo mensajero pero a altas concentraciones puede ser
fitotoxico (Greemberg et al., 1990). Investigaciones mas antiguas en el campo de la
patogénesis defendian una funcién sefializadora para los ROS durante las
interacciones planta-patdogeno. En afios recientes se ha obtenido la induccion
especifica de respuestas de defensa por tratamientos con H,O,, lo cual corrobora la

idea de que el H,O, regula directamente estas respuestas (Dat et al., 2000).

Levine et al. (1994) fueron los primeros en demostrar la induccion de genes en
plantas por H,O,; concretamente provocaron la induccion especifica de glutation
peroxidasa y glutation-S-transferasa (GPX y GST) por la incubacion de cultivos
celulares de soja con 2 mM de H,O, y comprobaron que el H,O, era capaz de

atravesar las membranas celulares y difundir a otros compartimentos celulares.
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El uso de la tecnologia transgénica ha ayudado a caracterizar al H,O, como
molécula sefializadora. Plantas transgénicas de patata que sobreexpresaban el gen de
una glucosa oxidasa apoplastica fingica contenian constitutivamente niveles elevados
de H,0,, acumulaban acido salicilico e incrementaban la produccion de quitinasa
acidica y los niveles de transcrito de peroxidasa anidénica (Wu et al., 1995, 1997). De
manera similar, plantas de tabaco deficientes en catalasa (Cat 1 AS), que acumulaban
H,0, en condiciones de alta intensidad luminosa, fueron utilizadas para investigar el
papel del H,O, durante la resistencia adquirida sistémica y localmente. La
acumulacion de proteinas acidicas PR tanto en hojas distales como locales protegia del
estrés por H,O, provocado por la alta intensidad luminosa, demostrando claramente
que los niveles de H,O, en la partes expuesta a la luz pueden activar la expresion de

proteinas de defensa (Chamnongpol et al., 1998).

En 2002, Tiwari et al. evidenciaron que el estrés oxidativo en mitocondrias
incrementaba la respiracion y generacion de ROS produciendo una disminucion de

ATP, aumento de la permeabilidad mitocondrial y muerte celular programada.

Varios estudios indican una funcién sefalizadota mas general para los ROS, y
en particular para el H,O,, durante la respuesta al estrés abidtico. Los niveles de
transcrito de APX citosolica incrementaban significativamente en suspensiones de
cultivos celulares de arroz por tratamientos con H,O, o paraquat (Morita et al., 1999).
La adicion de dietilditiocarbonato (un inhibidor de SOD que provoca la disminucion
de los niveles de H,0,) reduce la induccién de APX, mientras que la inhibicion de
catalasa o APX, que produce acumulacion de H,0,, incrementa los niveles de
transcrito de APX (Morita et al., 1999). Estos resultados defienden que el H,O, forma
parte de la cascada de sefializacion que conduce a la induccion de la APX citosolica.
Muchos otros articulos sobre la regulacion de APX por paraquat o H,O, han sido
publicados apoyando la induccion del enzima por estas moléculas (Mittler and
Zilinskas, 1992; Donahue et al., 1997). Existen mas evidencias acerca del papel

sefializador de los ROS basadas en descubrimientos recientes en el campo de la
8



Introduccion

aclimatacion de las plantas al estrés. Se ha comprobado que microplantas de patata
tratadas con H,O, son resistentes a un choque térmico a 42°C durante 15 horas (Foyer
et al., 1997). Banzet et al. (1998) detectaron una acumulacion de proteinas de choque
térmico (HSPs), incluida la HSP22 mitocondrial, en cultivos celulares de tomate tras
la adicion de 2 mM de H,O,, pero no en respuesta a agentes generadores del radical
superoxido. La inyeccion del H,O, en hojas de Arabidopsis thaliana inducia
proteccion frente al blanqueamiento inducido por la luz (Karpinski et al., 1999).
Plantas de maiz tratadas con H,O, ofrecen mas resistencia al estrés por frio que
plantas controles (Prasad et al., 1994). Los tratamientos en plantas de trigo con
distintas concentraciones de H,O, y un inhibidor de la catalasa conducen a la sintesis
dependiente de la concentracion, de varios polipéptidos, similar a la que se produce
cuando las plantas son expuestas a bajas temperaturas (Matsuda et al., 1994).
Adicionalmente, las heladas o el H,O, inducen en tabaco un acumulo transitorio de

calcio (Price et al., 1994).

Durante mucho tiempo, las propiedades sefializadoras de los ROS se
consideraron propiedad particular del H,O,, sin embargo, las evidencias sobre la
actuacion como segundos mensajeros de los distintos ROS estd en constante aumento.
Asi, células de tomate tratadas con digitonina o xantina oxidasa son capaces de
disparar la acumulacion de transcritos de una extensa familia multigénica (Wisniewski
et al., 1999). Uno de estos transcritos es inducido especificamente por O, y no por
H,0, o compuestos generadores de H,0,, tales como la glucosa oxidasa. De igual
manera, la acumulacion de fitoalexina en cultivos celulares de perejil era inducida en
mayor proporcion por O,” que por H,O, (Jabs et al., 1997). En plantas de CucUrbita
maxima se comprob¢ la elevada expresion de una secuencia de cDNA con homologia
por 1-aminociclopropano-1-carboxilato sintasa (WSA CS2) tras el tratamiento con O,”
(Watanabe and Sakai, 1998). En callos celulares de guisante crecidos con NaCl, se
produce un incremento en la tasa de produccion mitocondrial de O,” que es
acompafnado de un aumento en la actividad Mn-SOD en mitocondrias de plantas

tolerantes al NaCl, mientras que en mitocondrias de plantas sensibles al NaCl se
9
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producia un aumento en la actividad de CuZn-SOD I y una disminucién de Mn-SOD
(Hernandez et al., 1993). Sin embargo, en peroxisomas de guisante el NaCl no
produjo ningn cambio en los niveles de superdxido ni tampoco en la actividad Mn-
SOD (Corpas et al., 1993). En callos celulares de guisante el NaCl induce la capacidad
de eliminar O,” y H,O, mediante la inducciéon de CuZn—SODs y de peroxidasa

(Olmos et al., 1994).

2. PRODUCCION DE ROS EN MITOCONDRIAS

Los origenes de la mitocondria pueden situarse en un evento donde una célula
procaridtica fue invadida por otra procaridtica para formar una linea celular
conteniendo dos genomas independientes (Harvey et al., 2001, Gray et al., 1999,
Schleffer, 2000). Con el tiempo, ambos genomas se han hecho codependientes y la
mitocondria ha perdido su capacidad de sobrevivir fuera de la célula. Una
transferencia sustancial de informacion genética desde la mitocondria al genoma

nuclear tuvo lugar durante este tiempo.

La mitocondria es el organulo del metabolismo oxidativo de las células
eucarioticas cuyo papel prioritario es la respiracion oxidativa de acidos organicos y la
transferencia de electrones al O, via cadena de transporte electronico acoplada a la
sintesis de ATP. Ademas lleva a cabo muchas otras funciones secundarias tal como la
sintesis de nucleotidos, metabolismo de aminoacidos y lipidos, sintesis de vitaminas y
cofactores, participacion en procesos fotorespiratorios y exportacion de intermediarios
de acidos organicos para la biosintesis de la pared celular (Harvey et al., 2005). Como
Ernster y Schatz (1981) indicaron, la mitocondria contiene los enzimas que median la
respiracion celular, incluyendo la piruvato deshidrogenada, los enzimas del ciclo del
acido citrico, los enzimas que catalizan la oxidacién de los acidos grasos y proteinas

redox implicadas en el transporte electronico y la fosforilacion oxidativa.

10
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El nimero de proteinas presentes en la mitocondria de ciertas especies de
plantas ya se sitia por encima de 3000, la mayoria de ellas de codificacion nuclear y
que son enviadas a la mitocondria mediante mecanismos de importe. Se estima que tan
solo entre un 2% y un 5% de las proteinas mitocondriales son codificadas por el
genoma mitocondrial (Gray et al., 1999). Un gran numero de pequefias moléculas es
transportado desde y hacia la mitocondria a través de proteinas transportadoras de
membrana o canales. Finalmente, las sefiales celulares que coordinan la division
celular, cambios en el desarrollo y respuestas al estrés arrastran a otras muchas
proteinas mitocondriales que se regulan mediante estados de fosforilacion y/o estados
redox. A todo el directorio de estas proteinas presentes en la mitocondria se le conoce

con el nombre de proteoma mitocondrial.

Muchas de las proteinas mitocondriales codificadas en el nucleo son enviadas
a la mitocondria a través de secuencias sefales que residen el la porcion N-terminal de
la proteina. En teoria, esto puede ser predicho a través de programas bioinformaticos
como el MitoProt, que analiza hasta 47caracteres tipicos en estos péptidos sefiales asi
como los sitios de corte (Claros and Vicens, 1996). Usando tales programas, miles de
las proteinas codificadas por el genoma nuclear de plantas modelo tendrian un destino
mitocondrial (Heazlewood et al., 2004). Mas recientemente, el programa TargetP ha
sido capaz de dar otra serie de localizaciones ayudandose de los datos almacenados y

conocidos en otras bases de datos como la Swiss-Prot (Emanuelsson et al., 2000).

En la cadena respiratoria bacteriana, en torno al 0.6% del oxigeno consumido
conduce a la formacion de radical superdxido y peroxido de hidrogeno (Imaly, 2003).
Se estima que al menos un 1% del oxigeno consumido por la mitocondria de la planta
puede derivar en produccion de ROS. Este valor, un tanto menor que el dado para las
mitocondrias de humanos (5%) (Moller, 2001), suele aumentar cuando las plantas se
encuentran bajo estrés bidtico o abidtico (Braidot et al., 1999). Las mitocondrias de
plantas producen superdxido y peroxido de hidrogeno a una velocidad igual o mayor

que las mitocondrias de mamiferos, si se estima en valor absoluto y como porcentaje
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de velocidad de transporte de electrones (normalmente 100-500 nmol O, consumido
min".mg"). La cadena de transporte electronico mitocondrial de plantas contiene los
complejos I[-IV y presentan las mismas propiedades de transporte electronico que las
mitocondrias de otros organismos (Vedel et al., 1999). Los complejos I, 11, Il y IV se
corresponden con la NADH deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, ubiquinol-
citocromo bcl reductasa y citocromo ¢ oxidasa respectivamente. Se conocen también
los inhibidores de algunos complejos; asi por ejemplo la rotenona puede inhibir el
complejo I, el mixotiazol y antimicina A inhiben el complejo Il y el cianuro potasico
es capaz de bloquear el complejo IV. Sin embargo, en plantas esta cadena de
transporte electronico contiene cinco enzimas que no estan presentes en mitocondrias
de mamiferos: una oxidasa alternativa (AOX) (Vanlerberghe et al., 1997) que puede
ser inhibida por SHAM y cuatro NAD(P)H deshidrogenadas (Moller, 2001), que no
bombean protones hacia la matriz y que son catalogadas como flavoproteinas por lo
que son lugares potenciales de sintesis de ROS. A pesar de ello se ha comprobado que
estas deshidrogenadas no participan en la produccion de ROS, ya que en experimentos
con mitocondrias integras en las que se media la produccion de O,” y la oxidacidon de
NADH, la generacion de O, fue completamente inhibida por KCN (Purvis et al.,
1995). Dos de esas cuatro NAD(P)H deshidrogenadas se sitiian en la cara externa de la
membrana interna mitocondrial y reciben el nombre de NDex. Ambas requieren
Ca*'para su actuacion si bien sélo una de ellas, la mas proxima al complejo II, es
capaz de oxidar NADPH. En la cara mas interna de la membrana mitocondrial se
encuentran las otras dos deshidrogenadas denominadas NDin y su distribucion es
idéntica a las NDex si bien sélo la Ndin (NADPH) necesita Ca*". En situaciones de
stress fisiologico la concentracion citosélica de Ca>"y poliaminas se ve aumentada lo

que supone una activacion de las NAD(P)H deshidrogenadas.

En mitocondrias de plantas, cuando el oxigeno interacciona con las dos
oxidasas terminales, los complejos IV y AOX, se transfieren cuatro electrones y se
produce agua (Moore and Siedow, 1991; Siedow, 1995). Sin embargo, el oxigeno

puede interaccionar también con la forma reducida de otros componentes del
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transporte de electrones, como por ejemplo las flavinas y ubiquinona, resultando en la
formacion de ROS de manera que se han descrito cantidades importantes de O,” en
mitocondrias (Boveris, 1984; Purvis, 1997). Se ha comprobado que, en mitocondrias
de pimiento verde, la inhibicion de las dos oxidasas terminales inducia una elevada
produccion de ROS (Purvis et al, 1995), mientras que el nivel de ROS producido
disminuia cuando se activaba la AOX mediante la adicion de piruvato (Purvis, 1997;
Braidot et al., 1999). Estos ROS son capaces de reaccionar con proteinas, lipidos y
DNA, causando una disminucion en las actividades, incremento en la permeabilidad

membranal y mutaciones respectivamente (Halliwell and Gutteridge, 1999).

Dos lugares principales de produccion de ROS en la respiracion activa de
mitocondrias vegetales son los complejos respiratorios [ y III, y la tasa de produccion
dependera del nivel de reduccion de la cadena de transporte de electrones. Asi, en
algunos caso, se comprobo6 que la produccion de ROS estaba completamente inhibida
en presencia de KCN, indicando que el complejo III era la tinica fuente de ROS antes
de la adicion de KCN (Boveris et al., 1978; Puntarulo et al., 1988). Afios mas tarde,
Purvis et al. (1995) detectaron en otros casos una elevada produccién de ROS en
presencia de KCN, lo cual indicaba que el complejo I y/u otras deshidrogenadas son
los principales sitios de produccion de ROS. El complejo I ha sido aislado de
mitocondrias de tubérculos de patata, remolacha y hojas de guisante (Rasmusson et
al., 1994, Agius et al., 1998) y se ha comprobado que, dependiendo de la especie, es
total o parcialmente sensible a rotenona (Rasmusson et al., 1998). De hecho, el
complejo I es capaz de generar ROS en presencia de rotenona debido a que contiene
FMN (Palmer, 1976). Segiin Majander et al. (1994), la produccion de electrones
estaria bloqueada por la incubacién de las mitocondrias con DPI, ya que este sustrato
inhibe la propia flavina. Bradiot et al. (1999) comprobaron que la produccion de H,O,
en mitocondrias aisladas de tallos de guisante es principalmente formada durante la

oxidacion del sustrato a nivel del complejo I.
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En general, las plantas muestran un tipo de respiracion que es particularmente
resistente al cianuro, una caracteristica que ha sido reconocida desde hace muchos
afios y que es debida a la AOX, situada en la cara matricial de la membrana interna
(Ribas-Carbo et al., 1994). La existencia de esta oxidasa esta ampliamente extendida
en el regino vegetal, ya que se ha podido identificar en todas las plantas superiores que
hasta la fecha han sido estudiadas, ademas de muchas especies de algas, hongos,

levaduras y protozoos (Ordentlich et al., 1991; Mclntosh, 1994).

Esta AOX no atraviesa toda la membrana, no bombea protones hacia el otro
lado de la membrana, y por tanto no permite la conservacion de la energia en forma de
ATP, por lo que la AOX es de naturaleza no fosforilante, al contrario que la citocromo

¢ oxidasa con actividad bombeadora de protones (Babcock and Wikstrén, 1992).
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Figura 2. Representacion de la cadena de transporte electronico mitocondrial
(ETC) de vegetales. En amarillo se representan los complejos I, Il [Il y [V de la ETC y
en verde las NAD(P)H deshidrogenasas y la oxidasa alternativa (AOX). En azul se
denotan los inhibidores de los complejos y de la AOX.
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La naturaleza no fosforilante de la AOX es la base de la funcién en la
termogénesis de organos reproductores de algunas plantas, cuya estrategia
reproductiva consiste en el calentamiento del espadice floral varios grados por encima
del ambiente, con el fin de volatilizar compuestos, como aminas primarias, que atraen
insectos polinizadores (Meeuse, 1975; Raskin et al., 1987; Skubatz et al.; 1990;
Kumar et al., 1990). El mecanismo molecular de este comportamiento termogénico
esta relacionado con una fuente de activacion durante unas pocas horas de la
respiracion mitocondrial, y particularmente de la AOX, la cual se sintetiza en grandes
cantidades en detrimento de la citocromo ¢ oxidasa (Elthon et al., 1989). El proceso
termogénico se desencadena por el acido salicilico, identificado como el “calorigeno”
propuesto antiguamente (Raskin et al., 1987), ya que esta molécula controla la

expresion génica de la oxidasa alternativa (Elthon et al., 1989).

Sin embargo, la AOX también estd presente en Organos no termogénicos
(hojas, raices, organos reproductores y de reserva) y frecuentemente se encuentra
activa en condiciones normales (Millenaar et al., 1998). Se han propuesto varias
funciones para la AOX en el caso de tejidos no termogénicos, pero parece claro que su
actividad conduce a una menor eficiencia energética para la planta (Azcon-Bieto et al.,
1983). La AOX se ha considerado como un mecanismo “sumidero” que actua cuando
el citocromo de la cadena esta saturado de electrones, de manera que puede desviar el
flujo de éstos de la cadena de transporte y utilizarlos para la reduccion del O, a agua.
Por lo tanto, por un lado previene la reduccion del O, por los electrones de la cadena a
0O, y por otro disminuye los niveles de O,, sustrato para la produccion de ROS en la
organela (Palmer, 1976; Lambers, 1982; Moller, 2001). Mas recientemente se ha
demostrado que en presencia de piruvato, la AOX competira con la cadena de
citocromo insaturado por los electrones, previniendo asi la reduccion posterior de la
ubiquinona (Hoefnagel et al., 1995). En este sentido es interesante mencionar que
genotipos de guisante que carecen de la AOX muestran tasas de crecimiento
superiores a las de sus genotipos parentales sugiriendo que la AOX puede no ser

esencial para la planta. Vanlerberghe y McIntosh (1997) defienden que en las
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mitocondrias de plantas la AOX puede actuar como un “sumidero” de electrones
procedentes de la ubiquinona reducida cuando la ruta del citocromo esta saturada con
electrones o restringida por la disponibilidad de ADP, previniendo asi la formacion de
ROS. La capacidad de la cadena de transporte de electrones mitocondrial para su
ajuste rapido mediante la activacion de la AOX puede ser un mecanismo para prevenir
la sobrereduccion de los componentes de la cadena respiratoria que, por otra parte,
resultarian en la formacion de ROS perjudiciales (Purvis and Shwefel, 1993; Wagner
and Krab, 1995). Asi, Purvis y Shewfelt (1993) sugirieron que la AOX ayudaria a
minimizar la produccion de ROS por la cadena de transporte de electrones. Poco
depués, descubrié que el H,O, induce la sintesis de AOX en cultivos celulares de
Petunia (Wagner, 1995). Posteriormente, Maxwell et al. (1999) demostraron que
células que sobreexpresaban la AOX contenian, como mucho, la mitad de ROS que
células controles, mientras que células en las que la expresion de la AOX habia sido
reducida, contenian cinco veces mas ROS que células controles. Mas recientemente,
Rizhsky et al. (2002) detectaron una induccion de la AOX cloroplastidica en plantas
transgénicas que carecen de APX y/o catalasa y en plantas normales en respuesta a

una elevada intensidad luminosa.

Cualquier condicién metabolica que conduzca a la acumulacion de ubiquinona
reducida, NADPH mitocondrial o piruvato, tiene el potencial de incrementar el flujo
de electrones hacia la ruta alternativa. Estas condiciones pueden alcanzarse cuando
existe un desequilibrio entre el metabolismo del carbono respiratorio y el trasporte de
electrones, como resultado de cambios en el suministro o demanda de carbono, poder
reductor y ATP. Cambios rapidos en cualquiera de estos dos procesos acoplados,
metabolismo del carbono y trasporte de electrones, podrian ser contrarrestados por un
fino y rapido control bioquimico de la oxidasa alternativa. Igualmente, cambios a
mayor periodo de tiempo en el metabolismo del carbono o el transporte de electrones
que resultan en desequilibrios podrian ser compensados por un control mas burdo de

la cantidad de proteina oxidasa alternativa presente. Por lo tanto, la funciéon mas
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importante de la AOX es mantener el equilibrio entre el metabolismo del carbono y el

transporte de electrones (Vanlergerhel and Mclntosh, 1997).

El 6xido nitrico (NO') es un radical libre ampliamente conocido por su funciéon
como mensajero tanto a nivel intracelular como intercelular y que presenta un amplio
espectro de funciones reguladoras en los sistemas nervioso central, cardiovascular e
inmunitario (Moncada et al,. 1991; Knowles and Moncada, 1994). En plantas, una de
las moléculas diana del NO' es la citocromo ¢ oxidasa, resultando en una inhibicion de
la respiracion celular. Neill et al. (2002) defienden que el efecto inhibitorio del NO
sobre la respiracion es muy perjudicial para la planta ya que no solo disminuye la tasa
de respiracion sino que potencia la generacion de O, por la reduccion del pool de la
ubiquinona. En respuesta a esta disminucion en la respiracion mitocondrial, parece ser
que el NO' induce la transcripcion del gen AOXla y la actividad AOX con el fin de
catalizar la oxidacion del ubiquinol y la reduccién del oxigeno a agua, de manera que
la AOX juega un papel muy importante en la tolerancia de las plantas a situaciones
asociadas a una produccioén inducida de NO', como la asimilacion de nitrégeno o un
ataque por patdgenos, tal y como se ha demostrado en cultivos celulares de

Arabidopsis thaliana (Huang et al., 2002).

Las NDin (NADH) deshidrogenasas de la cara matricial de la membrana
mitocondrial interna también pueden ayudar a minimizar la produccion de ROS
actuando como sumidero en condiciones donde la actividad del complejo I es
inadecuado. Esto seria consistente con la induccion de NDin (NADH) en hojas de
remolacha lavadas cuando la actividad del complejo I esta disminuida por tratamientos

con cloranfenicol (Moller, 2001).

Por otra parte, se han descubierto mas recientemente una serie de proteinas
denominadas desacopladoras presentes en mitocondrias vegetales (Laloi et al., 1997,
Smith et al., 2004), cuya activacion por acidos grasos disminuye la produccion de

ROS por mitocondrias vegetales (Casolo et al., 2000), lo que indica que un ligero
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desacoplamiento puede ser también un mecanismo para limitar la produccion de ROS.
Kowaltowski et al. (1998) demostraron cémo la inhibicion de esas proteinas
desacopladoras en mitocondrias de patata (PUMP) conducia a un aumento en los
niveles mitocondriales de H,O, mientras que sustratos tales como el acido linoléico
reducian la produccion de este peroxido. Los autores también sugirieron el papel

protector contra el estrés oxidativo mitocondrial desempefiado por las PUMP.

3. SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Como se ha mencionado en el capitulo 2 de esta introduccion, la cadena de
transporte electronico puede producir ROS, principalmente debido a la presencia del
ubisemiquinona que puede transferir un electron al O, y producir superdxido
(Halliwell and Gutteridge, 1989). La vida media de la ubisemiquinona incrementa si la
cadena de transporte electrénico estd sobrerreducida y es entonces cuando los
mecanismos que regulan el flujo electronico de la ubiquinona pueden reducir la
produccion de ROS. Aqui la actividad de la AOX ha sido mas que demostrada en su
capacidad de reducir la acumulacion de ROS (Maxwell et al., 1999). Un papel similar
también ha sido propuesto para las proteinas desacopladoras mitocondriales
(Kowaltowski et al., 1998). Igualmente se ha hablado de la capacidad de las NDin
(NADH) deshidrogenadas para mantener la cadena de transporte electronico
relativamente oxidada (Moller, 2001). Resumiendo, podemos considerar que la AOX,
las NDin (NADH) deshidrogenasas y las proteinas desacopladoras suponen la primera

linea de defensa frente a la produccion de ROS.

Cuando por situaciones de estrés bidtico o abiodtico la produccion de ROS se
ve aumentada otros sistemas antioxidantes mitocondriales han de entrar en juego para
intentar mantener el equilibrio fisiologico. Suponen la segunda linea de defensa frente
a los ROS. Los sistemas antioxidantes pueden ser clasificados como enzimaticos y no

enzimaticos. Los no enzimaticos son compuestos capaces de amortiguar a los ROS
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mientras que los sistemas enzimaticos antioxidantes catalizan el proceso de

detoxificacion de ROS.

3.1. ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Glutation y ascorbato: cuantitativamente, el ascorbato y glutation son los
antioxidantes y tampones redox mayoritarios de la célula (Noctor and Foyer, 1998).
Ademas, funcionan como co-sustratos en el ciclo ascorbato- y llevan a cabo muchas
otras funciones fisiologicas. Sus concentraciones fisioldgicas estan en el rango de
milimolar, con considerables variaciones entre tejidos y estados fisiologicos de las

plantas (Smirnoff, 1996).

El ascorbato amortigua los aniones superoxido, oxigeno singlete y radicales
hidroxilo. Regenera el tocoferol oxidado y act@ia como donador de electrones en la
depoxidacion de violaxantina (Smirnoff, 2000). La forma oxidada del ascorbato,
monodeshidro o deshidro-ascorbato (MDHA, DHA) es eficientemente reducida por la
monodeshidro-ascorbato reductasa del ciclo del ascorbato-glutation. El glutation
(GSH) es un tripéptido tiol, compuesto de y-glutamilcisteinilglicina, y el mayor
antioxidante basado en grupos tiol de la célula. Reacciona directamente con los ROS
bajo oxidacion de los grupos sulfidrilo de los residuos de cistina, en particular en
reacciones catalizadas por la peroxidasa y -S-transferasa (Cummins et al., 1999). El
oxidado (GSSG) es un dimero formado por dos moléculas de y-glutamilcisteinilglicina
unidas mediante puente disulfuro, que es nuevamente reducido por la NADPH
reductasa (Alscher. 1989). La izacion, en el caso de puentes disulfuro mixtos entre y
el grupo sulfidrilo de una cisteina proteinogénica, protege contra la oxidacion
irreversible y regula funciones en las proteinas. Esta modificacion posttranscripcional
reversible es catalizada por las glutarredoxinas. (Lemaire, 2004). La formacion de
conjugados con juega también un papel importante en la detoxificacion y secuestro de
xenobiodticos, una reaccion catalizada por la -S-transferasa (Edwards et al., 2000).

Indirectamente, y como precursor en la sintesis de de la fitoquelatina, el desempefia
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un papel importante en la detoxificacion de metales pesados (Cobbett and
Goldsbrough, 2002).

Aparte de estos dos prominentes antioxidantes, las células vegetales poseen
muchos otros antioxidantes hidrofilicos e hidrofobicos como el tocoferol y
carotenoides, los mayores antioxidantes lipofilicos de los tilacoides, ademas de acido

lipoico, flavonoides y varios alcaloides y compuestos fendlicos (Dietz, 2003).

3.2. ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Superdxido dismutasas (SOD)

Catalizan la dismutacion de dos radicales superdxido hasta peroxido de
hidrégeno y oxigeno molecular a través del ciclo de reduccion y oxidacion del metal
de transicion en el sitio activo (McCord and Fridovich, 1969). La concentracion de
SOD en la mayoria de las células es de 10° M y la tasa de reaccion del enzima con el
anion superdxido es de 2x10°M™. s™', unas 10.000 veces superior a la velocidad de
dismutacién espontanea del 0,” a pH fisiologico (Fridovich, 1998). Tres tipos de
isoenzimas de la SOD se encuentran en plantas, que difieren en su metal cofactor y en
su localizacion. Uno de estos tipos, la Mn-SOD, tiene una localizacion tipica
mitocondrial, aunque posteriormente se han encontado tambien en peroxisomas y
glioxisomas (Sandalio et al., 1987). Tanto la matriz mitocondrial de vegetales como la
de humanos contienen Mn-SOD. Células de mamifero que sobreexpresaban la Mn-
SOD mostraron un incremento en su resistencia al O, generado por la adicion de
paraquat (Wenk et al. 1999). Cuando la Mn-SOD mitocondrial de planta fue expresada
en lineas de levadura deficientes en Mn-SOD, las células recuperaron su resistencia al
estrés oxidativo (Scandalios 1993). Igualmente, la sobreexpresion de la Mn-SOD de
Nicotiana plumbagnifolia en mitocondrias de Nicotiana tabacum supuso una

proteccion frente al dafio oxidativo (Bradiot et al., 1999).
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Catalasas

Las catalasas son enzimas que normalmente se encuentran formando
tetrdmeros y contienen un grupo hemo. Su funcién principal es la de proteger a la
célula de los efectos deletéreos del H,O, evitando su acumulacion. Catalizan la
reduccion de dos moléculas de peroxido de hidrogeno hasta oxigeno y agua. La
presencia de catalasa en mitocondrias vegetales es aun una incognita, si bien, en 1980
se apuntaron los primeros indicios de su existencia en mitocondrias de maiz
(Scandalios et al., 1980). Sin embargo, se asume que deben existir otros mecanismos
preventivos de acumulacion del peroxido de hidrégeno ya que éste es un potente
inhibidor de la aconitasa (Verniquet et al., 1991) y podria producir una disrupcion del

ciclo de los acidos tricarboxilicos.

Enzimas del ciclo ascorbato-glutation

La detoxificacion de H,0O, a través del ciclo que utiliza ascorbato y glutation
es llamada ciclo del ascorbato-glutation. Esta ruta fue descrita por primera vez en
cloroplastos, en los que las condiciones fuertemente reductoras asociadas al PSI,
conducen a la produccion de alteraciones importantes a través de la formacion de
especies activadas de oxigeno tales como el HyO, y O, (Elstner, 1991; Dalton et al.,
1993), y esta implicada en la eliminacion de las mismas, evitando asi la formacion de
radicales hidroxilo. En este ciclo, el H,O, es eliminado por la actividad ascorbato
peroxidasa (APX) que utiliza el ascorbato como donador de electrones. El
Monodeshidroascorbado (MDHA) formado, y a partir de éste el deshidroascorbato
(DHA) resultante por dismutacion espontanea, se utilizan para reciclar el ascorbato
mediante las actividades enzimaticas monodeshidroascorbato reductasa y
deshidroascorbato reductasa, respectivamente. La actividlad MDHAR utiliza el
NAD(P)H como donador de electrones mientras que la actividad DHAR regenera el
ascorbato utilizando el poder reductor suministrado por el glutation reducido (GSH).
A su vez, el glutation oxidado (GSSG) formado, es de nuevo reciclado hasta GSH por
la accion de la actividad Glutation reductasa (GR) en una reaccion dependiente de

NADPH, cofactor éste proveniente de la fotosintesis por accion de la actividad
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glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Junto a cloroplastos, citosol, mitocondrias,
peroxisomas y lumen tilacoidal (Chew et al., 2003, Ishikawa et al., 1996, Jiménez et
al., 1997, Kieselbach et al. 2000) son los compartimentos celulares en los que se ha
demostrado la actividad del ciclo ASC-GLU. Este ciclo juega un papel muy
importante en la proteccion de las plantas frente al peroxido de hidrogeno resultante
de una actividad fotosintética normal y también en la produccion frente a situaciones

de estrés ambiental que puedan generar ROS en la célula.

Guaiacol peroxidasas
Las guaiacols peroxidasas estan involucradas en el catabolismo del peroxido
de hidrégeno y estan presentes en el citosol, vacuolas y pared celular, pero no en las

organelas (Asada, 1992).

Glutatién peroxidasas

La familia de las glutatién peroxidasas comprende una serie de enzimas que
utilizan GSH para reducir H,O,, hidroperoxidos lipidicos y otros hidroperoxidos
(Halliwell and Gutteridge, 1999). En plantas pueden localizarse en citosol, cloroplasto,
mitocondria y reticulo endoplasmatico (Rodriguez Milla et al., 2003). Para su
actividad catalitica usan electrones e hidrogeno de las formas reducidas del glutation o

tiorredoxinas (Gelhaye et al., 2004, Rodriguez Milla et al., 2003).

Sistema Peroxirredoxina-Tiorredoxina

Las mitocondrias de todos los organismos eucariotas parecen contener al
menos una Prx (Pedradas et al., 2000; Wood et al., 2003b; Banmeyer et al., 2005). Las
Peroxirredoxinas (Prx) llevan a cabo el catabolismo del H,O, hasta H,O en un sistema
redox donde las Tiorredoxinas (Trx) les ceden los electrones. Debido a la importancia
de ambas enzimas en el trabajo de esta tesis, en los proximos capitulos se desarrollara
con detalle todo lo referente a las mismas, y en concreto, a aquellas que tienen una

localizacion mitocondrial en guisante.
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Es esencial estudiar las caracteristicas de la Prx mitocondrial (PrxII F), la
interaccion y dependencia con el sistema tiorredoxina, asi como su respuesta en
aquellas situaciones en que la planta se ve sometida a condiciones de estrés ya que
esta enzima se encuentra implicada en procesos tan importantes como la sefializacion
celular. Las Prxs han sido ultimamente establecidas como un punto clave, una
encrucijada en el metabolismo que responde al equilibrio redox de los organismos. El
trabajo que abordamos en la Memoria de esta Tesis Doctoral permitira, mediante el
estudio de las PrxII F de guisante, conocer funciones especificas de las Prx, respuesta
a situaciones adversas e importancia en el mantenimiento del estado redox celular. Los
resultados obtenidos en este sentido podrian, en si mismos, mejorar nuestros
conocimientos sobre la respuesta de las plantas a contaminantes ambientales, asi como
valorar la contribucion de los distintos sistemas antioxidantes en el balance 6xido-
reduccion. Por otra parte, estos resultados ayudarian a un mejor conocimiento sobre la

induccion de genes relacionados con el estrés oxidativo.
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1. PEROXIRREDOXINAS

1.1. GENERALIDADES

Las peroxirredoxinas (Prx) son enzimas peroxidasas de entre 17 y 22 KDa que
catalizan la transferencia de electrones de grupos sulthidrilos a peréxidos (Baier and
Dietz., 1996b, 1997, 1999). En los tltimos afios se han aislado, clonado y secuenciado
en distintos organismos de todos los reinos: levaduras, células animales y vegetales,
protozoos, helmintos, y en la mayoria de arqueas y eubacterias, constituyendo
filogenéticamente un antiguo grupo de enzimas que ejercen su funcidon catalitica
mediante la destoxificacion de peroxidos toxicos para la célula (Chae et al., 1993;

Prospéri et al., 1993; Storz et al., 1989; Lim et al., 1998).

La Prx se descubrid inicialmente en levadura como una proteina de 25 kDa
que proporcionaba proteccion a los componentes celulares frente al dafio oxidativo
producido por sistemas de oxidacién que contenian un compuesto tidlico (Fe’*, O,,
RSH), pero no por sistemas de oxidacion que contenian ascorbato (Fe'", O,, y
ascorbato) (Rhee, 2005). La proteccion era posible debido a que la proteina de 25 kDa
era capaz de reducir el H,O, usando como reductor un compuesto tidlico. Debido a
esto se le denomind "enzima antioxidante especifica de tioles" (Kim et al., 1988).
Posteriormente recibid otros nombres como alquil hidroperéxido reductasa (Ahp),

tiorredoxin peroxidasa (Tpx) y actualmente se las denomina peroxirredoxinas (Prx).

La primera Prx se clon6 de bacterias tales como Salmonella typhimurium y E.
coli (Storz et al., 1989) y desde entonces se han aislado de muchos organismos. Por
ejemplo, al menos cinco isoformas estan presentes en los genomas de ratén y humano

(Prx I, I, III, IV y V) (Seo et al., 2000). Los lugares donde el nivel de expresion de
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estas proteinas es alto, coinciden con aquéllos donde el metabolismo de oxigeno
activo es alto. Asi, por ejemplo, en eritrocitos, cuya funcion es el transporte de
oxigeno, la Prx de 2-Cys representa la tercera fraccion proteica predominante con
14x10° copias en cada globulo rojo (Schréder et al., 2000). Existen evidencias de que
las Prx estan implicadas en procesos de sefializacion redox y afectan a la fosforilacion
de proteinas, regulacion transcripcional y apoptosis en animales (Bryk et al., 2000;

Rhee et al., 2005).

Las Prx son enzimas que presentan una amplia especificidad de sustrato,
reduciendo tanto el H,O,, como alquilhidroperdéxidos y peroxinitritos. Durante el ciclo
catalitico el residuo de cisteina localizado en el sitio activo es oxidado a acido
sulfénico mientras que el H,O,, peroxinitrito o el alquilhidroperdxido es reducido a
agua, nitrito o el correspondiente alcohol (Hillas et al., 2000; Nogoceke et al., 1997;
Bryk et al., 2000, Rhee et al 2005, Dietz et al., 2006). Ensayos de mutagénesis
dirigida sobre la cisteina peroxidatica abolieron la actividad peroxidasa de estas
enzimas (Ko6nig et al., 2002; Rouhier et al., 2004; Lankameier et al., 2006). Estas
enzimas se caracterizan ademas porque no contienen ningin grupo hemo, por lo que
para compensar la pérdida del grupo prostético necesitan un donador externo de
electrones, que generalmente es la tiorredoxina (Trx) (Chae et al., 1994a; Kwon et al.,
1994; Kang et al., 1998, Rhee et al., 2005), aunque también pueden utilizar a la
glutarredoxina (Grx) (Rouhier et al., 2001, 2002a), glutation (Hofmann et al., 2002;
Dietz., 2003a) y ciclofilina (Lee et al., 2001, Bernier-Villamor et al., 2004; Dietz et

al., 2006). La reaccion general que catalizan sigue la siguiente ecuacion:

ROOH + R’(SH), - ROH + R’S,+ H,0

Las Prx son unas enzimas abundantes que constituyen entre el 0.1 -0.8% de
las proteinas solubles totales aunque su eficiencia catalitica es del rango de una o tres

veces menor que la GPx o catalasa (Rhee et al., 2005). Todas las Prx se presentan
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como homodimeros y contienen un residuo de cisteina conservado en la region NH,-
terminal localizado en un ambiente estructural conservado y que es esencial para la
actividad catalitica (Chae et al., 1993; Baier and Dietz., 1996c; Verdoucq et al., 1999;
Rhee et al., 2005).

En vegetales, las Prx pueden diferenciarse en cuatro subclases en funcion de
su secuencia aminoacidica y mecanismo catalitico: las peroxirredoxinas de 1-Cys (Prx
de 1-Cys), peroxirredoxinas de 2-Cys (Prx de 2-Cys), peroxirredoxinas relacionadas
con la proteina YLR109 (Prx de tipo II) y peroxirredoxinas asociadas a la

bacterioferritina (Prx Q).

Las seis isoformas de Prx de mamiferos hasta el dia encontradas han sido
clasificadas en tres subgrupos, designados como Prx de 2-Cys, Prx de 2-Cys atipicas,
y Prx de 1-Cys. Las Prx de 2-Cys, que incluyen las Prx I, II, IIl y IV contienen la Cys
N-terminal y C-terminal caracteristicas necesarias ambas para el mecanismo catalitico
y separadas por 121 residuos aminoacidicos. Las Prx de 2-Cys atipicas poseen
unicamente la Cys N-terminal pero requieren de otra Cys adicional, no conservada y
situada distalmente en la zona carboxilica. Las Prx de 1-Cys contienen una unica Cys

y ésta se sita en la region N-terminal (Rhee et al., 2005).

Dentro de las Prx de 2-Cys, la PrxI y II tienen una localizaciéon citosolica
mientras que la PrxIIl s6lo se halla en la mitocondria; la Prx IV esta presente en el
reticulo endoplasmico y el espacio extracelular. La Prx V, perteneciente al grupo de
las Prx de 2-Cys atipicas, se localiza en el citosol, mitocondria y peroxisomas mientras

que la Prx de 1-Cys es unicamente citos6lica (Knoops et al., 1999, Rhee et al., 2005).

En el ciclo catalitico de las 2-Cys Prx, el residuo de cisteina sensitivo al H,O,
(Cys”' en la Prx I de mamiferos) es selectivamente oxidado por el H,O, hasta Cys-
SOH, que reacciona con el residuo COOH-terminal conservado Cys-SH (Cys'’* de la

Prx I) de la otra subunidad en el homodimero para formar un puente disulfuro
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intermolecular. El puente disulfuro es especificamente reducido por la Trx (Chae et
al., 1994c). Debido a que las cisteinas que forman el puente disulfuro se encuentran
considerablemente separadas (unos 13 A aproximadamente), la formacién dicho
puente es un proceso lento y el intermediario sulfénico (Cys’'-SOH) es
ocasionalmente sobreoxidado hasta acido sulfinico (Cys’'-SO,H) (Yang et al., 2002).
Por el contrario, las Prx de procariotas, que carecen del motivo peptidico GGLG en el
extremo COOH-terminal de la proteina, son totalmente insensibles a la inactivacién

por oxidacion (Wood et al., 2003; Chang et al., 2004).

Dado que los reductores fisiologicos como el glutation o la Trx no son capaces
de reducir la forma de acido sulfinico de las Prx, la reaccion de hiperoxidacion era
considerada como la inactivacion permanente de la actividad peroxidasa (Chae et al.,

1994a; Georgiou et al., 2003).

Otros estudios mostraron que las formas de sulfinico y sulfénico de las Prx
aparecen en geles 2-D como dos spots de igual tamafio y distinto punto isoeléctrico
(pD) y que esas diferencias de pl se deben tinicamente a la oxidacion de las cisteinas
cataliticas (Cesaratto et al., 2005; Woo et al., 2003a,b). La forma reducida siempre se
situa en la zona mas basica del gel mientras que la forma de sulfénico o sulfinico lo
hace en la posicion mas acidica. Asi se ha sugerido que la oxidacion de las Prx es un
marcador de oxido-reduccion altamente sensitivo, mas incluso que los comiinmente
usados para determinar el estado redox celular (glutation total o contenido tidlico de
proteinas total). (Cesaratto et al., 2005). Estudios del estado redox en algunos tipos de
Prx mediante geles bidimensionales han revelado que la reaccion de hiperoxidacion es
actualmente reversible en las células hablandose de una retroreduccion (Woo et al.,
2003a,b; Chevallet et al., 2003; Cesaratto et al.,2005). La hipétesis de retroreduccion
se contradice en cierto modo la idea de que las Prx oxidadas actiian como compuerta
que modula la respuesta de las células a las concentraciones de peroxido intracelular.
(Georgiou and Masip, 2003).La sulfinilacion de las Prx ha sido también propuesta

como un mecanismo para la regulacion del H,O, (Woo et al., 2003).
30



Antecedentes bibliograficos

En el afio 2003, Biteau et al. descubren en levaduras las sulfirredoxinas
(Srx), enzimas responsables de la catalisis de la reduccion de la forma superoxidada de
la Prx. Las Srx son unas proteinas presentes en eucariotas con un residuo conservado
de cisteina. La reduccion de la forma sulfinica a manos de las Srx supone un proceso
lento (ke 0.18/min) que requiere calcio, hidrolisis de ATP y un donador electronico
como el glutation o Trx ( Biteau et al., 2003; Chang et al., 2004; Jonsson et al., 2005;
Jeong et al., 2006) (figura 3). A principios de 2006 se abrieron las primeras
investigaciones sobre Srx en plantas (Liu et al., 2006), donde se atribuyo una

localizacion cloroplastidica de la enzima y se relaciond con la Prx de 2-Cys.
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Figura 3. Ciclo redox Peroxirrdoxinas-Sulfirredoxinas (Jonsson et al., 2003)

Otras enzimas de accion similar a las Srx, las sestrinas, han sido descritas en
mamiferos y tienen capacidad regeneradora de las Prx. Ademas la expresion de estas

sestrinas se encuentra regulada por la proteina P53 (Budanov et al., 2004).

La inactivacion de las Prx no soélo tiene lugar por oxidacion de sus grupos
tidlicos sino también por la fosforilacion de residuos de treonina, tal y como se ha
demostrado para las Prx I y IT de mamifero (Chang et al., 2002; Rhee et al., 2005).
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2. PEROXIRREDOXINAS VEGETALES

Como anteriormente se ha comentado, las Prx de vegetales se han clasificado
en cuatro subgrupos en funcion de su secuencia aminoacidica y mecanismo catalitico:
las peroxirredoxinas de 1-Cys (Prx de 1-Cys), peroxirredoxinas de 2-Cys (Prx de 2-
Cys), peroxirredoxinas de tipo Il y peroxirredoxina Q. Los distintos grupos de Prx
presentan distinta distribucion tisular, diferente regulacion transcripcional y diferentes
propiedades bioquimicas y estructurales, lo que sugiere que presenten distintos
papeles biologicos (Dietz et al., 2003,2006; Horling et al., 2003; Park et al., 2000).
Concretamente en Arabidopsis thaliana, se han encontrado representantes de los
cuatro grupos (Horling et al., 2002, Dietz et al., 2006). La figura 4 muestra la relacion

filogenética de las Prx encontradas en Arabidopsis thaliana.

PRXII A ——PGAFPPTCSMNHVNG———Z—A—a—aDEI I1CLSGDDPF--

——PGAFPPTCSMKHVPG———Z—A—a—aDEI ICFSVNDPF--

——PGAFPPTCSMSHVPG———2—4——DEI ICFSVNDPF--

aa

——PGAFPPTCSMSHVPG———2—4——DEI ICLSVNDPF--

aa

——PGAFPPTCSQKHVPG———2—4—a—aDV IACISVNDAF--
PRXIIF ——PGAYTGVCSQQHVPS———2—4—a—aDSV 1CVSVNDPF--
1-Cys PRX --PVCTTEE--
L PRX Q —-TPGCTKQAC--
r 2-Cys PRX A —~FFYPLDETFVCPTEl-—-——— o m—-VCP--
[ 2-Cys PRX B ——FFYPLDFTFVCPTEl-————- v VCP-—
aa

Figura 4. Arbol filogenético de las peroxirredoxinas de Arabidopsis thaliana

3. PRX DE 2-CYS

Las Prx de 2-Cys se encuentran ampliamente distribuidas entre todos los
organismos. Se ha estudiado principalmente en levadura y células animales, en donde

se le ha denominado Tiorredoxin peroxidasa (Tpx) debido a su vinculacion con la Trx
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en el proceso reductivo (Chae et al., 1994a). En plantas fue el segundo miembro de la
familia Prx identificado, se clon6 primero de cebada y espinaca (Baier y Dietz, 1996
a,c) y posteriormente de Arabidopsis thaliana (Baier y Dietz, 1997), col china
(Cheong et al., 1999), centeno (Berberich et al., 1998), Phaseolus vulgaris (Genot et
al., 2001),Riccia fluitans (Horling et al., 2001) y guisante (Bernier-Villamor et al.,
2004).

Los miembros de este grupo se caracterizan por poseer dos residuos de
cisteina que se corresponden con la Cys 47 y 170 de la Tpx de levadura. Los motivos
peptidicos alrededor de las dos cisteinas, se encuentran altamente conservados, en el

caso de la primera de ellas es DFTFVCPT y en la segunda es EVCPA.

3.1. LOCALIZACION DE LAS PRX DE 2-CYS

Las Prx de 2-Cys constituyen en torno al 0.6% del total de proteinas del
cloroplasto, lo que equivale a una concentracion de 60 uM (Konig et al., 2002;
Dietz,2006). Un analisis protedémico comparativo de los cloroplastos del mesofilo y
parénquima vascular se llevo a cabo para identificar nuevas proteinas y establecer
diferencias funcionales entre los dos tipos de cloroplastos en plantas C4. La Prx de 2-
Cys se encontraba en mayor concentracion en los cloroplastos del mesofilo que en los
del parénquima vascular (Majeran et al., 2005). Esta expresion preferencial de la Prx
de 2-Cys esta de acuerdo con los mayores requerimientos antioxidantes del mesoéfilo

en las plantas Cy,

En plantas superiores la Prx de 2-Cys pertenece a una familia multigénica y se
expresa ampliamente en todos los organos de la planta madura, excepto en raices

donde su expresion es muy baja (Cheong et al., 1999; Genot et al., 2001).

En cebada la localizacion de la Prx de 2-Cys se vio mediante tres

experimentos. En primer lugar durante el fraccionamiento de protoplastos de mesoéfilo
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la Prx de 2-Cys se copurificé con los cloroplastos (Baier and Dietz 1997). En segundo
lugar, en un sistema in vitro la proteina era post-traduccionalmente importada a
cloroplastos donde daba lugar a una proteina madura similar en tamafio a otras Prx de
2-Cys bacterianas y animales (Baier and Dietz., 1997). Por ultimo en estudios
inmunohistoquimicos en hojas de cebada la Prx de 2-Cys se detecto principalmente en
cloroplastos donde se encontraba asociada principalmente a la membrana tilacoidal

(Konig et al., 2002).

En el caso de la Prx de 2-Cys de Phaseolus vulgaris se comprobo la
localizacion de la proteina expresando en células de tabaco una construccion
constituida por la union del péptido sefal de la Prx de 2-Cys al extremo 5 de la
proteina verde fluorescente (GFP) de Aqueoria victoria, y se observd que se
superponian perfectamente la fluorescencia verde de la GFP con la autofluorescencia

roja de los cloroplastos (Genot et al., 2001).

3.2. MECANISMO CATALITICO Y CARACTERISTICAS CINETICAS DE
LAS PRX DE 2-CYS

Las Prx de 2-Cys existen funcionalmente como homodimeros formados por
dos subunidades unidas por dos puentes disulfuro entre la cisteina més cercana al
extremo amino (Cys peroxidatica) de una subunidad con la cisteina mas cercana al
extremo carboxilo (Cys resolutora) de la otra subunidad. Su mecanismo de accion
tiene lugar mediante un primer paso en el que la Cys peroxidatica reducida de una
subunidad es oxidada por un peroxido, dando como intermediario el acido sulfénico
(Cys-SOH) el cual interactia con la Cys resolutora de la otra subunidad formando un

puente disulfuro intermolecular en el homodimero y liberando agua (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de accion de la Prx de 2-Cys.

La Prx de 2-Cys puede utilizar como donador de electrones no fisiologico al
DTT, pero también se ha establecido para muchas Prx que las Trx sirven como
donadores electronicos fisiologicos para la regeneracion de la forma activa. De esta
manera la Trx une el estado redox de la proteina con el sistema NADPH o con otro
donador electronico. Asi, in vitro, se ha visto que la Trx m y f de espinaca eran
capaces de reducir la Prx de 2-Cys oxidada de cebada uniendo la reduccién de la Prx a
la cadena de transporte electronica fotosintética (Konig et al., 2002). También se ha
observado una interaccion directa de la Prx de 2-Cys de espinaca con una forma
mutante de la Trx m (Motohasi et al., 2001). En patata se ha visto la interaccion entre
un nuevo tipo de Trx cloropastidica, una proteina de 32 kDa inducible por estrés, que
reduce a la Prx de 2-Cys (Broin et al., 2002) y, por ultimo, recientemente se ha
encontrado in vitro en Arabidopsis thaliana que la Trx f1, la Trx m1 y un nuevo tipo
de Trx denominada Trx x son capaces de reducir a la Prx de 2-Cys, siendo la Trx x la

mas eficiente en esta reduccion (Collin et al., 2003).
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En un ensayo con la Prx de 2-Cys de cebada (Konig et al., 2003) en el que se
compard la actividad peroxidasa usando DTT o Trx de E.coli como donador
electronico, se observé que la actividad con DTT era aproximadamente la mitad de la
que presentaba con la Trx lo que sugiere que ésta reduce mas eficientemente a la Prx

de 2-Cys.

En estudios recientes se ha publicado como la cilofilina (Cyp20-3),
perteneciente a las peptidil-prolil-cis-trans isomerasas, es capaz de cederle los
electrones a la Prx de 2-Cys de arabidopsis (Dietz et al., 2006) si bien el precedente
quedd asentado en 2004 cuando Bernier-Villamor y colaboradores mostraron tal
interaccion en un ensayo in Vvitro de proteccion del DNA con la Prx de 2-Cys de

guisante.

En los tltimos afios se ha identificado una proteina cloroplastidica bifuncional
con un dominio Trx y otro NADPH tiorredoxin reductasa (NTR) (Serrato et al., 2004)
que manifiesta una mayor eficiencia catalitica para regenerar a las Prx de 2-Cys

(Pérez-Ruiz et al., 2005).

Bajo condiciones altamente oxidantes, la Cys peroxidatica es oxidada a 4cido
sulfinico (Cys-SO,H) o sulfonico (Cys-SO;H), y en este estado de ““ sobreoxidacion “,
las dos cisteinas cataliticas que interactian, que se encuentran localizadas en
diferentes subunidades del dimero y separadas por més de 10 A, no pueden formar el
puente disulfuro. Como consecuencia de esto la enzima queda atrapada en una
conformacion que no puede ser reactivada por reduccion tipica. Sin embargo,
recientes estudios han puesto de manifiesto como las sulfirredoxinas y sestrinas son
capaces de regenerar especificamente este tipo de Prx de 2-Cys (Budanov et al., 2004;

Rhee et al., 2005).

Se ha demostrado, por mutagénesis dirigida en Prx de 2-Cys que no son de

vegetales, que la Cys peroxidatica es esencial para la actividad peroxidasa (Chae et al.,
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1994c; Montemartini et al., 1999). Recientemente en vegetales, en concreto en cebada
(Konig et al., 2003), se ha visto mediante mutagénesis dirigida que la Cys peroxidatica
efectivamente es esencial para la actividad de la enzima. En estos mismos
experimentos se ha evidenciado que la Cys resolutora no es imprescindible para la
actividad de la Prx de 2-Cys aunque si para la regeneracion por Trx ya que el mutante
Cys resolutora—Ser presentaba mayor actividad peroxidasa dependiente de DTT que
la Prx de 2-Cys de tipo salvaje, mientras que no presentaba actividad cuando el
donador electronico era la Trx. Esto probablemente es debido a que en el mutante Cys
resolutora—Ser, la Cys peroxidatica se oxidaba a acido sulfénico y podia ser reducido
por el DTT mas eficientemente (19 veces mas) que el puente disulfuro formado en la
Prx de 2-Cys de tipo salvaje. Sin embargo la formacion del puente disulfuro entre las
dos cisteinas de las dos subunidades del dimero es esencial para la regeneracion por
Trx, por lo que el mutante Cys resolutora—Ser era inactivo en el ensayo en que se

utilizaba Trx como donador electronico.

Las Prx presentan una amplia especificidad de sustrato, reducen un amplio
rango de alquilhidroperdxidos incluyendo alquilhidroperoxidos de cadena larga y
corta, fosfolipoperéxidos y peroxido de colesterol (Nogoceke et al., 1997; Hillas et al.,
2000); asimismo, también reducen peroxidos reactivos de nitrogeno (Lim et al., 1993;
Bryk et al., 2000; Sakamoto et al., 2003). Sin embargo la especifidad de sustrato de

las peroxirredoxinas vegetales no ha sido estudiada todavia en detalle.

La actividad de las Prx hacia el H,O, esta bien establecida. Asi, se ha visto,
que la Prx de 2-Cys de col china (Cheong et al., 1999) y de Phaseolus vulgaris (Genot
et al., 2001) protegen al DNA del dafio oxidativo en la presencia de un sistema de
oxidaciéon funcional mixto consistente de Fe**, O,, y tioles; en presencia de este
mismo sistema la Prx de 2-Cys de col china evitaba la inactivacion de una enzima

como la glutamina sintetasa.
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La reduccion de la Prx de 2-Cys se lleva a cabo, en bacterias y células
animales, por el sistema Trx. La tiorredoxin reductasa (TR), Trx y Prx de 2-Cys
forman una cadena redox que acopla la reduccion de peroxidos a la oxidacion del
NADPH. La reconstitucion de esta cascada redox puede realizarse in vitro (Cheong et
al., 1999; Dietz et al., 2001). Utilizando la TR y la Trx de E. coli y como sustrato el
H,0, se vio que a concentraciones de 10 a 25 uM de H,O; la actividad reductora de la
Prx de 2-Cys de cebada (Konig et al., 2003) era igual de alta que a concentraciones de
50y 100 uM de H,0,. Del analisis cinético se estimé que la Ky, (H,O,) era inferior a 2
UM. A concentraciones mayores de H,O,, 1 mM, la Prx de 2-Cys se inactivaba

alrededor del 50%.

Recientemente se han realizado estudios con la Prx de 2-Cys de cebada,
utilizando el mismo sistema con otros sustratos: el t-butil hidroperéxido (TBHP),
hidroperéxido de cumeno e hidroperoxidos lipidicos complejos como hidroperoxido
de acido linoleico e hidroperoxido de dilinoleil fosfatidilcolina (Koénig et al., 2003) y
se ha estudiado la actividad de la Prx de 2-Cys hacia los distintos sustratos, incluyendo
el H,O,. Asi se ha visto que la mayor actividad se presentaba cuando el sustrato era el
TBHP con una ke, de 15.7+0.8 min’, seguido por el HyO, con una kg, =13.6£1.2
min”'. La reduccién del hidroperéxido de cumeno era menor con una ke,=10.7+0.84
min™, y los hidroperdxidos lipidicos complejos se reducian en una proporcion bastante
menor, Kke=3.0£0.1min" para el hidroperoxido de 4cido linoleico y

Kea=0.88+0.14min™" para el hidroperoxido de dilinoleil fosfatidilcolina.

Por otra parte, en un sistema basado en la reduccion de la Prx de 2-Cys con
DTT o con Trx de E.coli (Konig et al., 2003), se ha visto que la Prx se inactiva en
mayor o menor grado en funciéon del tamafio del sustrato y que esta inactivacion es
independiente del mecanismo de regeneracion de la enzima (DTT o Trx). Asi la
cantidad de Prx inactivada era menor con H,O, < TBHP< hidroperoxido de cumeno <

hidroperdxido de acido linoleico < hidroperoxido de dilinoleil fosfatidilcolina.
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El H,O, y el TBHP también son sustratos para la Prx de 2-Cys de
cianobacterias. En ausencia de otros aceptores de electrones, la adicion de cualquier
peroxido inducia la formacion de oxigeno en Synechocystis de tipo salvaje
(Yamamoto et al., 1999). La aparicion del oxigeno liberado inducido por perdxido en
la fotosintesis estuvo acompanado de *““quenching” de la fluorescencia de la clorofila
a, lo cual indica una liberacion dependiente de perdxido de la energizacion de los

transportadores electronicos tilacoidales.

También se ha visto in vitro que la Prx de 2-Cys de Arabidopsis thaliana es
capaz de descomponer el peroxinitrito (Sakamoto et al., 2003). Usando como sonda
sensible a peroxinitrito la dihidrorodamina 123 se vio que la Prx de 2-Cys,
previamente reducida con DTT, era capaz de proteger a la dihidrorodamina de la
oxidacion mediada por peroxinitrito, mientras que no era capaz de tal proteccion

cuando la Prx se oxidaba previamente con H,O,.

3.3. ESTRUCTURA DE LAS PRX DE 2-CYS

Las Prx de 2-Cys son dimeros funcionales con una propension significante a
oligomerizar. Estas enzimas ciclan entre el dimero y el estado decamérico con forma
de toroide (Wood et al., 2002). El dimero se caracteriza por una estructura compacta y
de orientacion paralela de las hojas [ de ambas subunidades permitiendo la formacion
del puente disulfuro intermolecular durante la reaccion catalitica (Konig et al., 2003,

Echalier et al., 2005).

Desde 1998 se han publicado numerosas estructuras cristalinas
correspondientes a Prx de 2-Cys: HBP23 de rata (Hirotsu et al., 1999), TPxB o Prx II
de eritrocitos humanos (Schroder et al., 2000), TryP de Crithidia fasciculata (Alphey
et al., 2000) y AhpC de Salmonella typhimurium (Wood et al., 2002),
Mycobacterium.tuberculosis (Rho et al., 2006), Plasmodium. falciparum (Boucher et

al., 2006).
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Tres de las Prx de 2-Cys descritas (TPxB, TryP y AhpC) cristalizaron como
complejos decaméricos con forma de toroide consistentes en la union pentamérica de
dimeros (un decamero (a)s). De ellas la TPxB y la TryP se encontraban en forma
reducida y la AhpC en una forma oxidada metaestable. La AhpC de Amphibacillus
xylanus, otra Prx de 2-Cys, también cristaliza como un decamero (a,)s (Kitano et al.,
1999), pero aun no se han dado informes sobre la estructura cristalina de la enzima. La
cuarta Prx de 2-Cys resuelta, HBP23, cristalizé como un dimero o, en forma oxidada.
Otra de las Prx de 2-Cys cristalizadas corresponde a una isoforma mitocondrial de P.
falciparum; esta enzima se cristalizd como dimero oxidado con un puente disulfuro
intermolecular aunque los estudios analiticos de ultracentrifugacion mostraron, en
funcion a los coeficientes de sedimentacion, que en solucion la forma predominante se

correspondia con un decamero (Boucher et al., 2006).

Las estructuras cristalinas de las formas reducidas (TryP de Crithidia
fasciculata y TPxB de eritrocitos humanos), oxidada (HBP23 de rata) y metaestable
oxidada (AhpC de Salmonella typhimurium) mostraron que la reduccion del puente
disulfuro induce un cambio conformacional en la estructura cuaternaria de una forma
dimérica a una forma decamérica con forma de toroide dando las bases para establecer

un ciclo catalitico estructuralmente detallado (Wood et al., 2002, 2003b).

La topologia esencial del mondémero de las Prx de 2-Cys consiste en un
elipsoide aplanado construido alrededor de siete cadenas de laminas [ con
alineamientos paralelos y antiparalelos. La lamina esta situada entre cuatro o cinco
hélices a. Contienen un plegamiento tipo Trx con elementos adicionales de estructura

secundaria presentes como inserciones.

La dimerizacion resulta en una lamina 3 extendida que contiene 14 cadenas (7
de cada mondmero) con la interfase formada entre las cadenas antiparalelas B,y ;.

El dimero o, forma un elipsoide aplanado. Son homodimeros, y cada dimero contiene
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dos sitios activos idénticos en los que el carboxilo terminal atraviesa la interfase del
dimero para interaccionar con la otra subunidad y formar el disulfuro redox activo. En
este brazo carboxilo terminal se encuentra la Cys resolutora. Las interacciones en la
interfase mondmero-mondémero tienen lugar mediante puentes de hidrégeno, puentes

salinos, interacciones hidrofobicas y fuerzas de van der Waals.

La decamerizacion tiene lugar a través de la interaccion de una subunidad con
otras dos. Una interfase mondémero-monémero produce un dimero y hay una interfase
dimero-dimero, la cual se repite para formar el decamero heterologo. Como
consecuencia del ensamblaje de cinco dimeros se crea un anillo decamérico. Las
interacciones que tienen lugar en la interfase dimero-dimero son principalmente de
tipo hidrofobico aunque también existen uniones por puentes de hidréogeno. Las
dimensiones del anillo decamérico son de unos 120 A de didmetro externo y unos 60

A de didmetro interno (Alphey et al., 2000).

3.4. REGULACION DE LA EXPRESION DE LAS PRX DE 2-CYS

La expresion de los genes de la Prx de 2-Cys esta bajo control del estado
redox y del desarrollo (Kandlbinder et al., 2004; Dietz et al., 2006). El nivel de
mRNA disminuye con la edad de la planta en cebada (Baier and Dietz., 1996b),
Arabidopsis (Baier and Dietz, 1999b) y Riccia fluitans (Horling et al., 2001).
Independientemente de la disminucion en la abundancia de mensajero, la proteina se
acumulaba con la maduracion del tejido y no cambiaba con la edad bajo condiciones
normales de crecimiento. Sin embargo, las respuestas de desarrollo de ambas, mRNA
y proteina, todavia necesitan estudiarse con mas detalle bajo condiciones de estrés

oxidativo.
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Regulacion de la expresion de las Prx de 2-Cys por el estado redox.

Los cambios redox dependientes en la expresion del gen de la Prx de 2-Cys se
han estudiado en Riccia fluitans (Horling et al., 2001), que se tomdé como modelo
vegetal debido a la simple aplicacion del protocolo para los efectores ascorbato y
GSH, que constituyen los dos principales antioxidantes de bajo peso molecular, y

ademas el glutation oxidado (GSSG).

Se observo que cuando se aplicaba ascorbato al medio la cantidad de transcrito
de la Prx de 2-Cys disminuia rapida y significativamente. Una caida severa de la
abundancia del transcrito se observd tan solo 2 horas después de comenzar el
tratamiento. Veinticuatro horas después de transferir al medio ascorbato en una
concentracion de 10 mM, el transcrito de la Prx de 2-Cys no se detectaba. La
disminuciéon del mRNA de la Prx de 2-Cys inducida por ascorbato se impedia al
pretratar el tallo con el inhibidor de la actividad proteinkinasa, la estaurosporina.
Aparentemente, el ascorbato promueve una ruta de transduccion de sefiales redox en la
que se ve envuelta la fosforilacion de alguna proteina y suprime la expresion de la Prx

de 2-Cys.

Suplementando el medio con GSH se producia una disminucion en la cantidad
de transcrito a concentraciones de 0.1 mM, pero no se observaba una disminucion
mayor a concentraciones superiores de GSH. Igualmente, cuando se suministraba

GSSG, también se producia una disminucion del mRNA de la Prx de 2-Cys.
También se han realizado estudios de la regulacion redox dependiente en

cebada (Baier and Dietz., 1997), Phaseolus vulgaris (Genot et al., 2001), col china
(Cheong et al., 1999) y Arabidopsis thaliana (Horling et al., 2003).
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Al contrario de lo que sucedia en Riccia fluitans, los tioles administrados a
hojas de cebada disminuian el nivel de transcrito de la Prx de 2-Cys de una manera

dependiente de la concentracion (Baier and Dietz., 1997).

Cuando se establecen condiciones oxidantes, con la administracion de
metilviologeno, H,O, o metales, la expresion de la Prx de 2-Cys solo se estimula
ligeramente y no se afecta por tratamientos con ozono, acido abcisico o acido

giberilico (Cheong et al., 1999; Genot et al., 2001; Baier and Dietz., 1997).

Recientemente se han realizado estudios mas completos de la regulacion de la
expresion de la Prx de 2-Cys en Arabidopsis thaliana (Horling et al., 2003). Esta
presenta la particularidad de poseer dos Prx de 2-Cys, A y B, que se diferencian en tan
sOlo siete aa (Horling et al., 2002). Cuando se trataron plantas de Arabidopsis con
oxidantes y pro-oxidantes como H,O,, TBHP y diamida, s6lo la Prx de 2-Cys A
incrementaba ligeramente. Cuando se les aplicaba ascorbato, se producia una
disminucion del mRNA tanto de la Prx de 2-Cys A como de la B, siendo la respuesta
dependiente del tiempo de incubacidon y de la concentracion del efector. Se observo
una ligera diferencia en la respuesta de cada una de las Prx de 2-Cys al ascorbato,

siendo la Prx de 2-Cys B mas sensible a concentraciones mas bajas de ascorbato.

La pequefia respuesta a agentes oxidantes no deja de ser curiosa ya que el
homologo bacteriano de la Prx de 2-Cys, AhpC, se identificd inicialmente por su

fuerte respuesta bajo exposicion a TBHP y H,O, (Morgan et al., 1985).

En 2002, Broin et al. pusieron de manifiesto que la Prx de 2-Cys era diana de
una proteina del tipo Trx, la proteina cloroplastidica de estrés inducida por sequia
(CDSP32). Actualmente se hipotetiza que la interaccion entre la CDSP32 y Prx de 2-
Cys juega un papel en la regulacion redox dependiente por asociacion con proteinas

diana y no mediante detoxificacion catalitica de peroxidos (Dietz et al., 2006).

43



Antecedentes bibliograficos

Regulacion de la expresion de las Prx de 2-Cys por luz.

En células vegetales, el estado redox celular estd intimamente relacionado con
la fotosintesis, por lo que se han estudiado los efectos en los cambios de intensidad de
luz en la expresion de la Prx de 2-Cys en Arabidopsis thaliana (Horling et al., 2003).
El exceso de luz potencia las respuestas de aclimatacion a distintos niveles
metabolicos y genéticos con diferentes cinéticas. Asi se obtienen respuestas rapidas
como el estado de transicion y la sintesis de violaxantina para redirigir la energia de
excitacion y evitar la disipacion de energia (Dietz et al., 2001). Incrementando
excesivamente el flujo de fotones se inducen cambios en la expresion de genes
plastidicos y nucleares, entre los que se incluyen las proteinas de los complejos de
captacion de luz y proteinas del centro de reaccion (Escoubas et al., 1995;
Pfannschmidt et al., 1999) y finalmente se obtiene una regulacion positiva de genes de

defensa antioxidantes tanto local como sistémicamente (Mullineaux et al., 2000).

En el caso de la Prx de 2-Cys las plantas de Arabidopsis se sometieron tanto a
altas como a bajas intensidades de luz (a un exceso o una disminucion de 10 veces)
(Horling et al., 2003). Los niveles de mRNA de la Prx de 2-Cys A disminuyeron
ligeramente cuando se sometio a altas intensidades de luz mientras que los de la Prx
de 2-Cys B apenas se afectaron. Pero cuando se sometian a bajas intensidades de luz,
ambas disminuian considerablemente a nivel transcripcional, siendo practicamente
imperceptibles entre las 4 y 8 horas de tratamiento. Sin embargo a nivel proteico, tanto

a altas como a bajas intensidades de luz, la Prx de 2-Cys incrementaba.

De este estudio se puede concluir que la Prx de 2-Cys se expresa casi al
maximo nivel bajo condiciones normales de fotosintesis, asi que solo es posible una
baja regulacion positiva por exceso de luz. Por el contrario, puede presentar una
regulacion negativa cuando la presion de la excitacion disminuye sustancialmente, por
ejemplo cuando la actividad del metabolismo oxidativo es bajo. El hecho de que a

nivel proteico, tanto a alta como a baja intensidad de luz, la expresion aumente resulta
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contradictorio, pero los procesos que inducen la regulacion de la expresion a bajas

intensidades de luz atn se desconocen.

Regulacion de la expresion de las Prx de 2-Cys por estrés salino.

Se sabe que la salinidad causa estrés oxidativo, y la tolerancia a sal esta
relacionada con la induccion de defensas antioxidantes (Hernandez et al., 2000;
Shalata et al., 2001). Horling et al. (2002) estudiaron la regulacion de la expresion de
la Prx de 2-Cys por estrés salino a corto plazo sobre plantas de Arabidopsis. Esta es
una planta mesofita sensible a sal que tolera exposiciones hasta de 50 mM de NaCl,
pero desarrolla sintomas de toxicidad a concentraciones superiores. Cuando las plantas
de Arabidopsis se sometieron a estrés salino se observd que se producia una gran
disminucion del mRNA tanto de la Prx de 2-Cys A como de la B, lo que puede
observarse ya a las dos horas tras el tratamiento y de una forma dependiente del

tiempo.

Regulacién de la expresion de las Prx _con la edad.

Determinaciones del nivel de transcrito de las Prx de 2-Cys en funcién del
tiempo mediante arrays han evidenciado como la Prx de 2-Cys A presentaba una
mayor intensidad que otras Prx (2-Cys B, Prx Q, Prx E o PrxII F). Sin embargo, los
niveles del transcrito decayeron a partir de los 29 dias de edad, hecho que se
correlaciona con la pérdida de clorofila. Curiosamente el analisis por microarray con

el “Genevestigator” (Zimmerman et al., 2004, http://www.genevestigator.cthz.ch)

mostré como los niveles de la Prx de 2-Cys A y B descendieron notablemente tras la

infeccion de plantas de Arabidopsis thaliana con P. infestans (Dietz et al., 2006).
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35. INACTIVACION DE LAS PRX DE 2-CYS IN VIVO BAJO
TRATAMIENTOS DE ESTRES

Bajo condiciones no reductoras, la Prx de 2-Cys reducida inicialmente se
oxida a la forma disulfuro en la presencia de O, atmosférico (Konig et al., 2002). En
experimentos in Vitro se ha visto que los derivados de acido sulfinico de la Prx sélo se
forman cuando la Prx es reducida por reductores como la Trx, pero simultaineamente
tiene que haber presentes concentraciones altas de peroxidos, por ejemplo en una
situacion redox en las que hay actividades reductoras y oxidantes (Yang et al., 2002).
Tales condiciones redox aparentemente contradictorias se encuentran frecuentemente
in vivo bajo condiciones de estrés. Konig et al. (2003) han estudiado el efecto que
tales situaciones podian tener en la inactivacion de la enzima de cebada. Para ello
sometieron a plantas de cebada a tratamientos por estrés salino, tratamientos con frio
(4°C) y luz continua o por sequia y alta luz, asimismo también se recogieron hojas
senescentes. Posteriormente por SDS-PAGE en condiciones no reductoras y Western-
blot se analizd la aparicion de formas monoméricas correspondientes a las formas
sobreoxidadas y se vio que en el caso de las muestras sometidas a estrés salino se
detectaba muy poca cantidad de monomeros, pero en las estresadas con frio y por
sequia asi como en las hojas senescentes la forma monomérica de la Prx se detectaba

en cantidades significativas.

Por otra parte, cuando se sometian lineas transgénicas de patata, que no
contienen una Trx cloroplastidica, a tratamientos de estrés fotooxidativo producido
por metilvioldogeno, se observaba un aumento de la forma sobreoxidada inactiva de la

Prx de 2-Cys (Broin et al., 2003).

Konig et al. (2002) postularon que la acumulacion de oligdmeros inactivos de
la Prx de 2-Cys asociados a membrana es redox dependiente y que la enzima actia
como un sensor estructural redox en la membrana tilacoidal. Sugieren que la forma

reducida de la Prx de 2-Cys sélo se puede acumular si el potencial redox cae por
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debajo de -315 mV y que la union de la forma reducida a la membrana tilacoidal
indica una alta presion electronica en la cadena de transporte electronico. Si la
percepcion de la energia luminosa excede la capacidad de utilizacion de la misma, la
energia de excitacion y los equivalentes de reduccion generados hacen que la cantidad
de especies de oxigeno reactivo aumenten, por ejemplo via reaccion de Mehler
(Mehler., 1951) y los perdxidos formados son destoxificados por la Prx de 2-Cys,
unida a la membrana tilacoidal, en el sitio de su produccion. La enzima oxidada se
oligomeriza y permanece unida, como la forma reducida, a las membranas tilacoidales
(figura 6). La uniéon aumenta con la presion electronica en la cadena de transporte
electronico fotoquimico. Un incremento en el potencial redox disocia los complejos
oxidados de la Prx de 2-Cys, quedando la forma oxidada de la enzima como dimeros

solubles en el estroma.

() Dimero
Qo
Cys,-S-S-Cys,

@Ciclo de reaccion

Cambio conformacional del

Trx, DTT COOH terminal (Cysg)

DTT

DTT

Cambio
conformacional

Cys,-S— Cys,-SOH ——

1) @)

Cys,-SOH — Cys,-SO,H
3) 4)

Formas

agregadas

Membrana tilacoidal

Figura 6. Modelo postulado por Koning et al. del mecanismo de reaccion de las Prx
de 2-Cys. La Prx de 2-Cys existe como un decamero reducido (1) y se oxida en dos
pasos a la forma de acido sulfénico (2 y 3). El decamero queda asociado a la
membrana tilacoidal cuando tiene lugar la sobreoxidacion (4). El ciclo normal
catalitico comprende la formacién del puente disulfuro con una cambio

conformacional (5). La Trx o el DTT regeneran la forma activa (1). (Cysp): cisteina

peroxidatica. (Cysg): cisteina resolutora.
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4. PEROXIRREDOXINAS DE TIPO II

4.1. GENERALIDADES

Las Prx de tipo II se descubrieron mediante un chequeo de proteinas que se
unian a una Trx h modificada, primero en levadura (YLR109), y posteriormente por
homologia de secuencias en vegetales, en Arabidopsis thaliana, y en animales

(Verdoucq et al., 1999; Choi et al., 1999).

Estas proteinas poseen dos cisteinas conservadas que se encuentran separadas
por menos aminoacidos que en las Prx de 2-Cys (s6lo 24 aminoacidos las separan en
Arabidopsis thaliana). La secuencia conservada alrededor de la primera cisteina suele
ser VPGAFTPTCS como se puede observar en la figura 7, donde se muestra el
alineamiento entre 5 Prx de tipo II de Arabidopsis thaliana. Las Prx tipo II son
proteinas monoméricas y suelen tener unos 160 aa, si no se consideran los posibles
péptidos de transito (Declerq et al., 2001). Sus puntos isoeléctricos varian de unas a
otras al igual que su localizacion (Choi et al., 1999; Rouhier et al., 2001; Horling et
al., 2002).

A este grupo pertenecen, en plantas superiores, diversas proteinas que difieren
en su masa molecular, punto isoeléctrico y localizacion subcelular; asi en Arabidopsis
thaliana se han encontrado seis genes que codifican Prx de tipo II, de los cuales uno se
cree que es un pseudogen (Prx A) y los otros cinco codifican las Prx B, C, D, E y F.
Las Prx B, C y D se localizan en el citosol, la Prx E es cloroplastidicay a la Prx F se
le dio una localizacion mitocondrial (Kruft et al., 2001; Horling et al., 2002;
Bréhélein et al., 2003; Finkemeier et al., 2005, Dietz et al., 2006).
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AtPrxI11C ---MAPITVGDVVP----DGT ISFFDEND-QLQTVSVHSIAAGKKV I LEGVPGAFTPTCS 52
AtPrx11D ---MAPITVGDVVP----DGT ISFFDEND-QLQTVSVHS IAAGKKV ILFGVPGAFTPTCS 52
AtPrx11B ---MAP1AVGDVVP----DGT I SFFDEND-QLQTASVHSLAAGKKV ILFGVPGAFTPTCS 52
AtPrxI11E ——--—AS1SVGDKLP----DSTLSYLDPSTGDVKTVTVSSLTAGKKT ILFAVPGAFTPTCS 52
AtPrxI11F SKLAEGTDITSAAPGVSLQKARSWDEGVSSKFSTTPLSD I FKGKKVV IFGLPGAYTGVCS 60
AtPrxI11C MSHVPGF I GKAEELKSKG IDE 1 1 CFSVNDPFVMKAWGKTYPENKHVKFVADGSGEYTHLL 112
AtPrxI11D MSHVPGF I GKAEELKSKG IDE 1 1 CFSVNDPFVMKAWGKTYQENKHVKFVADGSGEYTHLL 112
AtPrxI11B MKHVPGF I EKAEELKSKGVDE 1 1 CFSVNDPFVMKAWGKTYPENKHVKFVADGSGEYTHLL 112
AtPrxI1E QKHVPGFVSKAGELRSKG 1DV IAC I SVNDAFVMEAWRKDLG INDEVMLLSDGNGEFTGKL 112
AtPrxI1F QQHVPSYKSH I DKFKAKG I1DSV I CVSVNDPFA INGWAEKLGAKDA I EFYGDFDGKFHKSL 120
AtPrxI11C GLELDLKDK--GLGIRSRRFALLLDNLKVTVANVESG-GEFTVSSAEDILKAL 162
AtPrxI11D GLELDLKDK--GLGIRSRRFALLLDNLKVTVANVENG-GEFTVSSAEDILKAL 162
AtPrxI11B GLELDLKDK--GLGVRSRRFALLLDDLKVTVANVESG-GEFTVSSADDILKAL 162
AtPrxI1E GVELDLRDKPVGLGVRSRRYAILADDGVVKVLNLEEG-GAFTNSSAEDMLKAL 164
AtPrxI1F GLDKDLSAA--LLGPRSERWSAYVEDGKVKAVNVEEAPSDEKVTGAEVILGQI 171

Figura 7. Alineamiento de 5 Prx de tipo II de Arabidopsis thaliana; AtPrxII C
(At1g65970), AtPrxIID (Atlg60740), AtPrxIIB (At1g65980), AtPrxIIE (At3g52960)
y PrxIIF (Atg3go06050). Con letra roja y subrayado amarillo se encuentran las cisteinas
caracteristicas de las Prx de tipo II. El subrayado en gris representa otros restos

aminoacidicos conservados.

La Prx IT A de Arabidopsis es la mas atipica de todas las Prx vegetales de tipo
II pues presenta una secuencia proteinica predicha consistente en dos partes y a la que
se ha estimado un peso de 63 KDa. El dominio N-terminal contiene una secuencia
altamente conservada de las Prx tipo II, que es seguida por una region homoéloga a una
proteina F-Box y el extremo carboxilo-terminal se caracteriza por un alto contenido
en cisteinas. Se conocen proteinas hibridas de Prx en procariotas, como Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenza, Nostoc Spec o Chromatium gracile que
contienen un dominio Prx y otro glutarredoxina (Rouhier and Jacquot, 2003). Sin
embargo, hasta ahora no se ha encontrado ninguna proteina homologa a la PrxIl A en
las bases de datos. Se han realizado numerosos ensayos a fin de encontrar la PrxIl A
pero ninguno ha dado fruto hasta la fecha. El grupo del Profesor Dietz en la
universidad de Bielefeld probdé numerosas combinaciones de cebadores que
amplificaran esta proteina mediante RT-PCR con ¢cDNA de hojas o raices, hasta la
fecha, sin resultado. Esto podria indicar que la PrxII A es efectivamente un pseudogen.

Igualmente se pensaba de la PrxII D. Tras una correccion en la anotacion de la
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secuencia gendmica fue posible detectar los transcritos de la PrxII D en hojas y raices
de Arabidopsis. Una anotacion incorrecta en la prediccion intronica-exonica podria
estar ocurriendo también en el caso del gen de la PrxII A por lo que no se descarta su
existencia como proteina. En definitiva, para dilucidar si existe la denominada PrxII A

se vislumbran numerosos intentos con técnicas de protedmica y biologia molecular.

Las secuencias proteinicas de las PrxII B, C y D de Arabidopsis contienen 162
aa y tienen una masa molecular de 17.4 KDa. Con una identidad de entre el 93.2-

98.8% en sus residuos aminoacidicos puede hablarse de una alta similitud entre ellas.

La Prx IT E de Arabidopsis consta de 234 aa, con una masa molecular de 24.68
KDa y un péptido sefial cloroplastidico de 70 aa situado en la regiéon amino-terminal.
Su secuencia aminoacidica sin el péptido sefial presenta una similitud del 84.5% con

respecto a la PrxII C.

La PrxII F de Arabidopsis consta de 199 aa, con una masa molecular de 21.2
KDa y un péptido sefial predeterminado de 28 aa. Esta enzima se encuentra mas
distanciada filogenéticamente de otras Prx tipo Il aunque la proteina madura presenta

un 76% de similitud con la PrxII C.

4.2. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS PRX VEGETALES DE TIPO
1

Analizando las secuencias proteinicas con los programas de prediccion Target
P o Psort, no se encuentran péptidos sefales para las Prx tipo II B,C y D de
Arabidopsis. En base a ello, se predice que su localizacion es citosélica. Sin embargo,
estudios inmunocitoquimicos con anticuerpos especificos muestran cémo la PrxII C y
PrxIT E de Arabidopsis aparecen en el citosol y cloroplasto respectivamente. La PrxII

B se ha encontrado en todos los tejidos en que se ha experimentado, tanto en A.
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thaliana o alamo mientras que la PrxIl C y D se encuentran casi exclusivamente en

polen (Rouhier et al., 2005).

Una de las Prx tipo II mas estudiadas es la PrxIl F de Arabidopsis thaliana.
Primeramente, Kruft et al., (2001) detectaron la PrxII F madura en un experimento de
proteémica. La localizacion mitocondrial de la PrxIl F de Arabidopsis thaliana fue
probada por deteccion inmunoquimica con anticuerpos especificos frente a la misma y
por deteccion en fraccionados mitocondriales de hojas de arabidopsis en analisis por
Western blot. Mediante comparacion de los niveles de enzima en matriz y membrana
mitocondrial se vio que la PrxII F se encontraba fundamentalmente en la matriz
(Finkemeier et al., 2005). Dietz et al. (2006) sugieren que las organelas que contienen
su propio DNA (como es el caso de la mitocondria) dependen de la presencia de Prx
de codificacion nuclear y por tanto la fotosintesis tendria una gran relevancia en la

presencia de tres tipos diferentes de Prx en el cloroplasto.

La PrxII E fue detectada en cloroplastos y en fraccion de tilacoides de
Arabidopsis thaliana en dos estudios protedmicos (Peltier et al., 2002; Peltier et al.,
2004). La localizacion plastidica fue demostrada posteriormente mediante Western
blot de diferentes fraccionados celulares, con experimentos de importe con proteina
PrxIl E radiomarcada (Bréhélin et al., 2003) y mediante inmunolocalizacion. A
diferencia de otras Prx de 2-Cys o de la Prx Q, la PrxIl E no se ha encontrado unida
fuertemente a las membranas de tilacoides sino que predominaba en la fraccion
soluble del estroma (Dietz et al., 2004). La Prx II E se expresa mayoritariamente en
los tejidos reproductivos. Al igual que ocurria con la Prx de 2-Cys, la PrxIl E se
encuentra fundamentalmente en cloroplastos de mes6filo (Majeran et al., 2005).
Curiosamente, la PrxIl C de alamo fue detectada mediante inmunolocalizacion en
estructuras tipo plastidico del floema (Rouhier et al., 2001). Esta localizacion podria

explicar el reconocimiento de esta proteina frente a los anticuerpos de la PrxII E.
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4.3. MECANISMO CATALITICO Y CARACTERISTICAS CINETICAS DE
LAS PRX DE TIPO Il

El primer paso en la catalisis es comun para todas las Prx produciéndose un
ataque nucleofilico del grupo tiol de la cisteina peroxidatica al sustrato permitiendo asi
la formacion del intermediario sulfénico (SOH). En un principio, se creyd que esta
especie parcialmente oxidada reaccionaba entonces con la segunda cisteina formando
un puente disulfuro intramolecular (figura 8.A). Sin embargo estudios de mutagénesis
dirigida con una Prx de tipo II de alamo, donde la cisteina peroxidante se cambid
hasta serina, mostr6 que solo la primera de las dos cisteinas es esencial para la
actividad catalitica (Rouhier et al., 2002). Por tanto, el intermediario de acido
sulfénico formado en el sitio activo por la reduccion del perdxido, seria reducido
directamente por el grupo sulthidrilo de un reductor como el DTT (figura 8.B). Se ha
visto, que en el caso de las Prx de tipo I, en vegetales, este reductor puede ser la Trx,

la glutarredoxina o el glutation (Rouhier et al., 2005; Finkemeier et al., 2005).

A. H B. H
ROOH S ROOH S ROOH
S S
H H
H H
0 0
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ROH —— U | ROH XH,
S H 0 S S
H e H

Figura 8. Posibles mecanismos de accion de las Prx tipo II. A. Mecanismo de accion
supuesto para las Prx de tipo II. B. Mecanismo de accion de las Prx de tipo II

propuesto por Rouhier et al. (2001).
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La formacion de un puente disulfuro intramolecular se ha constatado tanto en
la Prx II F como en las Prx II B y E de Arabidopsis thaliana (Bréhélin et al.,2003;
Finkemeier et al., 2005). Las formas oxidadas resueltas de las Prx en geles SDS-

PAGE se presentan a una altura diferente de la observada para sus formas reducidas.

El grupo del Dr. Dietz tomo6 todas las Prx de tipo II recombinantes descritas
para Arabidopsis thaliana que fueron sobreexpresadas con colas de histidina y
purificadas en columnas de niquel a fin de realizar todos los ensayos enzimaticos y
cataliticos. En test in vitro con DTT o tiorredoxina como regenerador reductivo de la
peroxirredoxina oxidada, todas las Prx mostraron actividad reductora del peréxido de
hidrogeno pero con fuertes diferencias cuantitativas y diferente especificidad para el
DTT o tiorredoxina como donadores electronicos en la reaccion de regeneracion. La
mayor actividad peroxidasa de todas, con 156 moles de peroxido de hidrégeno por
mol de Prx y minuto fue medida para la Prx II C en el test con DTT (Horling et al.,
2003). Actividades con menor rango se describieron para las Prx II B, E, F y Prx Q
con unas cifras de 150, 57 y 70 moles de peréxido de hidrégeno por mol de Prx y
minuto. Curiosamente la Prx Q se mostrd incapaz de tomar poder reductor del DTT.
La actividad peroxidasa de las Prx tipo Il usando el sistema Trx mostraron unos

valores muy bajos.

Cuando se compararon cinéticamente la Prx de 2-Cys B y la Prx de tipo II C
de Arabidopsis thaliana (Horling et al., 2003), usando como donador electronico el
DTT, se observo que la Prx de tipo II era 12 veces mas activa descomponiendo el
H,0O, que la Prx de 2-Cys, pero en ensayos basados en la reduccion por Trx, la Prx de
2-Cys era mas activa que la Prx de tipo II. Se cree que esta diferencia se debe a que la
estructura disulfuro de la Prx de 2-Cys oxidada es una diana mejor para la transicion

bitiol/disulfuro de la Trx que la reaccién de monoreduccion de la Prx de tipo II.
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En 2005 Finkemeier et al. demostraron como la PrxII F mitocondrial de
Arabidopsis thaliana podia ser reducida por DTT, glutarredoxina, ciclo NADPH-

NTR-Trx y por glutatién en menor grado.

Una de las Prx mas estudiadas en vegetales, la PrxII citosolica de alamo
presenta una mayor preferencia hacia la glutarredoxina como donador de electrones si
bien es capaz de tomar poder reductor de las Trx. (Rouhier et al., 2001). Tests de
actividad con la proteina PrxC76A obtenida por mutagénesis dirigida sobre la cisteina
peroxidatica PrxIl de alamo mostré una reduccion del 75% de la actividad
peroxidasica en presencia de tioredoxina y un 60% con glutarredoxina como donador
electronico. La introduccion de un tercer residuo de cisteina en la posicion 152 de la
secuencia aminoacidico de la PrxIl de dlamo, similar a la Prx V de mamiferos resultd
en una reduccion ligera de la actividad con tioirredoxina pero no con glutarredoxina.
Posteriores ensayos de actividad con la PrxIl de 4lamo mostraron que era capaz de
reducir al peroxido de hidrégeno, t-butilhidroperéxido, fosfatidilcolin hidrooperoxido
y cumén hidroperoxido practicamente con la misma eficacia (Rouhier et al., 2004a).
En este mismo trabajo se elaboraron dos mutantes T48V y R129Q donde se alteraban
la treonina 48 y la arginina 129 respectivamente formadoras de la triada catalitica de
las Prx y se estudi6 de forma comparativa la capacidad reductora frente a diversos
sustratos. Ninguna de las proteinas mutantes era capaz de reducir el peréxido de
hidrogeno o el terbutil hidroperoxido. En cambio los mutantes eran capaces de
catalizar la degradacion del cumen hidroperdxido aunque con menor eficiencia que la
PrxIl no mutada. Los autores sugerian que el proceso de regeneracion tiol dependiente
de la cisteina catalitica no era afectado por las mutaciones y que todos los sustratos no

eran igualmente identificados en el sitio activo.

Para testar estos resultados, Finkemeier et al. (2005) midieron la preferencia
de sustratos de la PrxIl F. Asi ensayaron el terbutilhidroperdxido, hidroperoxido,
cumen hidroperoxido del acido linoléico y el hidroperdéxido de dilinoleoil

fosfatidilcolina con unos indices de reduccion relativa de aproximadamente 50, 40 y
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2-14% respectivamente, mostrando una alta preferencia de la enzima por el peroxido

de hidrogeno (con un valor relativo de 100%).

La Prx V de mamiferos es la enzima mas semejante a las Prx tipo II de
vegetales (con una similitud del 40%) pero la primera, aunque es capaz de reducirse
por Trx, no acepta electrones ni del glutation ni de la glutarredoxina (Seo et al., 2000;

Rhee et al., 2001).

El genoma de Arabidopsis codifica mas de 40 proteinas tipo Trx, unas 25
proteinas tipo glutarredoxinas y 24 ciclofilinas. Por tanto, se puede pensar que cada
Prx tenga un patron especifico de reduccion. Los donadores electronicos optimos atn

necesitan ser identificados.

4.4, ESTRUCTURA DE LAS PRX DE TIPO Il

Hasta la fecha se han podido resolver pocas estructuras de Prx tipo II; entre las
conocidas se encuentran la PrxV humana, el dominio Prx de la PrxV hibrida de
Haemophbhilus influenzae y 1a Prx D de alamo (Kim et al., 2003; Declercq et al., 2004;
Evrard et al., 2004; Echalier et al., 2005).

La Estructura cristalografica de la Prx V humana en su estado reducido revela
una distancia mayor de 13 A entre las cisteinas peroxidatica y resolutora por lo que se
hipotetiza un reacomodamiento estructural de la enzima para poder dar lugar a la
formacion de puentes disulfuro intramoleculares propios de este grupo de Prx
(Declercq et al., 2001; Echalier et al., 2005). Sin embargo, la cristalizacion de la forma
oxidada de esta misma proteina pone de manifiesto la formacion de puentes disulfuro
intermoleculartes que podrian evolucionar hasta puentes disulfuro intramoleculares
(Evrard et al., 2004; Rhee et al., 2005). Esto seria posible debido a que los dos puentes

disulfuro del dimero oxidado estdn muy proéximos entre si.
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En 2005, Echalier et al. publican la cristalizacion de la Prx II citosdlica (Prx
D) de alamo en su estado reducido resolviendo la estructura a 1.6 A. El cristal
contiene cuatro moléculas. Tres de ellas (llamadas A, B y C) interaccionan entre si
mientras que la cuarta molécula se encuentra separada por un canal solvente. Los
contactos mas fuertes se dan entre las moléculas A y B e implican dos puentes salinos
(K54-E61 y K62-E156) y numerosos puentes de hidrogeno en las posiciones 65-68 de
la hélice alfa a3 en la molécula A y los residuos 156-160 de la hélice a5 de la
molécula B. Otro puente salino une las moléculas B y C mientras que la interfase AC
implica tan solo un puente de hidrégeno. La superposicion de la estructura de la Prx de
alamo con otras estructuras de diferentes subfamilias (Prx A, B y E que se
corresponden con la Prx de 2-Cys, 1-Cys y Tpx bacteriana respectivamente) muestra
un dominio conservado del ntcleo proteico y mas precisamente en el dominio Trx.
Este domino estd completado por una a hélice y tres cadenas  en la Prx de alamo
formando una hoja B plegada central de siete hebras rodeada de cinco o hélices
(Figura 9). Dos hojas independientes P plegadas (36 y B7) se encuentran en el loop
conectando la hélice a4 y la lamina plegada 8. Este loop es una de las diferencias
de las Prx de populus con otras Prx cuya estructura se encuentra publicada. Asi por
ejemplo difiere en la o hélice encontrada para la PrxV humana, la horquilla B en la
Prx V hibrida o en la Prx A. Ademas de las conformaciones diferentes del loop, las
diferencias topologicas residen principalmente en la extension C-terminal y en la
presencia de una o hélice adicional (residuos 93-97 usando la numerologia de la Prx

de dlamo) para las Prx A y B y en la region N-terminal para las Prx E.
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Figura 9. Estructura
monomeérica de la molécula A
de la PrxII de alamo (Echalier
et al., 2005).

Sitio
activo Cys

El sitio activo se divide aproximadamente en dos partes (Figura 10). La
primera de ellas, expuesta al solvente, es polar y positivamente cargada mientras que
la segunda es mas hidrofobica (residuos 41-47, 56-60 y 88 respectivamente). La
posicion de la cisteina catalitica C51 permite interacciones de la cadena con R129, un
residuo muy conservado en las Prx (a una distancia de 3.3 A) y con T48 (a 3.2 A).
Una molécula de agua (Wat282) podria incluso interactuar con C51 a una distancia de
3.4 A. Una molécula de sulfato est presente en el sitio activo de las moléculas A y B
de la Prx de alamo. Esta anion sulfato esta estabilizada por interacciones con T50 y
K121 y con una molécula de agua. Los mutantes T48V y R129Q de la Prx de alamo
han mostrado que ambos residuos son necesarios para la reduccion de sustratos tales
como el peroxido de hidrogeno y el terbutilhidrooperdéxido pero no para la

degradacion del cummilhidroperoxido (Rouhier et al., 2004a, Echalier et al., 2005).
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Figura 10. Disposicion del
centro activo de la Prx II de

alamo (Echalier et al., 2005).

La cisteina catalitica se encontraba reducida en el cristal pese a no utilizar
agentes reductores para su formacion lo que indica una baja sensibilidad de la enzima
a la autooxidacion. En la estructura de la PrxVI humana (B Prx), la cisteina catalitica
estaba oxidada como acido sulfénico. Un residuo de histidina (H39), junto con la
posible presencia del ién Mg*" era propuesta para estabilizar el acido sulfénico y
prevenir la sobreoxidacion (Choi et al., 1998). El sitio activo de la Prx de alamo
también contiene una un residuo de histidina (H55) pero en este caso, no tan préximo
a la cisteina como en la Prx B. La H55 esta implicada en la formacion de puentes de
hidrogeno entre R129 y S153 tal y como ocurre en las estructuras de la PrxV humana

y PrxV hibrida de H. influenzae (Kim et al., 2003, Echalier et al., 2005).

Los datos que se obtienen mediante NMR son sensitivos para la reorientacion
total de las proteinas en solucion y a las dindmicas locales de la proteina y puede por
tanto aportar valiosa informacion sobre los estados de oligomerizacion de las

proteinas. Mediante RMN Echalier et al.observaron que la PrxII de alamo estaba en
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general bien estructurada desde la zona amino terminal a la carboxilo terminal y no
presenta regiones altamente desordenadas en funcion a la difraccion de rayos X. Los
datos aportados por la RMN concluyeron en que la PrxIl de alamo se encontraba en

solucién en su forma homodimérica.

La interfase del dimero Prx-Prx en la Prx D de alamo comprende un total de
nueve residuos localizados en el loop B3-a.2, vuelta B4-a.3, hélice a3 y loop a4-B8.
(Figura 11) La superficie ocupa unos 742 A® por mondmero y estad estabilizada
fundamentalmente por interacciones hidrofobicas ademas de interacciones idnicas a
través de puentes salinos. Los residuos T48 , P49 y L 123 de un monomero interactiian
con el residuo F83 del otro mondémero, y F47 contacta mediante uniones de van der
Waals con los residuos A87 y V84. Las interacciones electrostaticas implican el
residuo D81 de un mondémero y el R126 del otro mondémero. Los residuos F47, T48 y
P49 pertenecen al loop B3-02; D81 es parte de la vuelta f4-a3; F83, V84 y A87 son
residuos de hélice a3. Seis puentes de hidrogeno intermoleculares se observan entre
S105y Q119, G124y S105,y R126 y D81. El dimero es muy diferente de los dimeros
de las Prx de 2-Cys tipicas o de las de 1-Cys. Sin embargo, un dimero homoélogo ha
sido descrito en la PrxV hibrida de H. influenzae (Prx D), que contiene un dominio
Grx unido (Kim et al., 2003). Esto sugiere que la forma dimérica esta conservada para
la interaccion de la Prx de alamo con la Grx. Pese a que la Prx V humana fue
documentada como monomero en la estructura cristalina (Declercq et al., 2001), las
interacciones Prx-Prx son practicamente las mismas. Los residuos implicados en la
interfase son conservados en las Prx de humanos, H. influenzae y alamo, excepto en el
residuo L123, que es sustituido por residuos hidrofébicos en la PrxV hibrida y en la
PrxV humana. La interfase Prx-Prx en las tres Prx es aproximadamente perpendicular
al plano de la hoja B central (Figura 11) y son completamente diferentes de la
infernase dimérica de las Prx A y B donde las proteinas se asocian en el plano paralelo
a la hoja B. En cambio es similar a la interfase entre dimeros de las Prx de 2-Cys en

los estados de oligomerizacion (Echalier et al., 2005, Dietz et al., 2006).
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Figura  11. Posicionamiento del
homodimero de la Prx de alamo mostrando
la interfase Prx-Prx perpendicular a la

lamina [ central (Echalier et al., 2005).

El analisis previo de 60 secuencias peptidicas de Prx de la subfamilia D llego
a obtener varias conclusiones. Los residuos F47, T48 y P49 implicados en la interfase
estan altamente conservados en todas las secuencias excepto para dos Prx
mitocondriales (YTG) y Ahpl de levadura (FSP). En general, D81 estd muy
conservado pero es reemplazado en Ahp2 por Asn. El residuo hidrofébico F83 esta
altamente conservado o sustituido por Tyr o His. El residuo V84 estd conservado
excepto en dos Prx mitocondriales y Ahpl, donde es sustituido por Ala. A87 esta
menos conservada pero es generalmente Ala, Gly o Glut. L123 esta conservado en un
38% de las Prx D o sustituida por Phe en un 40% de las secuencias. Finalmente, R126
estd muy conservado pero en Ahpl se encuentra W. Por tanto, debido a que los
residuos de la interfase estan altamente conservados en las Prx D (tipo II), es probable
que todas estas proteinas presenten la asociacion Prx-Prx perpendicular a la lamina 3

central.
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Recientemente la estructura de una TPx de E.coli ha sido publicada en el
estado oxidado, con un puente disulfuro intramolecular (Choi et al., 2003)). La Prx E
es un dimero no covalente estabilizado por interacciones hidrofobicas y puentes de
hidrégeno, con contactos Prx-Prx perpendiculares a la 1amina . Otras dos estructuras
diméricas de Prx E se encuentran también publicadas en el PDB bajo los ntimeros de
acceso 1Q98 (Tpx deH. influenzae en su forma oxidada) y 1PSQ (Tpx de
Streptococcus pneumoniae en su forma reducida). Los residuos implicados en la
interaccion superficial estdn localizados en regiones similares a las Prx D. Sin
embargo, los residuos estan mas o menos conservados en toda las Tpxs conocidas de
bacteria (Choi et al., 2003) sugiriendo que la mayoria de las Prx E son dimeros con

una interfase Prx-Prx similar a las Prx D (Echalier et al., 2005).

Las interfases Prx-Prx para las Prx A y B presentan una disposicion paralela a
la hoja B-plegada (Choi et al., 1998; Alphey et al., 1999; Wood et al., 2002, Echalier
et al., 2005). Existe ademas otra interfase Prx-Prx encontrada en el toroide de la Prx
A decamérica. Esta interfase se encuentra entre dos dimeros y esta estabilizada por
contactos hidrofobicos que estan conservados en las Prx A. La interaccion superficial

es similar a la interfase de los dimeros de las Prx D y E.

En resumen tenemos dos interfases Prx-Prx: la de los dimeros de las Prx Ay
B con una interfase paralela a la lamina B central y la interfase Prx-Prx de los dimeros
de Prx D y E que usan una superficie perpendicular a la hoja B plegada. Este segundo
tipo de interfase es también empleado para la oligomerizacion de los dimeros de Prx a
en la estructura decamérica de toroide. Esta superficie de interaccion no es accesible
para las Prx B porque este es el sitio de interaccion del domino C-terminal con la
estructura central. Los residuos que estabilizan la interfase en los dimeros de Prx A 'y
B estan localizados en la hebra 9 y la hélice C-terminal (Prx A) o en el domino C-
terminal (Prx B). Estas tergiones C-terminales estdn ausentes en las Prx D y E. Tal
diferencia en la secuencia proteica podria explicar por qué este tipo de interfase

paralela a la lamina 3 central no se observa en las Prx D y E.
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Asi pues, las Prx B, D y E forman dimeros mientras que las Prx A presentan el
juego dimero-decamero. Recientemente, el cambio de peso molecular de las especies a
complejos de mayor peso molecular en las Prx A ha sido relacionado con una funcién

peroxidasa-chaperona (Jang et al., 2004)

4.5. ESTRUCTURAS GENICAS Y REGULACION DE LA EXPRESION DE
LAS PRX DE TIPO II

Los genes de las PrxIl A, B, C y D se encuentran localizados en el cromosoma
1 y poseen dos intrones en sus secuencias génicas. Las secuencias intronicas de las
PrxII A,C y D tienen la misma longitud, mientras que la PrxII B es ligeramente mas
larga. Los genes de la PrxIl E y F se encuentran en el cromosoma 3. La secuencia
gendmica de la PrxIl E carece de intrones mientras que el ORF de la PrxIl F esta
interrumpido por cuatro intrones, el tercero de ellos con aproximadamente 600 pb

(Finkemeier et al., 2005).

A pesar de la gran similitud entre las proteinas existen patrones
organo-estrés especificos de acumulacion de los transcritos para cada isoforma. El
analisis de la expresion de los niveles de Prx usando el conocido “Affymetrix chip
array data sets” con la base de datos “Genevestigador and toolbox” (Zimmermann et

al., 2004; http://www.genevestigator.ethz.ch) permitié sacar algunas conclusiones de

los patrones de acumulacion de transcritos para las Prx de Arabidopsis. (Tesis Iris

Finkemeier, 2005).

En un estudio reciente de las Prx de tipo II de Arabidopsis thaliana se ha visto
el patréon de expresion de este grupo (Bréhélin et al., 2003). También se han realizado
estudios sobre la regulacion de la expresion de la Prx de tipo Il B, C, E y F a nivel de
tejidos foliares, que mostraron que las Prx de tipo I B y C, que se localizan
preferentemente en el citosol, junto con la F, cuya localizacion preferente es

mitocondrial, muestran una regulacion de su expresion en respuesta a cambios del
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estado redox y a condiciones de estrés distintas a la que presentan las Prx

cloroplastidicas (Prx de 2-Cys, Prx tipo II E y Prx Q) (Horling et al., 2002, 2003).
Para facilitar el entendimiento de la regulacion de las Prx de tipo Il se hara un
estudio separado de cada una de ellas atendiendo a las distintas condiciones

oxidativas.

En el caso de la Prx de tipo Il B, ésta se expresa en todos los tejidos de la

planta (Bréhélin et al., 2003). Los transcritos de la PrxII B presentan una elevada
expresion en todos los organos y tejidos de la planta. Mediante experimentos de RT-
PCR sus niveles transcripcionales fueron ligeramente afectados tras someter las
plantas a alta o baja intensidad luminica, aplicacion externa de ascorbato o tras la
infiltracion de hojas de Arabidopsis con el agente estresante perdxido de hidrogeno y
diamida que oxidan los grupos celulares tiiolicos. Unicamente cuatro horas tras la
infiltracién con butil hidroperoxido se observé un aumento de hasta tres veces del
transcrito de la PrxII B. La inducciéon més notable tras los tratamientos de estrés a
parir de los andlisis del “array” fue la correspondiente a los tratamientos por calor,
donde los transcritos aumentaban hasta el doble. Tanto en hojas jovenes como en
hojas viejas de plantas de Arabidopsis que fueron privadas nutricionalmente de
nitrégeno se manifestdé una disminucion de los niveles transcripcionales de la enzima
(Horling et al., 2003; Kandlbinder et al., 2004). En plantas K.O para la PrxII F se
determind mediante RT-PCR un aumento de 1.8 veces en los niveles de la PrxIl B

(Finkemeier et al., 2005).

Las Prx de tipo II C y D se expresan casi exclusivamente en polen (Bréhélin et
al., 2003). Este patron de expresion particular sugiere una funcion en el desarrollo
para estas dos proteinas y, ademas, puede implicarlas en la proteccion de los
componentes del polen, que estdn expuestos a un aumento en la produccion de
radicales libres durante la desecacion (Van Bilsen and Hoekstra., 1993). Las Prx

constituyen, por tanto, uno de los sistemas antioxidantes capaces de aliviar el estrés
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oxidativo en tejidos secos (Hoekstra., 2001). Para los transcritos de las PrxII C y D se
observd un interesante patrén de expresion en hojas de Arabidopsis, de mayor
magnitud para la PrxIl C. Mientras que ambos transcritos eran casi indetectables en
hojas de Arabidopsis bajo condiciones controles, manifestaron una fuerte induccion
tras varios tratamientos de estrés. Los niveles de transcrito de la PrxIl C aumentaron
muy notablemente tras la aplicacion de ascorbato, tratamientos con perdxido de
hidrogeno, terbutilhidroperoxido y diamida mientras que permanecieron inalterados en
los cambios de intensidad luminica. Tanto en hojas jovenes como en hojas viejas de
plantas de Arabidopsis que fueron privadas nutricionalmente de fosforo se manifestd
un aumento de hasta 15 veces en los niveles transcripcionales de la PrxIl C y de hasta
7.4 veces para la PrxII D (Horling et al., 2003; Kandlbinder et al., 2004). El analisis
mediante el microarray “genevestigador” anota que los transcritos de PrxII D son
ademas fuertemente inducidos por ozono, calor y tratamientos por estrés abidtico. Se
puede hipotetizar que el promotor de la PrxIl C y D esta controlado por el estado
redox y energético. Interesantemente, la PrxIl C y D tienen mayores niveles
transcripcionales en hojas y flores que se vieron Unica y levemente afectadas en raices

tratadas con Cadmio (Finkemeier et al., 2005).

La Prx de tipo II E se expresa constitutivamente en todos los tejidos, pero se

sobreexpresa en el tapetum de la antera y durante la formacion de la semilla (Bréhélin
et al., 2003), sugiriendo que la funcién de esta proteina no esta limitada al cloroplasto
sino que también es activa en otro tipo de plastidos. En particular, los oleoplastos son
plastidos presentes en el tapetum de la antera y contienen principalmente globulos de
ésteres neutrales (Wu et al., 1997; Ting et al., 1998; Hernandez-Pinzon et al., 1999).
Esta enzima puede estar envuelta en un mecanismo protector impidiendo un alto nivel
de peroxidacion lipidica en oleoplastos. La expresion de la PrxIl E es diferente de
otras Prx cloroplastidicas ya que tiene un nivel transcripcional mas homogéneo en
tejidos como en inflorescencia y ademas se expresa en raices. Por tanto, la PrxIl E
parece ser importante en el metabolismo antioxidante de varios tipos de plastidos no

directamente relacionados con la fotosintesis. Los estudios realizados en Arabidopsis
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thaliana (Horling et al., 2002, 2003) muestran cémo la enzima presenta una
regulacion similar a la de las Prx de 2-Cys en tejidos foliares. El nivel transcripcional
de la PrxIl E aumentd cuatro horas después de someter a Arabidopsis a una a alta
intensidad luminica y decrecio a baja acepcion de fotones. No hubo cambios en los
tratamientos directos con perdxidos pero su expresion decrecié fuertemente tras la

adicion externa de acido ascorbico (Horling et al., 2003).

La Prx de tipo Il F se expresa en todos los tejidos de la planta si bien el

contenido de esta proteina en raices de Arabidopsis parece ser mucho mayor que en
hojas (Kruft et al., 2001; Bréhélin et al., 2003, Finkemeier et al., 2005). Esta enzima
tiene un nivel transcripcional bajo pero constitutivo en todos los 6rganos de la planta.
A diferencia de lo que ocurre en otras Prx, la PrxIl F responde mas débilmente a
tratamientos por estrés. Cuando plantas de Arabidopsis se sometieron a tratamientos
por estrés luminico, salino u oxidativo, en general, los niveles de mRNA de la Prx de
tipo II F a nivel de tejidos foliares no se afectaron. Esto puede interpretarse como un
requerimiento constitutivo que indica la existencia de un nivel controlado del
transcrito de la Prx de tipo IT F (Horling et al., 2002, 2003).

En raices de Arabidopsis la PrxII F fue inducida por tratamientos con cadmio y
reprimida por SHAM, pese a que ambos tratamientos deberian inducir las condiciones
de oxidacion (Finkemeier et al., 2005). En el analisis obtenido a partir del microarray
“Genevestigator” se anotaba una induccion en respuesta al estrés bidtico y calor. En
analisis de Western blot se ha observado una fuerte regulacion de los niveles de
proteina de la PrxIl F. Esta enzima se acumul6 tras los tratamientos con cloruro de
cadmio en hojas de Arabidopsis si bien los niveles de proteina disminuyeron tras los
tratamientos con SHAM; ademas, el contenido total de PrxIl F es mayor en raices que

en hojas (Finkemeier et al., 2005).

Un estudio protedémico sobre cultivos celulares de Arabidopsis tratados con

altas concentraciones de peroxido de hidrogeno revelaron un incremento de hasta 3
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veces en los niveles de PrxIl F. Este hecho indica que la PrxIl F esta fuertemente

regulada por mecanismos posttranscripcionales que atn han de ser investigados.

Dos lineas de plantas de Arabidopsis KO para la PrxII F fueron analizadas al
detalle. Bajo condiciones normales de crecimiento no se apreciaron cambios
fenotipicos respecto a plantas controles. Desde el punto de vista bioquimico la pérdida
de PrxII F provocé un aumento de los niveles de actividad dependiente de ascorbato y
glutation acompaiiados de un incremento en los transcritos de la PrxIl B citosolica y
glutarredoxina. Fenotipicamente la pérdida de la enzima produjo una disminucion del
crecimiento de las raices de plantulas de Arabidopsis cuando éstas eran crecidas en

presencia de Cd,ClL.

Los tltimos avances publicados de regulacion trancripcional sobre esta
enzima muestra unos niveles de transcrito constitutivos en funciéon de la edad de la
planta por lo que se habla de una posible funcidon antioxidante a modo de
“HouseKeeping” a diferencia de lo que ocurre para las Prx de 2-Cys o la Prx Q cuyos
niveles transcripcionales son mucho mayores pero que muestran un acentuado
descenso en la fase de senescencia de las hojas, lo que probablemente esta relacionado

con la pérdida de clorofila (Dietz et al., 2006).

4.6. FUNCIONES IN VIVO DE LAS PRX TIPO 11

Los avances cientificos sobre las funciones bioldgicas del grupo de las Prx de
2-Cys superan a los obtenidos para las Prx de tipo II. Aunque las Prx tipo II parecen
tener diferentes funciones en animales que en plantas, las Prx de los primeros
proporcionan indicios y rasgos de importancia en el metabolismo celular. Los
genomas de mamiferos como los de humano o rata contienen seis genes de Prx que
codifican para proteinas que se subdividen en tres subgrupos y que tienen diferentes
localizaciones. De entre estas Prx de mamiferos, la Prxd5 es la tinica Prx tipo II

descrita hasta el momento. Curiosamente, la presencia de un i6n benzoato en
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interaccion con el residuo de cisteina peroxidatico fue encontrado en la estructura
cristalina y despertd la intriga ya que los iones benzoato son conocidos como
eliminadores de radicales hidroxilo (Declercq et al., 2001, Evrard. 2004). La Prxd5
desempefia funciones antioxidantes en diferentes tejidos como pulmon, cartilago y
cerebro (Kropotov et al., 2004, Wang et al., 2002) y puede inhibir la apoptosis
inducida por el p53 (Zhou et al., 2000). Ademas, las formas citosolica y mitocondrial
de la Prxd5 expresadas en levaduras protegen la célula del dafio oxidativo inducido
por paraquat (Nguyen-nhy and Knoops, 2003). Otros resultados muestran como la
produccion de ROS y RNS inducidas por alcohol se ve inhibida por la expresion de
PrxV en embriones de Xenopus laevis (Peng et al., 2004). Recientemente se ha puesto
de manifiesto que la Prxd5 interacciona con factores de regulacion y se piensa que esta
involucrada en la regulacion de la sintesis del RNA en los complejos de trascripcion
(Kropotov et al., 2004). Uno de los tltimos trabajos en relacion a esta enzima destaca
su funcién antioxidante protegiendo al DNA mitocondrial del dafio inducido por

peroxido de hidrogeno (Banmayer et al., 2005).

En plantas superiores como Arabidopsis, arroz y dlamo se sabe que contienen
al menos tres Prx tipo II localizadas en el citosol, mitocondria y cloroplasto. Los
trabajos realizados por Finkemeier et al. (2005), donde obtuvieron lineas KO para la
PrxIl F, revelaron por primera vez una funciéon in vivo de una Prx tipo II en la
mitocondria de Arabidopsis. Dichas plantas K.O no mostraron cambios fenotipicos ni
de crecimiento en comparacion con las plantas controles silvestres bajo condiciones
normales. Sin embargo, el crecimiento de las raices de las lineas Knockout crecidas en
placas estériles de agar complementadas con efectores de estrés oxidativo, como el
cadmio (7.5 uM) o SHAM (25uM), se vio fuertemente inhibido.  Analisis
microscopicos de las raices revelaron como las mitocondrias de las plantas controles
y de las plantas KO-PrxII F eran semejantes en forma y tamafio cuando no se hacia
ningun tratamiento oxidativo. Interesantemente, las membranas de las mitocondrias
correspondientes a los tratamientos hechos con cadmio eran mas difusas y menos

estructuradas en las lineas KO-PrxII F que en las plantas control no tratadas. Ademas,
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la forma de algunas de ellas se vio deformada en comparacion con las mitocondrias de
las plantas control indicando fuertes efectos del cadmio en la funcion mitocondrial.
Los autores de dicho trabajo concluian en que la pérdida de la PrxIl F parecia

deletérea para las raices de Arabidopsis bajo condiciones de estrés oxidativo.

Las funciones in vivo de las PrxII citosolicas B, C y D asi como la plastidica
PrxII E no han sido esclarecidas hasta la fecha. Los posibles donadores electronicos in

ViVO atin estan por confirmar.

5. PEROXIRREDOXINAS DE 1-CYS

5.1. GENERALIDADES

Los miembros de las Prx de 1-Cys se encuentran en una amplia
variedad de especies, incluyendo arqueas, levaduras, nematodos, vegetales y
mamiferos (Chae et al., 1994b; Kang et al., 1998). La primera Prx identificada en
plantas fue la Prx de 1-Cys de trigo (Aalen et al., 1994). Las Prx de 1-Cys son
monome¢éricas, pero pueden formar homodimeros a concentraciones proteicas >1
mg/ml (Choi et al., 1998). Este grupo se caracteriza por poseer una Unica cisteina
conservada, correspondiente a la Cys47 de la Tpx de levadura siendo la secuencia
aminoacidica conservada alrededor de esta cisteina PVCTTE. Algunas Prx de 1-Cys
poseen otra cisteina (Cys91 de la Prx-VI en humanos) pero ésta no parece estar
implicada en el mecanismo de accion de las mismas (Rhee et al., 2001). Las Prx de 1-
Cys de distintos origenes muestran mas de un 60% de similitud entre ellas.
Generalmente estas proteinas presentan entre 216 a 220 aminodcidos, una masa

molecular de unos 24 kDa y un punto isoleléctrico alrededor de 6.

El mecanismo de accidn es a través de la oxidacion de la cisteina del centro

activo, durante el ciclo catalitico, a acido sulfénico (Cys-SOH), pero la regeneracion
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de la proteina oxidada aun no esta clara, ya que en ciertos organismos ni la Trx ni el
glutation son capaces de reducir la Cys-SOH del intermediario oxidado de la proteina
(Kang et al., 1998), pero en Saccharomyces cerevisiae se ha visto que la Trx puede
cederle sus electrones (Pedrajas et al., 2000), por otra parte, in vitro, un reductor como
el DTT puede emplearse como donador de electrones no fisiologico, pero la

regeneracion in vivo de la Prx de 1-Cys aun es desconocida.

La Prx de 1-Cys en vegetales se identifico como una proteina relacionada con
la latencia, expresandose en la capa de la aleurona y embrion de la cariopsis en cebada
(Aalen et al., 1994). Por inmunocitoquimica se constato su localizacion nuclear y mas
concretamente en el nucledlo (Stacy et al., 1996, 1999). Otras Prx de 1-Cys de
Drosophila y levadura han sido localizadas en el citosol, niicleo y mitocondria (Rhee
et al., 2001). El gen de la Prx de 1-Cys se expresa solo en semilla y pertenece a una
familia monogénica (Stacy et al., 1996; Haslekas., 1998). Se ha visto que su expresion
esta regulada espacial y temporalmente. Los transcritos aumentan exclusivamente en
la capa de la aleurona y en los embriones embebidos de semillas latentes, lo cual
sugiere un papel para estas Prx en el control de la latencia, ya que se ha visto que el
H,0, es capaz de romper el fenomeno de latencia (Stacy et al., 1996). Ademas,
muchos pasos del proceso de germinacion, tales como la desecacion y el
embebimiento, son criticos debido a la formacién de especies de oxigeno reactivo.
Como la Prx de 1-Cys presenta actividad peroxidasa in vitro, otra hipdtesis que existe
es que la Prx protege a los dos tnicos tejidos que sobreviven al paso de desecacion.
Debido a que otros antioxidantes de la semilla, como la SOD y la catalasa, se
encuentran en toda la planta, la especificad de la Prx de 1-Cys en la semilla sugiere
que posee un papel clave en este tejido (Haslekas., 1998). Para investigar la funcion
exacta del gen de la Prx de 1-Cys, se han generado plantas transgénicas de tabaco (Lee
et al, 2000) y de Arabidopsis (Haslekas et al., 2003) que sobreexpresan la Prx de 1-
Cys de arroz y cebada respectivamente, asimismo también se generaron plantas de
Arabidopsis con niveles reducidos de la Prx de 1-Cys (Haslekas et al., 2003). La

frecuencia de germinacion de las plantas de tabaco transgénicas era similar a la de las
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plantas control, pero las lineas transgénicas mostraban una mayor resistencia frente al
estrés oxidativo, sugiriendo que el papel esencial de la Prx de 1-Cys es la proteccion
frente a oxidantes. Por otra parte en las plantas de Arabidopsis con niveles
disminuidos de la Prx de 1-Cys no se observaron diferencias con las plantas de tipo
salvaje en su desarrollo y germinacion, sin embargo en las lineas de Arabidopsis que
sobreexpresaban la Prx de 1-Cys si se observd que germinaban mas lentamente en la
presencia de agentes estresantes como NaCl, manitol o metilviolégeno que las plantas
de tipo salvaje sugiriendo que la Prx de 1-Cys juega un papel importante en la

inhibicion de la germinacion en condiciones desfavorables.

H
S
ROOH X+ H,O

»w0I

ROH XH,

Figura 12. Mecanismo de accion de las Prx de 1-Cys.

6. PEROXIRREDOXINA Q

6.1. GENERALIDADES

La Prx Q fue primeramente descrita en bacterias como una proteina
comigratoria de la bacterioferritina (BCP) (Jeong et al., 2000). En el mismo afio, una
peroxidasa homdloga a la BCP fue clonada a partir de Sedum lineare por Kong y
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colaboradores (2000). Este grupo de Prx se han encontrado en bacterias (Andrews et
al., 1991) hongos y en plantas (Kong et al., 2000; Lankemeyer et al., 2006.), pero no
en animales. También posee dos cisteinas, separadas por solo cuatro aminoacidos. La
secuencia alrededor de la primera cisteina es GPCTK. A esta clase pertenecen
proteinas de unos 215 aa si se considera el péptido sefial y de unos 150 aa si se
considera la forma madura de la proteina. La Prx Q se presenta como mondmero bajo
condiciones normales aunque cuando se almacena largos periodos de tiempo tiende a

oligomerizar (Rouhier et al., 2004; Dietz et al.,2006)

Los valores de abundancia relativa de esta proteina se cifran en torno al 0.3%
de las proteinas totales presentes en el cloroplasto de Arabidopsis. La cantidad de
enzima detectada es la misma tanto en hojas jovenes como en maduras si bien su
abundancia decae en la senescencia. La Prx Q se ha encontrado en todos los tejidos de
Arabidopsis donde se ha buscado a excepcion de raices. El fraccionado de cloroplastos
de Arabidopsis en fraccion soluble y membranas ha mostrado una uniéon masiva de la
Prx Q a las membranas tilacoidales. Los experimentos de Western blot sobre
fraccionados del cloroplasto mostraron una union de la Prx Q a las membranas BBY y
fotosistema Il mientras que en el fotosistema [ o LHCII la sefial fue inexistente

(Lankemeyer et al., 2006; Dietz et al., 2006).

El mecanismo de accion es a través de la formacion de un puente disulfuro

intramolecular (Kong et al., 2000) (figura 13).
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Figura 13. Mecanismo de accion de la Prx Q.

Estudios de mutagénesis dirigidos sobre la Prx Q de Arabidopsis han
mostrado la importancia de las Cys110 y Cys115 cataliticas asi como de la Thr107 y

Argl81 que se encuentran conservadas (Lankemeier et al., 2006).

En un test enzimatico con Trxs citosolicas y cloroplastidicas de varias plantas,
la Trx h3 de alamo y la Trx cloroplastidica regeneraron mas eficientemente la Prx Q
de alamo mientras que la glutarredoxina fue incapaz de llevar a cabo la reduccion
(Rouhier et al., 2004). En 2004, Collin y colaboradores demostraron, utilizando
proteinas exclusivamente de Arabidopsis thaliana, la eficiencia de reduccion de la Prx
Q por parte de varias tiorredoxinas plastidicas en el orden AtTrx y1>AtTrx y2>AtTrx
x> AtTrx m4. En el presente afo se determiné que la capacidad reductora in vitro del
DTT sobre la Prx Q de Arabidopsis era francamente baja mientras que el uso de Trx x,
una de las recientes Trxs identificadas en el cloroplasto (Collin et al., 2004),
incremento la actividad enzimatica unas18 veces (Lankemeier et al., 2006). La Prx Q
de Arabidopsis era capaz de descomponer los perdxidos con una preferencia de
sustrato H,O, >Hidroperéxido de cumene >> Butilhidroperoxido >> hidroperdxido
linoleico mientras que la reduccion del hidroperoxido de dilinoleoilfosfatidilcolina era

practicamente nula.
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En 2005, la Prx Q fue identificada por afinidad cromatografica como diana de
la proteina cloroplastidica inducida por sequia de 32 KDa (CDSP32) (Broin et al.,
2002) que parece estar involucrada en la proteccion del cloroplasto frente al estrés

oxidativo (Rey et al., 2005).

En cuanto a la regulacion de la expresion de la Prx Q, se han realizado
estudios en Arabidopsis thaliana (Horling et al., 2002, 2003) y presenta una
regulacion similar al de las Prx de 2-Cys en tejidos foliares. Disminuye bajo estrés
salino, por la aplicacion de ascorbato y cuando se somete a bajas intensidades de luz,
pero aumenta ligeramente a altas intensidades de luz y cuando se trata con oxidantes y
prooxidantes como el TBHP y diamida respectivamente, por lo que se considera que
presenta una regulacion similar a la de las Prx de 2-Cys. Sin embargo se ha visto que
cuando se aplica H,O, aumenta considerablemente, por lo que se cree debe tener otra
ruta de sefializacidon que interfiere con su expresion independientemente de la luz y el

ascorbato.

La sobreexpresion de la Prx Q de Genciana triflora en maiz mejoré la
tolerancia frente a la infeccion por hongos y estrés oxidativo inducido por paraquat
(Kiba et al., 2005). En cambio, la interrupcion del gen de la Prx Q en Arabidopsis no
alterd los fenotipos de las lineas transgénicas respecto a las plantas salvajes en
condiciones de crecimiento normales o bajo estrés. Sin embargo, al igual que las Prx
de 2-Cys, las plantas deficitarias en Prx Q mostraron una disminucion de la
sensibilidad a oxidantes en test de cortes de hoja tal y como indicaron las medidas de
fluorescencia de clorofila. En otro sentido, la ausencia de esta enzima provoco el
reajuste de los niveles de otras proteinas y sistemas antioxidantes (Lankemeyer et al.,

2006).

Ya que recientemente se ha demostrado que la Peroxiredoxina PRDX 5 es
capaz de proteger el DNA in vivo (Banmeyer et al., 2005), Dietz et al. (2006)

investigaron el efecto protector de la Prx Q sobre el gDNA en hojas de Arabidopsis de
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plantas salvajes y KO para la Prx Q estresadas con MV o H,O, Para ello compararon
la intensidad de las bandas de DNA de 11.4 Kb amplificadas por PCR de largo
recorrido tanto para plantas controles como para las plantas KO. Los resultados
evidenciaron una disminucion de la intensidad de las bandas amplificadas en las
plantas KO tratadas con los efectores estresantes en comparacion con las lineas

salvajes evidenciando efecto protector de la Prx Q sobre el gDNA.

Otros estudios han puesto de manifiesto la implicacion de la Prx Q frente a

estrés bidtico producido por patdogenos (Rouhier et al., 2004b; Kiba et al., 2005.)

Al igual que las Prx de 2-Cys, determinaciones del nivel de transcrito de la
Prx Q en funcién del tiempo mediante arrays han evidenciado cdmo esta proteina se
encontraba en una mayor cantidad que otras Prx (2-Cys B, Prx E o PrxIl F). Sin
embargo, los niveles del transcrito decayeron a partir de los 29 dias de edad, hecho

que se correlaciona con la pérdida de clorofila (Dietz et al., 2006).

7. TIORREDOXINAS

7.1. GENERALIDADES

En 1960 la prestigiosa revista The Journal of Biological Chemistry publicé un
trabajo sobre levaduras realizado por Simon Black y colaboradores en el cual se podia

leer lo siguiente:

“... Described herein is an enzymatic system isolated from yeast which
catalyzes the specific reduction of one of the four isomers of methionine
sulfoxide to the corresponding thioether, methionine. This process
utilizes TPNH and requires the participation of three separable protein

fractions which are designated Enzymes I, I1, and I11...”.
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Se describieron tres fracciones proteinicas con la capacidad de reducir in vitro
un isomero de sulféxido de metionina, y otros disulfuros. Entre estas fracciones se
encontraba una proteina, responsable indirecta de la reduccién de este compuesto
azufrado y probablemente de los otros disulfuros ensayados (Black et al., 1960). Sin
embargo, seria en 1964 cuando esta fraccion enzimatica fue bautizada con el nombre
de tiorredoxina (Trx), en un trabajo presentado por Lauren et al. Estos, consiguieron
aislar y describir una proteina homologa en E. coli que mostraba capacidad para
reducir a la enzima ribonucledtido reductasa, la cual cataliza la reduccion de los
monomeros precursores de las hebras de ADN, transformando ribonucleotidos en
desoxirribonucledtidos (Laurent et al., 1964). El nombre de tiorredoxina aludia a su
caracter redox vinculado a la presencia de grupos tidlicos, y bajo este epigrafe se

inicié un campo de trabajo que actualmente se encuentra en pleno auge.

Las tiorredoxinas (Trxs) son proteinas globulares con un peso molecular
alrededor de 12-14 KDa. cuya funcion principal es reducir puentes disulfuro de otras
proteinas (Jacquot et al., 1997; Buchanan et al., 2005). Tienen un motivo estructural
caracteristico formado por 4 hélices o rodeadas por una lamina 3 que se compone de
cinco cadenas (Buchanan et al., 2005). Estan presentes en casi todos los seres vivos
estudiados hasta la fecha, siendo en la mayoria de los casos de codificacion nuclear,
mostrando todas ellas sorprendentes analogias. Todas las Trxs cuyas estructuras han
sido elucidadas hasta la fecha presentan la misma conformacion espacial (Eklund et
al.,, 1991), a pesar de que en algunos casos comparten homologias aminoacidicas
menores al 25%. Poseen un centro activo, también altamente conservado -WCGPC-,
cuyas cisteinas pueden presentar dos estados, oxidadas formando un puente disulfuro,
o reducidas en forma de ditiol. En estado reducido, son extremadamente reactivas
pudiendo romper puentes disulfuro en multitud de proteinas diana con una eficiencia

hasta 10.000 veces mayor que el DTT a igualdad de pH (Holmgren, 1985).

Cuando la Trx ha ejercido su funcion reductora, queda en estado oxidado

necesitando de la presencia de algin agente externo que sea capaz de regenerar su
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estado reducido. Algunas Trxs son reducidas por moléculas de NADPH, a través de la
enzima NADPH-dependiente tiorredoxin reductasa (NTR), conformando un sistema
de reduccion presente en el citosol denominado como Sistema NADPH/tiorredoxina o
NTS (figura 14a), ampliamente distribuido en los organismos vivos (Johnson et al.,
1987). Otras Trxs, exclusivas de organismos fotosintéticos son reducidas por
moléculas de ferredoxina procedentes de la cadena de transporte fotosintética. Son
reducidas a través de la enzima ferredoxin-dependiente tioredoxin reductasa,
conformando un sistema cloroplastidico, paralelo al existente en el citoplasma, y
denominado como Sistema ferredoxina/tiorredoxina o FTS (Figura 14b) (Buchanan,
1991). Un ultimo sistema, menos conocido ha sido descrito en las mitocondrias de
levadura y mamiferos, y recientemente en plantas (Laloi et al., 2001). En este sistema
la Trx es reducida por una enzima homologa a la existente en el citosol, la NADPH-
dependiente tiorredoxin reductasa mitocondrial, aunque muchas incognitas quedan

pendientes sobre este sistema en plantas (Figura. 14a).

En los seres vivos las Trxs forman una gran familia multigénica que codifican
una enorme variedad de isoformas agrupadas en distintos subgrupos, en funcion de su
estructura secundaria. Esta complejidad gendomica y bioquimica alcanza su maxima
expresion en las plantas superiores, donde han sido descritas, tras la finalizacion del
proyecto de secuenciacion de A. thaliana, mas de 25 Trxs englobadas en 8 familias

diferentes (Meyer et al., 2002).
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Figura 14. Sistemas de Trx descritos en los seres vivos. Las Trx (TRX) en su estado
reducido rompen eficazmente puentes disulfuro de otras proteinas. (a) Sistema
NADPH/tiorredoxina (NTS) presente en el citosol y en la mitocondria: Las moléculas
de NADPH inician una cadena de transporte de electrones reduciendo a la enzima
NADPH-dependiente tiorredoxin reductasa (NTR), que a su vez reduce el puente
disulfuro del centro activo de las Trxs. (b) Sistema ferredoxina/tiorredoxina o FTS
descrito en cloroplastos de organismos fotosintéticos. Las moléculas de ferredoxina
(Fd) reducidas, procedentes de la cadena de transporte fotosintética, reducen a la
enzima ferredoxin-dependiente tioredoxin reductasa (FTR) que a su vez reduce a la

Trx cloroplastidica.

7.2. MECANISMO DE ACCION DE LAS TIORREDOXINAS

La Trx es un potente agente reductor de puentes disulfuros de otras proteinas y
su funcion redox esta relacionada con tal actividad. Existen pocos casos conocidos en
los que la Trx ejerce una funcidn estrictamente estructural e independiente de su
propiedad redox, por ejemplo el ensamblaje de fagos en E. coli (Feng et al., 1999) o la

formacion de vacuolas en levaduras (Xu et al., 1997).
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Figura 15. Mecanismo de accion de
las Trx. El mecanismo molecular
de las Trxs se realiza en dos pasos,
en el primero el sulfuro de Ia
cisteina mas cercana al extremo N-
terminal (C32) realiza un ataque
nucleofilico sobre el puente
disulfuro de la proteina con la que
previamente ha interaccionado. En
un segundo paso, la segunda
cisteina del centro activo (C35)
ataca al puente mixto, dando lugar a
una Trx oxidada y a la proteina
diana en estado reducido.

Una vez que la Trx y su proteina diana se reconocen e interaccionan, tiene
lugar el mecanismo de accion de las Trxs. El hecho fundamental de este mecanismo,
es que las dos cisteinas del centro activo actuan de forma diferente debido a que se
encuentran en diferentes ambientes (Holmgren, 1985). Normalmente, el valor del pK
de los grupos tidlicos de las cisteinas estan entre 8.0 y 9.0 (Lindley, 1960), sin
embargo una de las cisteinas del centro activo de las Trxs posee un pK mas bajo. Por
ejemplo, en E. coli el pK del grupo tiol de la C32 es 6.75, mientras que la C35 posee
un valor de 9.0 (Kallis and Holmgren, 1980). El bajo valor de pK de la C32 (la mas
proxima al extremo N-terminal y el mas expuesto al medio), la convierte en muy
reactiva a pH fisiologico. Ademas, el par de electrones desapareados del azufre (S)
de esta cisteina la convierten en un buen nucleéfilo a estos valores de pH. Este grupo
tiol (realmente un grupo S) realiza un ataque nucleofilico sobre el puente disulfuro de
la proteina diana, reduciéndolo y formandose un enlace disulfuro con una de las

cisteinas recién liberada. Este puente mixto es rapidamente atacado por la segunda
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cisteina de la Trx, dando lugar a la proteina diana reducida y a la Trx en estado
oxidado (Figura 15). Este mecanismo de accion no es exclusivo de la Trxs, las Grx y
otros reductores de puentes disulfuro reaccionan de forma similar. Incluso las
proteinas NTR y FTR reducen el puente disulfuro de las Trxs oxidadas utilizando un

ataque ditiol en dos tiempos (Gan et al., 1990).

El modelo del mecanismo de accion supuso, no solo el conocimiento de éste,
sino también la posibilidad de producir Trxs recombinantes mutadas en su segunda
cisteina del centro activo, lo cual ha permitido la obtencion de complejos estables
entre Trxs y posibles proteinas dianas que ha conducido a la obtencion de nuevos

datos en la busqueda de nuevas funciones de las Trxs (Verdoucq et al., 1999).

7.3. TIORREDOXINAS MITOCONDRIALES

A finales de los ochenta aparecian las primeras evidencias de la presencia de

Trx en mitocondrias de plantas y animales (Bodenstein-Lang et al. 1989).

En 1991, los experimentos de fraccionamiento celular realizados por Marcus y
colaboradores pusieron de manifiesto la presencia de Trx h no so6lo en citosol o
reticulo endoplasmatico sino también en mitocondrias de vegetales, hecho confirmado

posteriormente en investigaciones con alamo (Gelhaye et al., 2004).

En los ultimos afos se ha puesto en evidencia la existencia de un sistema Trx
mitocondrial en A. thaliana, compuesto de un gen nuclear de Trx denominado
AtTRXo1 y de un gen de tiorredoxin reductasa NADPH-dependiente, AINTRA que
codifica una forma mitocondrial muy relacionada con las tiorredoxin reductasas
procaridticas. Se describid también la existencia de un gen AtTRX02 cuyo producto
proteinico no parece poseer ningun péptido sefial que lo dirija a ningiin organulo

(Laloi et al., 2001).
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OBJETIVOS

Las Prxs son enzimas de una gran importancia bioldgica en plantas, no sélo
por su implicacion en procesos de defensa antioxidante sino también como posibles

reguladores de rutas metabodlicas.

Teniendo en cuenta estas consideraciones y los pocos estudios que hasta la
fecha se han realizado sobre las peroxirredoxinas mitocondriales de vegetales, los

objetivos que nos propusimos en el presente trabajo fueron:

1. Clonacion y caracterizacion del gDNA y cDNA que codifica la PrxIl F asi

como del cDNA que codifica la Trx O2, ambas enzimas mitocondriales de P. sativum.

2. Obtencién de dos proteinas mutantes de la Prxll F en sus cisteinas

cataliticas Cys-59 y Cys-84.

3. Sobreexpresion de las enzimas como proteinas recombinantes en E. coli y

desarrollo de un protocolo de purificacidn de las mismas.

4. Obtencion de anticuerpos policlonales especificos frente a la PrxIl F.

5. Caracterizacién bioquimica de la PrxIl F asi como delas proteinas mutantes
para aclarar la implicacion de las cisteinas en los procesos cataliticos de las
peroxirredoxinas.

6. Andlisis de las propiedades de oligomerizacion de la PrxII F.

7. Estudio de la localizacion subcelular de la Prxll F mediante

inmunocitoquimica y su subsublocalizacion dentro de la mitocondria.
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8. Anélisis de la regulacion de la expresion de la PrxIl F de Pisum sativum en
condiciones de estrés oxidativo.

9. Estudio del comportamiento de las Peroxirredoxinas tipo Il bajo distintas

condiciones en geles bidimensionales.

10. Caracterizacion de la interaccion de la Trx O2 con la Prxll F o sus
variantes mutantes in vivo e in vitro.

11. Obtencion de cristales de la Prxll F de P. sativum que permitan la

determinacion de su estructura tridimensional por difraccion con rayos X.
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OBJECTIVES
Prx are enzymes of a great biological importance in plants, not only for their
implication in processes of antioxidant defence but also as possible regulators of

metabolic routes.

Bearing these considerations in mind and the few studies currently available

on the mitocondrial peroxiredoxins of plants, the objectives of the present work are:
1. Cloning and characterization of the gDNA and the cDNA encoding the
PrxIl F as well as the cDNA encoding Trx O2, both mitochondrial enzymes of P.

sativum.

2. Generation of two mutant proteins of the PrxIl F in which heir catalytic

Cys-59 and Cys-84 are replaced.

3. Overexpression of the enzymes as recombinant proteins in E. coli and

development of protocols for their purification.

4. Generation of polyclonal specific antibodies against the PrxIl F.

5. Biochemical characterization of wild type and mutant PrxIl F in order to

clarify the implication of the cysteines in the catalytic mechanism of peroxirredoxins.

6. Analysis of the oligomerisation characteristics of PrxII F.

7. Study of the subcellular location of Prxll F by means of

inmunocitochemestry and its sublocalization within the mitochondria.
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8. Analysis of the expression of the Prxll F of P. sativum under oxidative
stress conditions.

9. Study of the behaviour of type 11 peroxirredoxins under different conditions
in two-dimensional gels.

10. Characterization of the interaction of the Trx O2 with the PrxIl F or its
mutants in vivo and in vitro.

11. Growth of crystals of the PrxIl F of P. sativum to initiate the determination

of its three-dimensional structure by X-ray crystallography.
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MATERIALES

Los materiales y reactivos utilizados en el estudio fueron suministrados por las
casas comerciales Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia), Panreac, BioRad (Sevilla,
Espafia), GIBCO BRL (Barcelona, Espafia), DIFCO (Madrid, Espafia), Life
Technologies (Barcelona, Espafia), MERCK (Malaga, Espafia), Roche (Sevilla,
Espafia), Invitrogen (Barcelona, Espafia), Amersham Biosciences (Barcelona, Espafia),
Promega (Granada, Espafia), Perkin-Elmer (Barcelona, Espafia), Novagen, Qiagen
(Barcelona, Espana), CLONTECH (Berlin, Alemania) y Hampton Research

(Barcelona, Espana).

1. MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron plantas de guisante (Pisum sativum L. cv. Lincoln). Las semillas

fueron suministradas por la casa comercial Fito.

Condiciones de germinacion de las plantas

Para la obtenciéon de RNA, cDNA o gDNA de plantas de guisante, las semillas
se dispusieron sobre vermiculita adecuadamente humedecida en bandejas de plastico.
La germinacion y crecimiento se realizé en camara botanica a 100 pmol.m™.s™ (PAR)
de irradiacion, en fotoperiodo de 16 horas y 25/20°C de temperatura dia/noche. Se
aplico un riego periddico y el material foliar se recogi6 a los 14-21 dias de

germinacion.

Para los tratamientos de estrés las semillas se trataron con H,SO, durante 15
minutos y posteriormente se lavaron con agua y se dejaron germinar en placas Petri
durante 3 dias a 25 °C y oscuridad. Las semillas germinadas fueron transferidas a

recipientes de plastico en contacto con una solucion nutritiva formada por: (uM):
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KNO;, 1500; Ca(NOs),, 700; MgS0O4, 500; (NH4),HPO,, 250; H;PO;, 11; Fe-
tartrate,12; MnSQy, 1.3, ZnSOy, 0.2; Na,Mo0Oy4, 0.3, CuSQOy, 0.8; pH 5.5. Las plantas
fueron cultivadas 11 dias en camara de cultivo con un ciclo dia/noche 12/12 h, a 23/18
°C, respectivamente, con una humedad relativa de 50% and 60% y una densidad de
flujo fotonico de 170 umol quanta m™ s™. Las soluciones fueron renovadas cada dos

dias.

2. ANIMALES

Se utilizaron conejos macho de la raza New Zealand de unos 2-2.5 Kg. de

peso, suministrados por la Granja San Bernardo (Navarra).

Acondicionamiento de los animales

Todos los estudios con animales se realizaron de acuerdo con la normativa de

la Universidad de Granada para la investigacién con animales de experimentacion.
Los conejos fueron colocados en jaulas suficientemente amplias para permitir

su alimentacion ad libitum en una habitacion mantenida a 25°C iluminada de forma

natural. Estos animales tomaron una dieta estandar R-01 ANI0&7.

3. BACTERIAS

Se utilizaron dos cepas de Escherichia coli en este estudio. Se relaciona a

continuacion cada cepa y el genotipo descrito para ella:
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1. DHS5a: E. coli endAl hsdR17 (rK-mK+) supE44 thi-1 recAl gyrA (Nalr)
relAl D (lacZY A-argF) U169 (m80lacZDM15).

2. BL21 (DE3): E. coli B F— dcm ompT hsdS (rB— mB-) gal I (DE3).

4. VECTORES PLASMIDICOS

Los vectores plasmidicos usados en el estudio y sus caracteristicas se detallan

en la tabla 1.

Tabla 1. Relacion de vectores utilizados en el estudio.

Tamano ) ) - )
Vector Gen resistencia Utilidad Casa Comercial
(Kb)
Clonaje de
pGEM-T 3.003 Ampicilina productos de Promega
PCR
o Expresion de
pET-3d 4.637 Ampicilina Novagen

proteinas

5. MEDIOS DE CULTIVO, ANTIBIOTICOS Y OTROS REACTIVOS
RELACIONADOS

5.1. MEDIOS DE CULTIVO BACTERIANO

Medio LB (Luria Bertani) liquido

Bacto-tryptone 10g
Bacto-yeast extract S5g
NaCl 85 mM
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Agua destilada c.s.p. 1L
AjustarpHa 7.5

Medio LB agar

Bacto-tryptone 10g
Bacto-yeast extract 5¢
NaCl 85 mM
Agar bacteriologico 15¢g
Agua destilada c.s.p 1L

Ajustar pHa 7.5

5.2. ANTIBIOTICOS Y OTROS COMPUESTOS RELACIONADOS

Los antibioticos, asi como algunos compuestos usados en la seleccion de

clones positivos, se detallan en la tabla 2.

Tabla 2. Antibioticos y otros compuestos relacionados utilizados en el estudio.

Compuesto Concentracion en stock  Concentracion en cultivo

Ampicilina 50 g/L 50 mg/L
Isopropil B-D-tiogalacto-
Piranésido (IPTG) IM 250 uM-1 mM
5-bromo-4-cloro-3-
indoil-p- 20 g/L (formamida) 25 mg/L
D-galactopiranésido (X-
gal)

6. MARCADORES DE PESO MOLECULAR Y TAMPONES DE CARGA

A continuacion se detallan los marcadores de peso molecular y tampones de

carga usados en el estudio, para DNA, RNA y proteinas.
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6.1. DNA

DNA Molecular Weight Marker X.

Este marcador proporciona un rango de marcaje comprendido entre 0.075 y

12.2 Kb. Este marcador fue suministrado por Roche.

Marcador de 100 pares de bases.

Marcador de peso molecular que proporciona un rango de marcaje

comprendido entre 0.1 y 1 Kb. Este marcador fue suministrado por BioRad.

DNA Low Mass Ladder

Marcador de peso molecular con un rango de marcaje comprendido entre 100

y 2000 bases. El marcador fue suministrado por GIBCO BRL.

Tampdn de carga de DNA.

El tampon de carga se prepard concentrado (6x) siendo su composicion la

siguiente: 30% (v/v) glicerol y 0.25% (p/v) azul bromofenol-xileno cianol.

6.2. RNA

TampoOn de carga de RNA.

La composicion del tampon de carga fue la siguiente: 30% (v/v) glicerol,
50%(v/v) formamida, 15% (v/v) formaldehido y 0.25% (p/v) azul bromofenol-xileno

cianol, tampon borato 1x (composicion para una concentracion 10x: acido borico 0.5
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M, borato sodico 50 mM, sulfato sédico 100 mM, EDTA 10 mM) y agua bidestilada
tratada con DEPC al 0.1% (v/v).

6.3. PROTEINAS

SDS-PAGE MWM Prestained Broad Range.

Marcador de peso molecular de proteinas utilizado en la electroforesis en
geles de poliacrilamida suministrado por BioRad que comprende un rango de marcaje

entre 7'y 200 kDa.

LMW Calibration kit for SDS electrophoresis.

Marcador de peso molecular de proteinas utilizado en la electroforesis en
geles de poliacrilamida suministrado por Amersham Biosciences que comprende un

rango de marcaje entre 14 y 94 kDa.

Kaleidoscope Prestained Standards.

Marcador de peso molecular de proteinas preteilido y usado en la
electroforesis de poliacrilamida suministrado por Bio Rad que comprende un rango de

marcaje entre 7.21 y 190.586 KDa.

See Blue Plus2 Pre-Stained Standard

Marcador de peso molecular de proteinas preteilido y usado en la
electroforesis de poliacrilamida suministrado por Novagen que comprende un rango

de marcaje entre 4 y 250 KDa
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Tampdn de carga de proteinas.

El tampon de carga de proteinas se prepar6 concentrado 2x, siendo su
composicion la siguiente: Tris HCI 0.25 mM (pH 6.8), 5% (p/v) SDS, 19.4% (v/v)
glicerol, DTT 20 mM, 0.4% (p/v) azul de bromofenol. En el caso de la electroforesis

en condiciones no reductoras el DTT fue suprimido del tampon de carga.
7. CEBADORES

Los cebadores utilizados fueron sintetizados en los Servicios Técnicos del
Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lépez Neyra” (CSIC, Granada) y la casa
ROCHE. En la tabla 3 se describen los cebadores, detallandose su utilidad en este

trabajo.

Tabla 3. Relacion de cebadores utilizados durante este estudio.

Nombre Secuencia (5" = 3") Utilidad
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Secuenciacion
Sp6 GATTTAGGTGACACTATAG Secuenciacion

Oligo dT | pamyz-1s Retrotranscripcion y obtencion

de cDNA PrxII F y Trx 02
RACE GTCCTAGTCGACGCGTGGCC 5'RACE
RACE-T | GGCCACGCGTCGACTAGGAC -T18 5'RACE
A CTACAGAAAGCTCGCACTTGG Obtencion cDNA PrxII F
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B CCAAAGCAAA-GCAGCAGAGAGATC Obtencién cDNA PrxIL Fy
RACE
C GATCTCTCTGCTGCTTTGCTTTGG Obtencion cDNA PrxII F
L-Prx-F Clonaje pET3d RT-PCR
-FrX- CAC/CATGGCAAAGGTTGCAACTGGAACTG | Mutagénesis.
Clonaje pET3d, RT-PCR,
2-Prx-R | CCG/GATCCTCAAATTTGTCCCAAAATGGT Mutagénesis
Forward-
Cys59Ser | TACAGGAGTTTCTTCAAGCAAACATGTTC Mutagénesis C59S
Reverse- GTTTGCTTGAAGAAACTCCTGTATATGC .
Mutagé
Cys59Ser utagénesis C59S
Forward- L.
Cys84Ser | TTCTGTTATTTCTGTGGCTATTAATGATC Mutagénesis C84S
REVErse- | 1) ATAGCCACAGAAATAACAGAATCAACC Mutagénesis C84S
Cys84Ser
AP1 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGC PCR Walking
AP2 CTATAGGGCTCGAGCGGC PCR Walking
AC-F AAGATCAAGGTCGTTGCACC RT-PCR Actina
AC-R TATAATGAGCTT-CGTGTTGC RT-PCR Actina
1-Trx-E | CACICATGGGCCTTATCCTTGTTAATTCTGCG Clonaje Trx pET3d
2-Trx-R | ccaiatceracreerrertcancagrrre | Clonaje Trx pET3d
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Prom 1 CTGATTCCATGAAGAACGGAAGACAG PCR walking

Prom 2 GAAGTCGGTTGATTACAGAGGTTGC PCR walking

I-F ATGGCAACCTCTGTAATCAACC Biisqueda intrones PrxII F
I-R TCAAATTTGTCCCAAAATGGT Busqueda intrones PrxII F
Prx A CAGAAAGCTCGCAGCTGG Aislamiento PrxIl F

Prx B GAGCAATGCAGCAGAGAGATC Aislamiento PrxIL F

Prx C GATCTCTCTGCTGGTTTGCTT Aislamiento PrxII F

Prx D CTTCTCAGCCCAAGCATTCACAG RACE 5'-PrxIIF

Prx E CTACAGAAAGCTCGCACTTGG RACE 5°-PrxIIF

Trx A TGGTGTGGACCTTGCAGG Obtencion cDNA Trx
Trx B AAGAAATGCAGTGTTGGCACA Obtencion cDNA Trx
Trx C TCTGTGCCAACACTGCATTTCTT Obtencion cDNA Trx
Trx D AAACTGCAACCTGCTCAATGT RACE 5 -Trx O

Trx E CCTGCAAGGTCCACACCA RACE 5'-Trx O
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8. APARATAJE Y PROGRAMAS INFORMATICOS

8.1 CULTIVOS BACTERIANOS

Cabina estéril de flujo laminar BV100, Telstar.
Estufa de incubacion Forma Scientific.

“Incubator shaker” Gallemkamp.

8.2. BIOLOGIA MOLECULAR

Minicubeta para electroforesis horizontal convencional Mini Sub-Cell GT de
BioRad.

Fuentes de alimentacion Power-PAC 1000 y Power-Pac Junior de BioRad.

ChemiDoc System de BioRad.

Cycler de BioRad.

Termociclador para PCR Geneamp PCR System 2400 de Perkin-Elmer.

Multiblock termostatizado, Stuart-Scientific.

Espectrofotometro UV 1603, Shimadzu.

Bafio termostatizado SBS.

Balanza AND, modelo GR-202 y Mettler, modelo AE-240.
8.3. ANALISIS DE PROTEINAS Y ACTIVIDAD ENZIMATICA

Barfio termostatizado SBS.

Espectrofotometro UV 1603, Shimadzu.

Sistema de isoelectroenfoque IPGphor II de Amersham-Pharmacia
Biosciences

Sistema de electroforesis vertical Mini-Protean System II, BioRad.

Fuente de alimentacion Power-PAC 1000 de BioRad.

Fluorimetro: Photon Technology Intenational Quantum Master-200-4
Fluorometer

Microcalorimetro: VP-Microcalorimeter (MicroCal, Northampton, MA, USA)
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Sistema de cromatografia FPLC y columnas cromatograficas, Amersham
Biosciences.

Lector de placa Titertek Multiskan II Plus.

Homogeneizador mecénico, Heidolph.

Homogeneizador mecanico, Polytron.

Prensa French, SLM Aminco.

Sonicador SONICS VC130PB-1

8.4. CENTRIFUGAS Y ROTORES

Ultracentrifuga refrigerada TL-100, Beckman
Microcentrifuga refrigerada de mesa 5415 R, Eppendorf.
Centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B.

Rotores Sorvall SS-34 y GSA.

8.5. MATERIAL PARA LOCALIZACION SUBCELULAR

Ultramicrotomo Reichert-Jung Ultracut E.

Microscopio electronico de transmision ZEISS 10C.

8.6. MATERIAL PARA CRISTALIZACION Y RESOLUCION DE LA
ESTRUCTURA CRISTALINA

Placas de cristalizacion por difusion de vapor VDX, Hampton Research.

“Screening” de cristalizacion HR2-110, Hampton Research.

Cubreobjetos siliconados.

Difractometro de rayos X: detector Platinum 200 CCD acoplado a un
goniémetro de cuatro circulos Kappa con radiacion Cu Ka de un Micro-focus

Microstar generador de anodo rotatorio (Broker AXS)
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8.7. PROGRAMAS INFORMATICOS

Los ordenadores utilizados para la elaboracion y analisis de resultados
incluyen PC Pentium III y IV. Se detalla a continuacion los programas utilizados en

ellos:

Windows 98 y XP, Microsoft.

Paquete Microsoft Office 97, 2000 y XP (Microsoft Word, Microsoft Excel y
Microsoft Power point).

Programa para analizar geles de agarosa y fotografias Quantity One.

Programa para estudiar las secuencias nucleotidicas Chromas 1.45, Anthenuc
y Antheprot.

Programa para la prediccion de las caracteristicas fisicas ProtParam y
programa para la prediccion de péptidos sefiales y localizacion subcelular ChloroP,

MITOPROT y PSORT, proporcionados por el servidor EXPASy (www.expasy.org).

Programa para la busqueda de regiones de union del DNA para los factores de
transcripcion proporcionado por el servidor PLACE (http://www.dna.affrc.go-
Jp/PLACE)/).

Programa para la biisqueda de intrones y exones de las secuencias de DNA
facilitadopor el servidor GENSCAN (www.genes.mit.edu/GENSCAN.html).

Programa para el alineamiento de las secuencias clustalw proporcionado por el
servidor ebi (www.ebi.ac.uk).

Programas para la modelizacion de proteinas Rasmol version 2.7.1 (Ras Win
Molecular Graphics) y Swiss pdb-Viewer version 3.7 (GlaxoSmithKline R&D y Swiss
Institute of Bioinformatics).

Programa de analisis estadistico SigmaStat 2.

Bases de datos consultadas: PubMed, BLAST, dentro de la direccion de

Internet www.ncbi.nlm.nhl.gov y FASTA 33 dentro de la direccion de Internet

www.ebi.ac.uk.
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METODOLOGIA
1. PREPARACION Y ANALISIS DE DNA
1.1 PROPAGACION DNA PLASMIDICO

1.1.1 Preparacion de bacterias competentes

El proceso de introduccion del DNA recombinante plasmidico en bacterias se
denomina transformacion. Para que la transformacion sea efectiva es necesario
previamente tratar a las bacterias para hacerlas competentes, es decir, mas susceptibles

a la entrada del DNA plasmidico.

Reactivos v soluciones utilizados:

Medio LB-agar (ver apartado 5.1 de la seccion de Materiales).
Medio LB liquido (ver apartado 5.1 de la seccion de Materiales).
Soluciéon A. MgCl, 100 mM

Solucion B. CaCl, 100 mM

Solucion C. CaCl, 100 mM, 15% (v/v) glicerol.

Se sembraron las bacterias en una placa de LB-agar. La placa se incubd

durante 12 horas en una estufa a 37°C.

Una vez crecidas las colonias se tomo una de ellas y se inoculdé en 3 ml de
medio LB. El indculo se crecio a 37°C con agitacion durante 12 horas. Posteriormente,
Iml de este cultivo liquido se utiliz6 para inocular 100 ml de medio LB incubandose a
37°C en agitacion hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento, que se determino

midiendo la absorbancia del cultivo a 600 nm.
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Una vez hubo alcanzado la fase logaritmica, el cultivo se incub6 en hielo
durante 10 minutos, para detener el crecimiento bacteriano, y se centrifugd a 4°C, y

3000 xg durante 10 minutos.

El precipitado resultante se resuspendio en 30 ml de la solucion A fria. Se

centrifugo6 a 4°C y 2100 xg durante 10 minutos.
El precipitado resultante se resuspendié en 50 ml de la solucion B y se dejo en
hielo durante 20 minutos. Posteriormente se volvid a centrifugar a 4°C y 2100 xg

durante 10 minutos.

Finalmente el precipitado se resuspendié6 en 1 ml de solucion C y se

recogieron alicuotas de 100 uL que se guardaron a -80°C hasta su uso.

1.1.2. Transformacion de bacterias competentes. Choque térmico

Reactivos v soluciones utilizados:

Medio LB liquido (ver apartado 5.1 de la seccion de Materiales).
Medio LB-agar (ver apartado 5.1 de la seccion de Materiales).
Bacterias competentes.

Antibioticos adecuados. (Ver apartado 5.2 de la seccion de Materiales).

La técnica de transformacion utilizada en este trabajo de investigacion fue el
choque térmico. La técnica comenzd con una incubacién de 1 hora en hielo de una
alicuota de 100 uL de las bacterias competentes con el DNA recombinante que se
deseaba transformar. Posteriormente, se incubd la mezcla a 42°C durante 2 minutos en
lo que se denomina choque térmico, que induce a las bacterias a aceptar moléculas de

DNA.
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Tras el choque térmico se afiadié 1 ml de medio LB a la muestra y se incubo a
37°C durante 1 hora lo que permite a las bacterias expresar el gen que les confiere
resistencia a los antibidticos usados. Por ultimo, se sembraron las bacterias ya
transformadas en medio LB-agar al que se afiadieron los antibidticos y marcadores de

seleccion adecuados.

Las placas se incubaron a 37°C durante 18 horas.

1.2. AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO

Para el aislamiento de DNA plasmidico se partié de cultivos bacterianos
crecidos durante la noche en medio LB suplementado con los antibiéticos adecuados a
cada caso. Se utilizaron dos protocolos diferentes de aislamiento en funcion del grado

de pureza necesario y de la utilidad final del DNA obtenido.

1.2.1. Aislamiento de DNA plasmidico mediante kits comerciales

Se utilizaron tres kits comerciales, “Concert Rapid Plasmid Purification
System” (Gibco BRL), “QIAPREP Spin Miniprep Kit” (QIAGEN) y Gen Elute 5-
Minute Plasmad Miniprep Kit (SIGMA). En todos los casos se siguieron las
instrucciones del fabricante obteniéndose DNA libre de RNA. Este método se utilizo
para obtener el DNA plasmidico con el que se llevaron a cabo procesos de

secuenciacion, clonacion o digestion con enzimas de restriccion.
1.2.2. Aislamiento de DNA plasmidico mediante lisis por ebullicion
Se utilizé el método de Sambrook et al. (1989) con algunas modificaciones.

Este método fue el de eleccion en la extraccion de DNA plasmidico para el chequeo

rutinario de colonias.
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Reactivos v soluciones utilizados:

Solucion STET. 8% (p/v) Sacarosa, 0.5% (v/v) Triton X-100, EDTA 50 mM (pH 8.0)
y Tris HCI 50 mM (pH 8.0).

Soluciéon A. Lisozima (35 pg/ml) y Tris HCI 10 mM (pH 8.0).

Isopropanol.

Solucién de RNasa (10 mg/ml).

Se centrifugaron 3 ml de cultivo en fase estacionaria en una microcentrifuga a
16000 xg. A continuacion, se resuspendio el precipitado en 330 puL de solucion STET,
se adicionaron 10 pL de solucion A y se hirvid durante 3 minutos. De esta manera se
rompen las bacterias por la accion conjunta de la lisozima, el triton y el calor.

Posteriormente se procedi6 a centrifugar durante 20 minutos a 16000 xg.

El precipitado resultante, que comprende al DNA gendmico y a los restos
celulares, se desecho y al sobrenadante se le afiadieron 330uL de isopropanol frio para
precipitar el DNA plasmidico, se mezclo bien mediante inversion y se dejo incubando
a temperatura ambiente durante 15 minutos. Finalmente, se centrifugé a 16000 xg
durante 15 minutos y el precipitado se seco y se resuspendié en un volumen adecuado

de agua estéril.

Para eliminar el RNA contaminante se adicion6 RNasa (1 pg/ul) a las

muestras, que fueron incubadas en un bafio a 37°C durante 15 minutos.

1.3. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA

Las moléculas de DNA con un tamafio comprendido entre 200 bp y 50 Kb de
longitud se pueden separar en geles de agarosa de diversa concentracion. Este tipo de
geles se someten a electroforesis horizontales en un campo eléctrico de direccion

constante.
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Reactivos v soluciones utilizados:

Agarosa.

Tampon de carga de DNA 6x (ver apartado 6.1 de la seccion de Materiales).
Marcador de peso molecular (ver apartado 6.1 de la seccion de Materiales).
Tampén TAE (Tris acetato 0.04 M (pH 8.0), EDTA 1mM).

Solucion de bromuro de etidio al 2% (p/v) en TAE.

Se prepararon los geles en tampon TAE, pesando la cantidad adecuada de
agarosa en funcion de la concentracion del gel deseada. Esta concentracion dependio
del fragmento o fragmentos de DNA que se deseaba separar (Tabla 4). Posteriormente

se calent6 la mezcla hasta ebullicion y se vertio en el molde dejandose solidificar.

Tanto las muestras de DNA como el marcador de peso molecular se

mezclaron con tampoén de carga y se adicionaron a los pocillos del gel.
A continuacion se procedio a la electroforesis del gel a 70 V. Por ultimo, se
tifi6 el gel en la solucion de bromuro de etidio durante 5 minutos y se observaron las

bandas en un transiluminador con luz utravioleta.

Tabla 4. Concentraciones de agarosa a utilizar en la preparacion de geles destinados a

la separacion de DNA.
% Agarosa Tamafio de DNA (Kb)
0.6 1-20
0.7 0.8-10
0.9 0.5-7
1.2 0.4-6
1.5 0.2-3
2.0 0.1-2
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1.4. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA A PARTIR DE GELES DE
AGAROSA

Se cortaron los fragmentos de los geles de agarosa que contenian el DNA de
interés y se procedié a la extraccion del DNA de estos fragmentos. El método

utilizado fue mediante la utilizacion de kits comerciales.

Se utilizaron dos kits comerciales para la purificacion de DNA contenido en
fragmentos de geles de agarosa. El primero fue el kit comercial “Concert Rapid Gel
Extraction System” suministrado por la casa comercial Gibco BRL, y el segundo el kit
comercial “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit” suministrado por la casa
comercial Amersham Biosciences. El DNA se purifico en ambos casos siguiendo las

instrucciones del fabricante.

1.5. PURIFICACION DE DNA CON FENOL-CLOROFORMO

Reactivos y soluciones utilizados:

Fenol (pH 8.0):cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (v/v/v).

Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) (v/v).
Acetato sodico 3 M (pH 5.2).
Etanol absoluto.

Etanol al 75% (v/v).

Este método no permite la purificacion de DNA si el volumen es pequefio por
lo que cuando se trata de purificar DNA de soluciones inferiores a 100 uL, lo primero
que se hace es completar el volumen hasta 100 puL con agua estéril. Posteriormente se
le afiade el mismo volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, se agita y se
centrifuga a 16000 xg durante 1 minuto, se recoge la fase acuosa y se repite el proceso
dos veces mds, una con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y otra con

cloroformo:alcohol isoamilico, eliminandose asi las proteinas contaminantes. Tras la
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ultima extraccion, para precipitar el DNA, se afiade el 10% del volumen de acetato
sodico 3 M (pH 5.2) y dos volumenes de etanol absoluto frio y se incuba 1 hora a -
20°C. Pasado este tiempo se centrifuga a 16000 xg durante 30 minutos y el precipitado
se lava con etanol al 75% (v/v) para quitar los restos de sales que puedan quedar y
pequefias particulas organicas, se centrifuga 15 minutos a 16000 xg, se seca el

precipitado y se resuspende en un volumen adecuado de agua estéril.

Se obtiene de esta manera un DNA de gran pureza y alta concentracion.

1.6. MANIPULACION ENZIMATICA DE DNA

1.6.1. Reacciones de ligacion

El proceso de clonacion consiste en la obtencion de un clon, entendido como
un conjunto de “elementos” genéticamente idénticos entre si y a su precursor. Cada
componente individual de un clon contiene la misma informacion genética, el mismo
genotipo, que el elemento de partida; por ello, se puede considerar que la clonacion

supone una amplificacion genética.

Las reacciones de union de DNA purificado a los vectores plasmidicos se

llevaron a cabo de la siguiente manera:

Reactivos y soluciones utilizados:

Tampon de ligasa (10x) (Tris HCI 60 mM (pH 7.8), MgCl, 20 mM, DTT 20 mM, ATP
2mMy 10% (v/v) PEG).

T, DNA ligasa.

DNA de interés.

Vector plasmidico adecuado.
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Se utilizé una relacion inserto:vector 3:1. Se mezclaron el inserto con el
vector, ademas de 1 pL del tampon de ligacion y 1 pL de T4 DNA ligasa, A
continuacion, se anadié agua hasta completar un volumen de 10 uL y por ultimo, se

incubo la reaccion en un bafio a 10°C durante 18 horas.

1.6.2 Reacciones de digestion con enzimas de restriccion

El tratamiento de DNA con enzimas de restriccion es conocido como

digestion.

Todas las reacciones de digestion realizadas en el estudio siguieron un mismo
procedimiento que consistia en tratar el volumen adecuado de DNA, vector plasmidico
o vector recombinante con 10-15 U del enzima de restriccion, 2 pL de tampon 10x
especifico para cada enzima, segun las indicaciones del fabricante, y agua destilada
estéril hasta un volumen final de 20 pL. La solucion se incubd, generalmente 2 horas a
37°C. En el caso de las digestiones realizadas con dos enzimas de restriccion el tiempo

de incubacidn se incremento hasta 3 horas.

1.6.3. Reacciones de retrotranscripcion. Obtencion de cDNA

La retrotranscripcién consiste en la obtencion de DNA complementario
(cDNA) a partir de RNA mediante la accion de una transcriptasa reversa obteniéndose

como producto final cDNA.

Todas las reacciones de retrotranscripcion realizadas en este trabajo se
llevaron a cabo utilizando la retrotranscriptasa Superscript II RNasa H suministrada
por la casa comercial Invitrogen. Para su utilizacion se siguieron las instrucciones del

fabricante.
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1.6.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El objetivo de esta técnica es la amplificacion directa de un gen o un
fragmento de DNA, o indirecta de un RNA (en este caso seria necesario una
retrotranscripcion previa), presentes en mezclas de muy diversas fuentes, sin
necesidad de una purificacion previa de la muestra integra original. Sin embargo es
imprescindible que se conozca la secuencia de una parte de la region de DNA o RNA
que se quiere amplificar aunque también se puede utilizar para amplificar DNA o

RNA desconocido mediante el disefio de oligos degenerados o heterdlogos.

Reactivos y soluciones utilizados:

Tampdn 10xPCR.

dNTPs 10 mM (dCTP, dTTP, dATP, dGTP).
MgCl, 50 mM.

Taq polimerasa (Eco Taq Plus de Ecogen).
DNA molde (segun el experimento a realizar).
Cebadores (segun el experimento a realizar. Ver el apartado 7 de la seccion de

Materiales).

Todas las reacciones de PCR realizadas en este estudio se llevaron a cabo
utilizando tampon de PCR 1x, dNTPs 0.4 mM, cebadores 0.4 uM, 2 mM MgCl, y 1
unidad de taq polimerasa y como molde DNA, gDNA o cDNA obtenido por

retrotranscripcion, para un volumen final de 25 pL.

La temperatura de hibridacion se fijo entre 5 y 10 °C por debajo de la
temperatura de fusion de los cebadores utilizados para cada experimento. El tiempo de
hibridacion utilizado fue entre medio y un minuto y la extension en la reaccidon de
PCR se fij6 en funcion del tamafo del fragmento de DNA a amplificar. De forma
similar el niumero de ciclos se establecié en funcién del objetivo buscado en cada

experimento.
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1.6.5. PCR sobre colonia

Tras la transformacion con una mezcla de ligacion, obtenemos una placa con
una determinada cantidad de colonias, unas positivas (Vector + inserto) y otras no
(Vector recircularizado). El realizar amplificacion por PCR sobre colonias
potencialmente positivas nos permite ahorrar tiempo (casi 1 dia) al no tener que

recurrir a una minipreparacion de cada una de las colonias a estudiar.

La amplificacion sobre colonias de E.coli se realizd de dos maneras. La
primera consistié en afiadir la colonia directamente sobre el tubo de PCR con todos los
componentes, tras haber realizado una réplica en placa nueva para poder conservar ¢

identificar la colonia.

Para la segunda opcion fue necesario un paso previo en el cual la colonia fue
depositada en un tubo de 0.5 ml con 5 pl de agua bidestilada. La suspension se hirvio
a 100°C durante 5 min y se centrifugé a 13.000 rpm en centrifuga de mesa refrigerada,
durante 3 min, utilizandose un pl del sobrenadante resultante como molde de la
reaccion de PCR. De esta forma se consiguen eliminar los restos celulares y la

agarosa, que puede interferir en la funcion de la Taq polimerasa.

1.6.6. RT-PCR

En ciertas ocasiones se utilizé el kit de Promega “Access RT-PCR System”,
que incorpora la transcriptasa reversa AMV para el primer paso de sintesis de cDNA,
y para la amplificacion la DNA polimerasa de Thermus flavus, sobre la que,
aparentemente, la transcriptasa reversa AMV no tiene efectos negativos. Este sistema
incluye un unico tampon optimizado para ambas reacciones, lo que permite la
reaccion completa de RT-PCR de una sola vez en un unico tubo. Las reacciones se

llevaron a cabo siguiendo las indicaciones del fabricante.
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1.6.7. RT-PCR semicuantitativa

La RT-PCR es un método especifico y sensible muy utilizado para medir
transcritos de RNA y la deteccion de cambios en sus niveles de transcripcion bajo
diferentes condiciones experimentales utilizando siempre como referencia un gen

constitutivo.

Los RNA de hojas y raices de guisante fueron extraidos seglin se detalla en el

apartado 2.1. de la seccion de metodologia.

Para los estudios de RT-PCR semicuantitativa el RNA fue sometido a un
pretratamiento para eliminar las impurezas de DNA con DNAasa I como a

continuacion se detalla:

Digestion del DNA: 5 ug RNA
1 ul DNAasa I Reaction Buffer

1 ul DNA-asa I, Qiagen (Barcelona, Espafia)

Incubacion de 25 minutos a temperatura ambiente.
Adicion de 1 pl de EDTA 25 mM.
Incubacion de veinte minutos a 70°C.

Enfriamiento las muestras durante cinco minutos en nitrégeno liquido.
Una vez eliminadas las impurezas del RNA se procedio a la sintesis de cDNA

con el uso de una transcriptasa inversa convencional durante 30 min a la temperatura

de 37°C.

113



Materiales y Métodos

El ntimero de ciclos minimo de PCR al que se detectaban concomitantemente
tanto la actina (gen constitutivo) como la PrxIl F (gen de estudio) fue de 28. Para
poder comparar las muestras entre si se hicieron distintas diluciones de las mismas a
fin de tener en todas la misma cantidad de cDNA de partida. Dicha estandarizacion se
verificd por deteccion en todas las muestras de los mismos niveles de transcrito de
actina tras realizar la reaccion de PCR con 28 ciclos. Una vez estandarizada la actina
y conocidas las diluciones pertinentes del cDNA a tomar se realizaron las PCR de la

PrxII F y actina de forma paralela.

Reactivos y soluciones utilizados:

Tampdn 10xPCR.

dNTPs 10 mM (dCTP, dTTP, dATP, dGTP).
MgCl, 50 mM.

Taq polimerasa (Eco Taq Plus de Ecogen).
cDNA molde
Cebadores: ACF, ACR para actina y 1-Prx-F y 2-Prx-R (ver apartado 7 de

materiales)

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo mediante una primera fase de
desnaturalizacion del cDNA, de 3 minutos a 94°C, seguida de 28 ciclos que contenian
una fase de desnaturalizacion a 94°C 30 segundos, seguida de una fase de hibridacion

a 55°C otros 30 segundos y finalmente un periodo de extension de 30 segundos a

72°C.

1.6.8. Amplificacion rapida de extremos 5" de cDNA (5'RACE)

El procedimiento conocido como RACE es una técnica que permite la
amplificacion de secuencias de acidos nucleicos de mRNA entre un sitio definido
interno y secuencias desconocidas en el extremo 3" 6 5". Es una técnica utilizada con

diversas aplicaciones. El método ha sido revisado por Frohman (1993) y Loh (1991) y
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aunque la estrategia general es la misma en todos los casos el protocolo varia entre los
distintos usuarios. En nuestro caso usamos el procedimiento que se describe a

continuacion.

Reactivos v soluciones utilizados:

Superscript II retrotranscriptasa (Invitrogen).
RNasa H (Amersham Biosciences).
Kit de purificacion de DNA (“Concert Rapid Purification System” de Gibco).
dATP 2.5 mM.
Transferasa de deoxinucledtidos terminal (Amersham Biosciences).
Cebadores RACE, RACE-T, Prx D y Prx E (ver apartado 7 de la seccion de
Materiales).
Reactivos especificos para PCR.
El 5'RACE se puede dividir en dos fases: la obtencion previa de un cDNA que
contenga una cola de un polinucleétido en el extremo 3" (en nuestro caso fue poliA) y

un segundo paso en el que se llevan a cabo dos reacciones de PCR.

Obtencion del cDNA

Se retrotranscribio mRNA de hojas jovenes de guisante usando la Superscript
II retrotranscriptasa. Con 20 pL de la mezcla de cDNA/mRNA obtenida se llevo el
volumen hasta 100 pulL con agua estéril y se traté con 1 unidad de RNasa H para
degradar el mRNA y dejar solo el cDNA. Se incub6 30 minutos a 37°C y se purifico el
c¢cDNA de cadena sencilla con el kit “Concert Rapid Purification System”

resuspendiendo en 43 pL de agua.

Para anadirle al cDNA la cola de poliA en el extremo 3’se tomaron 34 pl del
cDNA purificado y se le afiadiéo 10 pL. de tampén 5x, 4 ul de dATP 2.5 mM y 1 pL

de agua. La mezcla se incubd 3 minutos a 94°C, se enfrio en hielo y se le afiadié 15
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unidades de la enzima transferasa de deoxinucledtidos terminal (TdT). Se incubo 30

minutos a 37°C y se inactivo la enzima incubando 10 minutos a 70°C.

El cDNA asi tratado contenia una cola de poliA en el extremo 3" y se guard6

a -20°C hasta su uso.

Reacciones de PCR

El cDNA anteriormente obtenido se utilizO como molde para una primera
reaccion de PCR en la que los cebadores que se utilizaron fueron el cebador Prx E y el
cebador RACE-T. Este cebador contiene una secuencia de poli-T mas una secuencia
adaptadora en el extremo 5°. El producto de esta PCR se usé como molde para una
segunda reaccion de PCR en la que como cebadores se utilizaron el cebador Prx D y el
cebador RACE que es un cebador de secuencia reversa y complementaria a la

secuencia adaptadora.

Las dos reacciones de PCR se llevaron a cabo mediante una primera fase de
desnaturalizacion del cDNA, de 3 minutos a 94°C, seguida de 30 ciclos que contenian
una fase de desnaturalizacion a 94°C 30 segundos, seguida de una fase de hibridacion

a 55°C otros 30 segundos y una fase final de extension de 30 segundos a 72°C.

1.6.9. Mutagénesis dirigida

Las mutaciones que se realizaron en la PrxIl F se llevaron a cabo mediante
técnicas de PCR solapante con cebadores especificos que portaban la mutacion que
posteriormente produciria el cambio aminoacidico de cisteina (TGT) hasta serina
(TCT). Se elaboraron dos mutantes. El mutante C59S que carecia de la cisteina 59 y el

mutante C84S que carecia de la cisteina 84.
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Los cebadores utilizados se pueden ver en en el apartado 7 de la seccion de
materiales. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo mediante una primera fase de
desnaturalizacion del cDNA, de 3 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos que contenian
una fase de desnaturalizacion a 94°C 30 segundos, seguida de una fase de hibridacion

a 60°C otros 30 segundos y una fase final de extension de 30 segundos a 72°C.

Primeramente, para cada mutante se hicieron dos PCR de forma independiente
tomando cDNA de hojas de guisante como molécula de molde. En la primera PCR se
usaron los cebadores Reverse- Cyssoser / 1-Prx-F y Reverse-Cys84s./ 1-Prx-F para el
mutante C59S y mutante C84S respectivamente. En una segunda PCR se utilizaron las
combinaciones Forward- Cyssose: / 2-Prx-R para la proteina C59S y Forward- Cysgsser

/ 2-Prx-R para la proteina C84S.

Seguidamente se procedié a una tercera PCR para cada mutante. En ésta se
tomaba como molde una mezcla de los cDNA obtenidos para el mutante C59S o C84S
en cada una de las PCR anteriores (2l de cada mezcla). Los cebadores usados fueron
la pareja 1-Prx-F y 2-Prx-R. Los productos de PCR obtenidos de este tercer paso se

clonaron en vector pGEM-T y se secuenciaron.
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Figura 16. esquema del proceso de la mutagénesis dirigida por PCR solapante.

1.6.10. PCR Walking

El método de “PCR Walking” (Devic et al., 1997) permite amplificar un

fragmento de DNA gendmico, especifico de una secuencia de la cual no se conoce uno

de los extremos. Se ha utilizado para amplificar y conocer la secuencia en 5", desde el

inicio de la secuencia traducible (5'-UTR y secuencias reguladoras en 5"-Upstream).

Pretratamiento del gDNA:

La extraccion de gDNA se realizd siguiendo el protocolo descrito en el

apartado 2.5 de la seccion de metodologia. Para el empleo de esta variante de PCR se

utilizaron bancos de DNA molde, obtenidos tras la digestion de gDNA con una

enzima de restriccion. Posteriormente, a cada uno de los fragmentos de restriccion se
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les adiciono, en ambos extremos, adaptadores oligonucledtidos de secuencia conocida
(figura 17). En nuestro trabajo hemos realizado 7 bancos diferentes, cada uno
procedente del empleo de una enzima de restriccion distinta (Dral, EcoRV, Pvull,

Scall, Sspl, Stul y Hpal).

- \ j
Digestion \ Ligacion
) — f
1.
/ 4
_ | . '
Secuencia f
conocida
gDNA Fragmentos de Adaptadores Banco de gDNA para
restriccion PCR Walkina

Figura 17. Sintesis del banco de DNA para PCR Walking

Reacciones de PCR:

La técnica se basa en la realizaciéon de 2 reacciones consecutivas de PCR
(Figura 18). En la primera se utilizd un cebador (AP1) que es homologo al extremo del
adaptador, y otro que hibrida con la secuencia genémica que conocemos (Prom 1).
Después, en la segunda PCR, utilizando el producto amplificado en la primera, se
emplearon otras parejas de cebadores yuxtapuestas a las dos anteriores (AP2 y Prom

2). Esta segunda reaccion permitié aumentar la especificidad del producto obtenido.
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Figura 18. Fundamento de PCR Walking

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo mediante una primera fase de
desnaturalizacion del cDNA, de 3 minutos a 94°C, seguida de 40 ciclos que contenian
una fase de desnaturalizacion a 94°C 30 segundos, seguida de una fase de hibridacion

a 60°C otros 30 segundos y una fase final de extension de 2 min a 72°C.

1.6.11. Busqueda de intrones PrxIl F

Para conocer la secuencia de intrones-exones de la Prx se procedio
sencillamente a realizar una PCR con los oligos 1-PrxII-F y 2-PrxII-R. Las
condiciones de PCR fueron exactamente las mismas que las que se utilizaron para
PCR Walking (apartado 1.6.11.) El inserto obtenido de 1435 pb se cloné en pGEM-T
y fue secuenciado. El la secuencia intronica-exonica fue dilucidada gracias al
programa bioinformatico para el alineamiento de secuencias Clustalw proporcionado

por el servidor ebi (www.ebi.ac.uk).
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1.6.12. Secuenciacion de DNA

La secuenciacion se realizd en los Servicios Técnicos del Instituto de
Parasitologia y Biomedicina “Lépez Neyra” (CSIC, Granada) con la utilizaciéon de un
secuenciador automatico ABI 373, que permite un rapido analisis de las moléculas de
DNA de hebra simple generadas en una reaccion de polimerizacion en las que se
afaden terminadores de cadena marcados con fluorescencia (“ABI Prism Big Dye
Terminador Cycle Sequencing Ready Reaction kit”, Perkin Elmer) (método de Sanger

modificado). Las reacciones se realizaron utilizando Amplitaq FS.

2. PREPARACION Y ANALISIS DE RNA 'y gDNA

2.1. EXTRACCION DE RNA TOTAL DE TEJIDOS FOLIARES

La obtencidon de RNA sin degradar es esencial para el estudio de expresion y
regulacion génica. Con los dos métodos utilizados conseguimos aislar RNA nuclear

intacto y una mezcla de RNA citoplasmatico (m-, r-, y t-RNA).

El aislamiento de RNA utilizado en este trabajo se realiz6 en hielo para
minimizar los efectos de las RNasas. Con el mismo fin todo el equipamiento y las
soluciones utilizadas fueron tratadas con un inhibidor de RNasas, el dietil

pirocarbonato (DEPC).

2.1.1. Extracciéon de RNA total mediante el método del fenol-SDS

Reactivos vy soluciones utilizados:

Solucion TLES: Tris HCI1 50 mM (pH 9.0), CILi 150 mM, EDTA 5 mM y SDS 5%
(p/v).
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Fenol:cloroformo 25:24 (v/v).
CILi 4 M.
Etanol absoluto.
Agua tratada con DEPC 0.1% (v/v).
Se cogieron 3-5 gramos de hojas y se redujeron a polvo con nitrégeno liquido
utilizando un mortero de porcelana. La muestra se tratd con 5 ml de solucion TLES, y

se homogeneizo en el mortero.

La mezcla resultante se pasoé a un tubo Falcon, se la afiadié un volumen de
fenol:cloroformo y se agitd vigorosamente. Se centrifugé a 10000 xg y 4°C durante 5
minutos y se recogio la fase acuosa repitiendo la extraccion con fenol:cloroformo dos
veces mas. De esta manera se lisaron las células y se eliminaron las proteinas

contaminantes.

Tras la ultima centrifugacion se paso la fase acuosa a otro tubo Falcon y se
anadié un volumen de CILi 4M, dejandolo incubando toda la noche a -20°C. El CILi
permite mediante precipitacion selectiva la separacion del RNA de DNA y otras

impurezas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugd la mezcla a 15000 xg y
4°C durante 10 minutos. El precipitado resultante se resuspendié en 0.5 ml de agua
DEPC y se le afiadié de nuevo un volumen de fenol:cloroformo, se agitd bien y se

centrifugo6 a 15000 xg y 4°C durante 5 minutos.

Se recogio la fase acuosa y se le afadio dos volimenes de etanol frio,
dejandolo una hora a -20°C para que precipitara el RNA. Tras incubar se centrifugé a
15000 xg y 4°C durante 20 minutos. El precipitado se lavo con 1 ml de etanol al 70%
(v/v), centrifugando posteriormente. El precipitado resultante se secé y resuspendié en

un volumen adecuado de agua tratada con DEPC.
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2.1.2. Extraccion de RNA total con Trizol

El Trizol es un reactivo comercial suministrado por la casa comercial
Invitrogen, compuesto por una mezcla de fenol y tiocianato de guanidinio, que permite
obtener en poco tiempo un RNA total de gran pureza. En este caso se siguieron las

instrucciones del fabricante.

2.2. EXTRACCION DE RNA MENSAJERO

Se utilizé el “mRNA isolation kit” de Roche, con el que se aisla mRNA
poliadenilado utilizando oligo-dT biotina y particulas magnéticas de estreptavidina. Se
siguieron las especificaciones del fabricante, con algunas modificaciones. Se utiliz6 el
método de extraccion con tiocianato de guanidina debido al alto contenido de RNasa
de los tejidos vegetales (Wadsworth et al., 1988; Venugopalan and Kapoor., 1997). El

protocolo seguido fue el siguiente:

Reactivos v soluciones utilizados

Tampon de lisis 1. Tris HC1 0.1 M (pH 8.0), tiocianato de guanidina 4 M, DTT 1%

(p/v), laurilsarcosina 0.5% (p/v).

Tampoén de dilucion. Tris HC1 0.1 M, CILi 5 M, EDTA 0. 5 M (pH 8.0-8.5).

Tampon de lisis 1. Tris HC1 0.1 M pH 7.5, CILi 0.3 M, EDTA 10 mM, dodecil sulfato
de litio 1% (p/v), DTT 5 mM.

Tampon de lavado. Tris HC1 10 M (pH 7.5), CILi 0.2 M, EDTA 1 M.

Agua libre de RNasas.

Se colocaron de 100 a 500 mg de tejido en un mortero de porcelana
previamente enfriado. Se afiadio nitrogeno liquido y se redujo el tejido a un fino
polvo. Sin dejar que se descongelara, se agreg6 tampon de lisis I en una proporcion de
400 pL de tampdn por cada 100 mg de tejido. Se homogeneizd el tejido con el
tampén, se pasd cuatro veces por aguja y jeringas estériles, y se depositd el

homogenado en tubos Eppendorf de 2 ml.
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Se centrifugo la suspension durante 30 segundos a 11000 xg, y se transfirieron

400 pL del sobrenadante a otro tubo que contenia 1.1 ml de tampoén de dilucion.

Se agregaron 1.5 uL de oligo dT-biotina, y se dejaron los tubos en hielo

mientras se preparaban las particulas magnéticas.

Para la preparacion de éstas, alicuotas de 150 uL de suspension de las mismas
se dispusieron en sendos tubos, que se colocaron en el separador magnético,
descartandose el liquido de conservacion. Las particulas se lavaron una vez con
tampon de lisis II, y se volvieron a separar magnéticamente, desechandose el agua de

lavado.

A los tubos con las particulas se le afiadieron los extractos con oligo-dT
biotina, mezclandose suavemente hasta dispersion total. Los tubos se mantuvieron en
hielo durante 5 minutos, seguido de 3 minutos mas en el separador. Se descarto la
solucion sobrenadante, y las particulas se lavaron tres veces mas con el tampéon de

lavado, separando las particulas y descartando el liquido cada vez.

Las particulas se resuspendieron en 25 uL de agua libre de RNasas,
calentandose la suspension a 65°C durante 2 minutos. Se separaron las particulas
magnéticamente, y la solucion de mRNA se transfirié a un nuevo tubo.

Las particulas se podian reutilizar dos veces mas. Para regenerarlas se

siguieron las indicaciones del fabricante.

2.3. CUANTIFICACION DE RNA

La cantidad de RNA que contenian las muestras se determind

espectrofotométricamente a 260 nm (1 unidad de absorbancia equivale a 40 ug de
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RNA). La pureza de las muestras obtenidas se determind obteniendo la relacion de

absorbancia a 260 nm/280 nm (la relacion debe estar entre 1.8 y 2).

2.4. ELECTROFORESIS DE RNA EN GELES DE AGAROSA

Reactivos v soluciones utilizados:

Agarosa.

Formaldheido 37% (v/v).

Tampoén de carga de RNA (ver apartado 6.2 de la seccion de Materiales).

Solucion de bromuro de etidio al 2% (v/v) en borato 1x.

Tampén Borato 10x. Acido bérico 0.5 M, borato soédico 50 mM, sulfato sédico 100
mM, EDTA 10 mM.

Todos los reactivos utilizados, excepto la solucion de EDTA fueron
preparados en agua tratada con DEPC tal y como se recoge en el apartado 2.1 de esta

seccion de Metodologia.

Se prepararon geles de agarosa al 1% (p/v) en tampon borato 1x. Se calent6 la
mezcla hasta ebullicion y se adicioné formaldheido, en frio, hasta una concentracion
final de 0.8% (v/v). Posteriormente, se vertio la mezcla en el molde dejandose

solidificar.

Con el fin de desnaturalizar el RNA, se incubaron las muestras durante 10
minutos a 65°C antes de cargarlas en el gel. Las muestras contenian 5 pl de tampon
de carga y 2 uL de una solucion de bromuro de etidio, lo que nos permitia observar las

muestras a la luz ultravioleta y comprobar asi la calidad del RNA.

A continuaciéon se procedid a la electroforesis del gel a 70 V durante
aproximadamente dos horas en frio. El tampén utilizado para la electroforesis fue

borato 1x.
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2.5. EXTRACCION DE DNA GENOMICO (gDNA)

El gDNA extraido de hojas de guisante fue necesario para llevar a cabo la
blsqueda de regiones promotoras asi como para determinar la secuencia intronica-

exonica del gen de la peroxirredoxina mitocondrial de guisante.

Para la extraccion del gDNA se parti6 de 1 g de tejidos foliares y se utilizo el
Kit “Wizard SV Genomic DNA Purification System” suministrado por la casa

comercial Promega, siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante.

3. PREPARACION Y ANALISIS DE PROTEINAS

3.1. EXTRACCION DE PROTEINAS

La extraccion de proteinas se realizd partiendo de hojas de guisante. Se
homogeneizo el tejido vegetal a una relacion 1/4 (p/v) con tampoén Tris HCI 25 mM
(pH 7.5), MgCl, 5 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM, EDTA Na, 0.5 mM. Se centrifugo
posteriormente a 11000 xg durante 15 minutos, recogiendo el sobrenadante en el que
se midid el contenido proteico y se analizo el contenido de proteinas especificas

mediante Western-blot.

3.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEICO

La concentracion proteica de las diferentes muestras ensayadas en el estudio
se determino siguiendo el método colorimétrico de Bradford (1976), el cual se basa en
la observacion del cambio del maximo de absorbancia, de 465 a 595nm, de una
solucion acida del azul Coomassie R-250, al unirse a proteinas. Se cuantifica la union

del azul Coomassie a la proteina problema, y se compara esta union con la de
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cantidades diferentes de una proteina de referencia, que en este caso fue albumina
sérica bovina, a dicho colorante.

Reactivos v soluciones utilizados:

Solucion de Azul Coomassie R-250 en acido fosforico y metanol (BioRad).

Solucion estandar de albumina sérica bovina (50 pg/ml).

Las muestras se prepararon en un volumen total de 800 puL, completando con
agua destilada. Se afiadié a cada muestra 200 pL de la solucion colorante y se agito.

Posteriormente se realizo la medida a 595 nm en un espectrofotémetro.

Los resultados obtenidos se extrapolaron en una curva patrén utilizando como

estandar albtimina sérica bovina (50 pg/ml).

Ocasionalmente las proteinas fueron medidas en espectrofotometro Nano

Drop ND-1000 que realiza las determinaciones a una A de 280 nm.

3.3. ELECTROFORESIS UNIDIMENSIONAL DE PROTEINAS

Reactivos y soluciones utilizados:

Acrilamida 30% (p/v)/bisacrilamida 0.8 % (p/v).
Tris HC1 1.5 M (pH 8.8).

Tris HC1 0.5 M (pH 6.8).

SDS al 10% (p/v).

Persulfato amonico al 10% (p/v).
TEMED.
Tampoén de electroforesis: Tris HC1 0.025 M (pH 8.3), glicina 0.192 M, SDS 0.1%
(p/v).
La concentracion de acrilamida/bisacrilamida del gel separador fue del 12.5%

0 15% (v/v) en funcién del experimento a realizar. Para el gel concentrador se utilizo
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una concentracion del 6% (v/v). En el caso de electroforesis en condiciones no
reductoras el DTT se suprimié del tampon de carga. Los reactivos utilizados y las
formulas de preparacion para dos minigeles (Mini-Protean II, BioRad) se recogen en

la siguiente tabla.

Tabla 5. Concentraciones de los geles de poliacrilamida utilizados en el estudio.

Reactivo Gel separador Gel separador Gel concentrador
15% 12.5% 6%
Acrilamida 30% 5 ml 4 ml 0.6 ml

(p/v)/bis-acrilamida
0.8% (p/v)

Tris HC1 1.5 M (pH 2.5 ml 2.5 ml
8.8)
Tris HC1 0.5 M (pH 0.75 ml
6.8)
Agua destilada 2.35ml 3.35ml 1.62 ml
SDS 10% (p/v) 100 uL 100 uL 30 uL
Persulfato amonico al 50 uL 50 uL 15pL
10% (p/v).
TEMED 5uL 5uL 3.6 uL

El desarrollo electroforético se llevo a cabo en tampoén de electroforesis, y a

un voltaje constante de 150 voltios.
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3.4. ANALISIS ELECTROFORETICO BIDIMENSIONAL

La electroforesis bidimensional consiste en una separacion secuencial de los
polipéptidos segun su punto isoeléctrico (pI) mediante un isoelectroenfoque (IEF) y
posteriormente por su masa molecular mediante una electroforesis en gel (SDS-

PAGE).

3.4.1. Preparacion de la muestra

Tanto las proteinas procedentes de extractos crudos como las proteinas de
mitocondrias se concentraron mediante precipitacion con acetona a -20°C. Las
proteinas precipitadas se resuspendieron en 150 pl de un tampoén de lisis compuesto
por urea 8M, CHAPS 2% M/V, Tris 40mM y agua. El siguiente paso consistio en la
limpieza de las muestras con el Kit 2-D Clean-Up Kit de Amersham Biosciences
siguiendo el manual facilitado. Por ultimo las proteinas se resuspendieron en 250 ul de
tampon de lisis. La cantidad de proteinas presente en las muestras se cuantifico con el
Kit 2-D Quant Kit de Amersham Biosciences. Seguidamente se adiciono 100 ul de
tampon de rehidratacion compuesto por urea 8M, CHAPS 2%(M/V), una pequefia

cantidad de azul de bromofenol y agua.

3.4.2. Primera dimension (IEF) en tiras con gradiente de pH inmovilizado

Se emplearon tiras IPG pH 4-7 de 11 y 18 cm de Bio-Rad y Ammersham
Biosciences prespectivamente que fueron rehidratadas de forma activa en la bandeja
de IEF a 5 V y 20°C durante un minimo de 14 h. En el caso de la PrxII F recombinante
purificada se cargaron hasta 14 pg de proteina mientras que para las proteinas
procedentes de extractos crudos de hoja o mitocondrias se tomo la cantidad de 650 pg.
A fin de proteger la muestra y evitar su evaporacion se cubrio6 la tira con un aceite
mineral que no interfiere en el proceso. Previo al enfoque se colocaron los pequefios

trozos de papel de filtro entre el electrodo y la tira y en los dos extremos de la misma.
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El IEF se llevd a cabo en un aparato /PGphor I System con un programa de tres
pasos: 1°) 15 min 250 V, 2°) 2 h para alcanzar a partir de los 250 los 8000 V, de forma
lineal (rampa rapida) y el 3°) el tiempo requerido para aplicarle a la muestra a 8000
V/h un total de 35.000 V. En condiciones ideales la primera dimension se desarrolld
en un total de 7 h. Una vez finalizada se extrajo la tira y se incub6 10 min en tampén
de equilibracion (Tris-HC1 50 mM a pH 6.8, Urea 6 M, glicerol 30%, SDS 2%, DTT
2% y azul de bromofenol 0.02 %) y se realizé la segunda dimension. Si la tira [PG no
se iba a utilizar en el momento se extraia de la bandeja, retirandose los restos de aceite

mineral, para conservarla en seco a -20°C.

3.4.3. Segunda dimension

Se prepar6é un gel SDS-PAGE con una concentracion de poliacrilamida del
12,5%, con unas dimensiones de 14x21 cm y 1 mm de grosor. Se deposito el gel de
tira IPG en la parte superior de su gel SDS-PAGE correspondiente, cubriéndose con
una fina capa de agarosa al 0.8% en tampon de desarrollo de electroforesis, para
facilitar su adhesion e inmovilizarlo. Se cre6 un pocillo entre el gel de agarosa y el de
poliacrilamida a fin de poder cargar un marcador de peso molecular que orientara a la
hora de localizar las proteinas. Para el desarrollo electroforético se utilizod el equipo

Protean con un voltaje de 200 V y una duracion de 7 horas a 4°C.

3.5. TINCION DE GELES DE ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Las proteinas después de la electroforesis se visualizaron por tincién con azul
coomassie o por tincion de plata segun la cantidad de proteina que hubiera o la calidad

de pureza que se quisiera observar.
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3.5.1. Tincién de plata

Se hizo segiin una modificacion del procedimiento descrito por Blum et al.
(1987), que nos permite detectar concentraciones de proteina de 10-100 ng. El

protocolo seguido fue el siguiente:
Fijacion. El gel se sumergid, durante 30 minutos, con agitacion en 100 ml de una
solucion de metanol 50% (v/v), acido acético 12% (v/v) y formaldheido 0.0185%

(v/v). Es conveniente, en esta etapa, proteger el gel de la luz.

Lavados. Dos lavados, cada uno de ellos de 10 minutos, con 100 ml de etanol 50%

(V/v).

Pretratamiento. Durante 1 minuto, con 100 ml de una solucién de tiosulfato soédico 0.8

mM.

Lavados. Tres lavados de 20 segundos con agua destilada.

Impregnacion con plata. Se mantuvo el gel, durante 10 minutos, en 100 ml de una

solucion de nitrato de plata 0.2% (p/v) y formaldheido 0.02775% (v/v).

Lavados. Dos nuevos lavados de 20 segundos con agua destilada.

Revelado. Se afiadieron 100 ml de la solucion de revelado, constituida por carbonato
sodico 6% (p/v), formaldheido 0.0185% (v/v) y tiosulfato sodico 16 uM. En el
momento en que aparecieron las bandas de proteinas, se lavo el gel con agua destilada,

e inmediatamente se afiadi6 la solucion de parada.

Parada. Adicion inmediata de una solucion de metanol 50% (v/v) y acido acético 12%

(v/v). Se mantuvo el gel un minimo de 5 minutos en la misma.
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3.5.2. Tincion con Azul Coomassie

Con esta técnica se detectan concentraciones de proteina del orden de 0.1-1
pg. El gel fue sumergido en una solucion de tincion compuesta por acido acético
glacial al 9.2% (v/v), metanol 45% (v/v) y Azul Coomassie R-250 al 0.25% (p/v)
durante 15-30 minutos con agitacion. La solucion de tincion se elimind entonces y se
sustituyo por la decolorante que contenia acido acético glacial al 15% (v/v) y metanol
al 45% (v/v). Se dejd agitando de nuevo y se hicieron frecuentes cambios de solucion
para eliminar el colorante extraido (Garfin., 1990). Esto se hizo durante el tiempo

necesario para que el fondo quedase claro y las bandas de proteinas patentes.

3.6. SECADO DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA

Tras la tincion de los geles, éstos se secaron entre dos papeles de celofan, para
su conservacion. A tal fin, se lavaron con agua y se sumergieron en una solucion de
glicerol al 3% (v/v) y metanol 30% (v/v), durante 30 minutos, con agitacion constante.
Al cabo de ese tiempo se colocaron sobre un papel de celofan, empapado en acido
acético al 3% (v/v), que a su vez iba sobre una bastidor y un marco de metacrilato. Se
coloco encima de los geles un segundo celofan, empapado de igual modo, con la
precaucion de no dejar ninguna burbuja de aire. Por ultimo se colocod el segundo
marco de metacrilato, y se sujeté un marco al otro con pinzas metalicas. Se dejo secar

todo el sistema al aire.

3.7. SECUENCIACION DE PROTEINAS

En aquellos casos donde fue necesario identificar inequivocamente una

proteina se acudid a la secuenciacion de las mismas. Dichos estudios fueron llevados a
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cabo en el laboratorio de proteindomica estructural. Instituto de Biomedicina , C.S.1.C.,

Valencia.

3.7.1. Digestion triptica y huella peptidica

Las banda de proteina escindida de un gel de poliacrilamida con SDS se
degradaron con tripsina pancreatica bovina (grado de secuenciacion, Roche) en un
digestor automatico ProGest (Genomic Solutions). La mezcla de péptidos tripticos se
dividié en dos alicuotas. Una de ellas, destinada a la obtencion de la huella peptidica
de la proteina nativa, se seco en un SpeedVac (Savant) y se disolvio en 5 pl de una
disolucion acuosa de acetonitrilo al 50% y TFA al 0.1%. La otra alicuota se disolvio
en 5 pl de tampoédn Hepes 10 mM, pH 9.0, conteniendo DTT 50 mM, y se incub6 a 65
°C durante 45 minutos. 0.85 pl de cada una de las muestras se depositaron en una
placa portamuestras, se dejaron secar a temperatura ambiente, y se les afiadio 0.85ul
de de una disolucion saturada de la matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma)
en acetonitrilo al 50% y TFA al 0.1%. Tras dejar secar a temparatura ambiente, la
composicion ("huella") peptidica se determind por espectrometria de masas con un
espectrometro de tiempo de vuelo Applied Biosystems Voyager-DE Pro utilizando las
opciones de extraccion retardada (delayed extraction) y modo reflectron. La
asignacion inicial de iones péptidicos a fragmentos de la proteina se realizé mediante
el programa PAWS, que compara las masas experimentales con las masas de los

péptidos tripticos teodricos.

3.7.2. Secuenciacion de iones

La secuenciacion de iones peptidicos se realizo utilizando un espectrometro de
masas hibrido triple cuadrupolo-trampa idnica lineal (QTrap, Applied Biosystems)
dotado de un sistema de ionizacién por nanoelectrospray. Los iones monoisotopicos

doble- o triplemente cargados seleccionados en el primer cuadrupolo (Q1) se

133



Materiales y Métodos

sometieron a fragmentacion inducida por colisién con nitrégeno en Q2. La energia de
colision fue de 30-40 eV, el tiempo de llenado de la trampa i6nica (Q3) fue de 250 ms,
y la velocidad de barrido fue de 1000 amu/s. Los espectros de fragmentacion fueron
interpretados manualmente 0 utilizando el programa MASCOT

(http://www.matrixscience.com).

3.8. CROMATOGRAFIA ANALITICA DE FILTRACION EN GEL

Se utilizaron dos columnas cromatograficas distintas, una de Superdex 75 HR
y otra de Superdex 200 HR 10/30, integradas en un sistema FPLC de Amersham
Biosciences. La calibracion de la columna se realizé utilizando proteinas marcadoras
estandar (Amersham Biosciences) de masa molecular y radio de Stokes conocidos:
ferritina (450000 Da, 61 A), catalasa (240000 Da, 52.2 A), aldolasa (160000 Da, 48.1
A), albimina sérica bovina (66000 Da, 35.5 A), ovoalbumina (45000 Da, 30.5 A),
quimiotripsindgeno (25000 Da, 20.9 A) y ribonucleasa (13.7 KDa, 16.4 A).

4. EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS
4.1. EXPRESION DE PROTEINAS EN E coli

La metodologia seguida consistio en la clonacion de la secuencia codificante,
de las proteinas maduras PrxII F, C59S, C84S y Trx O2 de guisante, en un vector de
expresion y posterior expresion en E.coli.
Reactivos y soluciones utilizados:

E.coli BL21 (DE3).
Vector: cDNA de la PrxIl F, C59S, C84S o de la Trx O2 (maduras) clonados en el

vector de expresion pET3d.
Medio LB (ver apartado 5.1 de la seccion de Materiales).
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Medio LB-Agar (ver apartado 5.1 de la seccion de Materiales).
Marcadores de seleccion: Ampicilina, (ver apartado 5.2 de la seccion de Materiales).
IPTG (ver apartado 5.2 de la seccion de materiales).

Tampoén Tris HCI 50 mM (pH 7.5).

Se transformaron por choque térmico bacterias BL21 (DE3) las
construcciones plasmitidcas de los distintos insertos que codificaban para las proteinas
maduras PrxIl F, C59S, C84S y Trx O2 insertados en el vector pET3d. Se sembraron
placas con LB-Agar suplementado con ampicilina para seleccionar los clones

positivos y se dejaron incubando durante una noche a 37°C.

Una vez crecidas las colonias, la sobreexpresion de la PrxIl F, sus variantes
mutantes o Trx O2 se estudié empleando como medio de cultivo LB con ampicilina.
Para ello se crecio un preinoculo de células en medio LB con 0.1 mg/ml de ampicilina
y a 37°C hasta que la absorbancia a 600 nm fue de 0.6 y con ¢l se inocul6 un cultivo
de mayor volumen. Este ultimo se incub6 a 37°C hasta que nuevamente alcanz6 una
absorbancia a 600 nm de 0.6, momento en que se afiadio IPTG a una concentracion
final de 1 mM, continuando el crecimiento durante 6 horas mas. Las células se
recogieron por centrifugacion a 8000 xg, 15 minutos. El pellet celular se almacen6 a -

80°C hasta su utilizacion.

Para resuspender las células después de su descongelacion se utilizo Tris HCI
50 mM (pH 7.5). Los extractos crudos solubles se obtuvieron por rotura de las células
con prensa French, pasandose dos veces a 60 MPa. El lisado se centrifugd durante 20

minutos a 15000 xg, a 4°C.

Los extractos se analizaron por electroforesis de proteinas en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE) en geles de poliacrilamida.
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4.2. PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

El proceso de purificacion de las proteinas recombinantes se llevo a cabo
utilizando un sistema FPLC de Amersham Biosciences en el que se integraron
distintas columnas cromatograficas, el equipo se encuentra provisto de un detector

optico a 280 nm que permite la visualizacion y andlisis del cromatograma.

Se controlo el proceso de purificacion por analisis electroforético y medida de
actividad enzimatica de las fracciones obtenidas de las columnas cromatograficas
después de cada paso. Se empled el método de Bradford para estimar el contenido
proteico de cada etapa de la purificacion

4.2.1. Purificacion de la Prxll Fy mutantes recombinantes

Reactivos y soluciones utilizados:

Sulfato amoénico.
Cloruro sodico.

Tampoén Tris HCL 25 mM (pH 8.0) (tampoén A).

Precipitacion con sulfato amonico.

Un ml de la proteina expresada se precipitd con sulfato amonico entre el 40%
y el 95% de saturacion y se resuspendioé en 1 ml de tampoén A. Posteriormente se

dializ¢6 frente a este mismo tampon.

Cromatografia de filtracion en gel (Sephacryl S-200).

La muestra dializada se inyect6 a una columna de filtracion en gel, Sephacryl

S-200 (1.6 x 60 cm), equilibrada con tampdén A que contenia 150 mM NaCl. Las
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proteinas se eluyeron a un flujo de 1.3 ml/min y se recogieron fracciones de 2.5 ml.

Para rastrear las enzimas se realiz6 analisis electroforético.

Cromatografia de intercambio i6nico (Mono Q).

El pico que presentaba la mayor concentracion de nuestra proteina se dializo
frente a 2 litros de tampén A. La muestra dializada se inyect6 a una columna Mono Q
HR 5/5 que habia sido equilibrada con tampoén A, la columna se lavd con el mismo
tampon a un flujo de 1 ml/min durante 50 ml y, seguidamente se aplicé un gradiente
de NaCl de 0 a 1 M durante 40 ml, la elucién se continué con 10 ml con el mismo

tampon con NaCl 1M. Se recogieron fracciones de 0.5 ml.

4.2.2. Purificacion de la Trx 02 recombinante

Reactivos v soluciones utilizados:

Sulfato amonico.
Cloruro sodico.

Tampoén Tris HCI 25 mM (pH 8.0) (tampoén A).

Para la purificacion de la Trx O2 recombinante de guisante se procedidé en
primer lugar a un calentamiento (80°C) durante 5 min. Las proteinas termolébiles
precipitaron y se separaron de las proteinas en solucion mediante centrifugacion. La
Trx O2 presente en la fase acuosa fue sometida a precipitacion con sulfato amoénico y
cromatografia de filtracion en gel (Sephacryl S-200) bajo las mismas condiciones en

que fue purificada la PrxII F.
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5. TECNICAS INMUNOLOGICAS.

5.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

Se prepararon anticuerpos frente a la PrxIl F madura de guisante. Para ello se
inyectaron a los conejos por via intramuscular 1.25 mg de proteina recombinante
purificada (ver apartado 4.2.1. de esta seccion de Metodologia), en cinco dosis de 250
ug cada vez, separadas por intervalos de 14 dias. La proteina se homogeneizo con 1
ml de adyuvante completo de Freund en la primera dosis y de adyuvante incompleto

en las cuatro restantes, usando un homogeneizador mecanico (Heidolph).

Las muestras controles de sangre se obtuvieron por extraccion de la vena
marginal de la oreja del conejo, realizandose una antes de empezar la inmunizacion
(suero preinmune control) y otra antes de cada nueva inyeccion. En la quinta
inoculacion se consiguid el titulo adecuado, que fue determinado por ELISA. La
sangria final se realizd por puncién cardiaca. En todos los casos se dejo coagular la
sangre a temperatura ambiente durante 5 horas, llevandose a 4°C durante toda la noche
para la retraccion del coagulo. Se centrifugd entonces a 3000 xg, durante 20 minutos y

a 4°C, recogiéndose el suero.

5.2. ELISA

Se llevo a cabo segin Engwall (1980) y Hermoso et al. (1987) en placas
microtitter de 96 pocillos de fondo plano (Dinatech Laboratories /nc.). Esta técnica se
utiliz6 tanto para la determinacion del titulo de anticuerpos del suero como para la

busqueda de la PrxII F y Trx O2 en matrices mitocondriales.

Reactivos v soluciones utilizados:

Tampodn de fijacion: Na,CO3/NaHCO; 50 mM (pH 9.6), azida sddica al 0.02% (p/v).
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Tampén PBST: PBS (H,KPO4-HNa,PO4 20 mM (pH 7.4), NaCl 0.15 M), con Tween
20 al 0.05% (v/v).

Tampon PBSA: PBS con albimina sérica bovina al 0.1% (p/v).

Tampon PBSTA: PBST con albiimina sérica bovina al 0.1% (p/v).

Solucion sustrato: ortofenilén-diamina 0.04% (p/v) y H,O, 0.04% (v/v) en tampon
citrato-fosfato 0.1 M (pH 5.0). Es de preparacion extemporanea.

Solucion de H,SO, 4N.

Anticuerpo primario policlonal de conejo frente a la PrxII F de guisante.

Anticuerpo secundario: anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Sigma).

Se utilizo la técnica no competitiva, siguiendo el protocolo que se describe a

continuacion:
Fijacién. Se fijo el antigeno (proteina) sobre los pocillos, depositando en cada uno de
ellos una solucion de 1 pg/ml de antigeno en tampon de fijacion y se incubo a 37°C

durante 3 horas o bien toda la noche a 4°C.

Lavados. Se lavaron los pocillos tres veces con tampéon PBST, utilizando 360 puL por

pocillo cada vez, y dejando estar 3 minutos cada lavado.

Bloqueo. Los posibles enlaces inespecificos se bloquearon agregando a cada pocillo

360 pL de PBSA y se dejo la placa a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Anticuerpo primario. Se eliminé el PBSA y se afiadiéo a los pocillos 200 pL de

diluciones seriadas 1/5 del suero en tampon PBSTA. Se incub6 a 37°C durante 1 hora.

Lavados. Se realizaron una nueva serie de lavados como los descritos anteriormente.
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Anticuerpo secundario. Se le afiadi6 a cada pocillo 200 puL de anticuerpo secundario

conjugado con peroxidasa frente a IgG de conejo diluido 1/10000 con tampon

PBSTA, y se incub6 a 37°C durante 1 hora.

Lavados. Se hizo como las veces anteriores.

Sustrato. Se le afnadieron a cada pocillo 200 pL de la solucién sustrato, preparada

extemporaneamente, y se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Parada. Se detuvo la reaccion por adicion de 100 pL. de H,SO4 4N a cada pocillo.

Lectura. Se ley¢6 la densidad optica a 492 nm en un lector de placas Titertek Multiscan

II Plus.

5.3. WESTERN BLOT

El ensayo de Western-blot se emplea para detectar y cuantificar la cantidad de
una proteina presente en una muestra. Para ello, las proteinas son sometidas a
electroforesis en gel de poliacrilamida adicionado de SDS (SDS-PAGE) separandose
en funcidén de su tamafio y posteriormente son transferidas a una membrana. La
deteccion de las proteinas en la membrana o filtro se realiza gracias a la union
especifica de un anticuerpo frente a la proteina a estudiar. De forma similar al marcaje
y deteccion de sondas de acido nucleico, se puede marcar directamente el anticuerpo o
detectarlo mediante la unién de una proteina ligante (o anticuerpo secundario)

marcada a su vez, tanto empleando isétopos como técnicas no radiactivas.

5.3.1. Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Reactivos v soluciones utilizados:

Tampon de transferencia: Tris base 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20% (v/v).
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Tras la electroforesis se transfirieron las proteinas del gel a una membrana de
nitrocelulosa (Schleicher & Schuell), utilizando el sistema de transferencia
Miniprotean System Il (BioRad). La transferencia se llevd a cabo en tampon de

transferencia durante 1 hora, utilizando una corriente de 150V.

5.3.2. Hibridacién y andlisis de blots de proteinas

Reactivos vy soluciones utilizados:

PBS: H,KPO,-HNa,PO, 20 mM (pH 7.4), NaCl 150 mM.

Solucion de bloqueo: Leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en PBS.

PBST: H,KPO4-HNa,PO, 20 mM (pH 7.4), NaCl 15 mM, Tween 20 al 0.05% (v/v).
Anticuerpo primario policlonal de conejo frente a la PrxII F o Trx 02 de guisante.
Anticuerpo secundario: anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Sigma).

Kit de de deteccion: “Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus”

(PerkinElmer Lifesciences).

Una vez transferidas las proteinas a la membrana, se procedi6 al bloqueo de la
misma durante 2 horas a temperatura ambiente o una noche a 4°C en solucién de
bloqueo. Tras este periodo de incubacion, se afiadié anticuerpo frente a la PrxIl F o
Trx 02 de guisante en una dilucion 1:7500 en solucién de bloqueo, y se incubd durante

dos horas y media a temperatura ambiente o una noche a 4°C.

A continuacién se lavo la membrana 3 veces en PBST durante 10 minutos
cada vez y se incubd con el anticuerpo secundario anti-IgG frente a conejo conjugado
con peroxidasa, diluido 1:10000 en solucion de bloqueo, durante 2 horas a temperatura

ambiente. Se lavo de nuevo la membrana 3 veces en PBST durante 10 minutos.

Por ultimo se llevd a cabo la deteccion utilizando el kit de deteccidon basado en

una reaccion de quimioluminiscencia.
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5.4. INMUNOCITOQUIMICA PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA.

5.4.1. Preparacion del tejido

Reactivos y soluciones utilizados:

Fijador: glutaraldehido al 2.5% (v/v) en tampodn cacodilato sodico 0.05 M (pH 7.4).
Tampoén cacodilato sodico 0.05 M (pH 7.4).

Soluciones de etanol de 30%, 50%, 70%, 90% y 100% (v/v).

Resina Unicryl.

Se cortaron secciones de 1 mm de la parte central de hojas jovenes de guisante

crecidas durante 14 dias tras tres horas de iluminacion.

Los cortes se fijaron con glutaraldehido al 2.5% (v/v) en tampon cacodilato
sodico 0.05 M (pH 7.4) durante 2 horas a vacio, y posteriormente se realizaron tres
lavados de 30 minutos con tampon cacodilato sédico 0.05 M (pH 7.4) a 4°C. Las
muestras se deshidrataron por pasos sucesivos en soluciones crecientes de alcohol,
entre el 30% y el 100% (v/v), y se incluyeron en Unicryl. Los cortes ultrafinos se

obtuvieron con un ultramicrotomo y se recogieron en rejillas de niquel.

5.4.2. Inmunolocalizacion

Reactivos y soluciones utilizados:

PBS: H,KPO4,-HNa,PO, 20 mM (pH 7.4), NaCl 150 mM.

Solucion de bloqueo: albumina sérica bovina al 5% (p/v) en PBS.

Acetato de uranilo al 0.1% (p/v).

Citrato de plomo al 2% (p/v).

Anticuerpo primario policlonal de conejo frente a la PrxII F de guisante.

Anticuerpo secundario: anti-IgG de conejo marcado con particulas de oro coloidal de

15 nm.
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Los ensayos se realizaron por flotacion de las rejillas sobre gotas de volumen
adecuado de los reactivos en papel de parafilm. Todos los pasos se realizaron a

temperatura ambiente.

Primero se procedid al bloqueo de los posibles sitios de union inespecificos
con la solucion de bloqueo durante 1 hora. Posteriormente las rejillas se transfirieron a
una solucion de anticuerpo frente a la PrxIl F de guisante en una dilucion 1:150 en
solucion de bloqueo, y se incubd durante dos horas. Se lavaron a continuacion las
rejillas con PBS 5 veces, durante 5 minutos cada vez y se incubaron durante dos horas
con anti-IgG marcada con oro coloidal diluida 1:10 en solucion de bloqueo. Tras la
incubacion, las rejillas se lavaron de nuevo con PBS 6 veces durante 3 minutos cada

vez, y después se lavaron con agua bidestilada dos veces, durante 3 minutos.

Las rejillas se secaron y finalmente las secciones se tifieron con acetato de
uranilo al 0.1% (p/v) en agua bidestilada durante 20 minutos, se lavaron con agua
bidestilada, se secaron y, por ultimo, se post-tifieron con citrato de plomo al 2% (p/v)
durante 1 minuto y se lavaron de nuevo con agua bidestilada.

Paralelamente se prepararon controles sustituyendo el primer anticuerpo por
IgG preinmune a la misma concentracion.

6. ENSAYOS ENZIMATICOS

6.1. ENSAYO DE PROTECCION DE DNA

La actividad antioxidante de la PrxIl F recombinante de guisante y de los

Mutantes C59S y C84S se determiné en un ensayo de proteccion de DNA frente al
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dafio producido por las especies de oxigeno reactivo producidas como consecuencia

de la reduccion de Fe (III) por DTT.

Reactivos v soluciones utilizados:

FeCl; 3.3 uM, es de preparacion extemporanea.

DTT 10 mM, es de preparacion extemporanea.

DNA plasmidico (PEYFP): 1ug

BSA, PrxIl F, C59S o C84S recombinante de P. sativum (20ug).

Reactivos especificos para electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Se incub6 una mezcla compuesta por FeCl; 3.3 uM, DTT 10 mM, PrxII F,
C598, C84S, o albiimina (20 uM), en Tris-HCI 25 mM (pH 8) en un volumen final de
20 ul. La mezcla de reaccion se incubo durante una hora y tras la adicion del vector
plasmidico PEYFP (CLONTECH) se incub6 9 horas mas a 37°C. Los productos de la

reaccion se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y tincion con

bromuro de etidio.

6.2. ACTIVIDAD PEROXIDASA DEPENDIENTE DE DTT

Este ensayo estd basado en la capacidad que tienen las Prx de utilizar al DTT
como donador de electrones y asi poder reducir hidroperoxidos. Se llevo a cabo el

ensayo como describe Thurman ef al. (1972) con algunas modificaciones.

Reactivos v soluciones utilizados:

Tampoén Tris HCI 250 mM (pH 8.0).

DTT 50 mM, es de preparacion extemporanea.

Prx de P. sativum recombinante.
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H,0, 100 uM, es de preparacion extemporanea.
Acido tricloroacético al 10% (p/v).
Sulfato ferroso amonico 10 mM, es de preparacion extemporanea.

Tiocianato potasico 2.5 M.

Con el fin de reducir los puentes disulfuros formados entre los residuos de
cisteina cataliticos se inicid el ensayo con una mezcla de preincubaciéon que contenia
en un volumen de 300 uL, 50 uM Tris HCI (pH 8.0), 4 mM DTT vy diferentes
concentraciones de las Prx recombinantes. Después de 10 minutos de preincubacion a
37°C se anadieron 300 pL. de H,O, 100 uM y se incubd nuevamente 10 minutos a
37°C. La reaccion se par6 anadiendo 150 pL. de una solucion de acido tricloroacético
al 10% (p/v). El precipitado de proteina se eliminé mediante una breve centrifugacion
y se afiadio a la mezcla de reaccion 200 ul de sulfato ferroso aménico 10 mM y 100
uL de tiocianato potasico 2.5 M; éstos reaccionan con el hidroperéxido remanente
formando un complejo purpura. La concentracion de perdxido se determind
espectrofotométricamente a 480 nm usando cantidades conocidas de peroxido como

estandar.

7. MICROCALORIMETRIA

Isothermal titration Calorimetry (ITC) — Los analisis fueron llevados a cabo
en un microcalorimetro VP-Microcalorimeter (MicroCal, Northampton, MA, USA) a
la temperatura de 25°C. Las proteias PrxIl F, C59S, C84S fueron dializados frente a

Tris-Cl 25 mM pH 7.5, 0.1 mM DTT.
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Las concentraciones de proteinas fueron determinadas mediante ensayo de
Bradford excepto para los sueros a los que no se les hizo la determinacion del
contenido proteico. Cada titulacion consistid en un serie de inyecciones de 1.6 pl de
PrxII F, C59S o C84S (a una concentracion de 65 uM) en una disolucion de 2 uM de
Trx. Las medias de cambios de calor observado en la inyeccion de Prx al tampon
fueron restadas de las titulaciones de Trx con Prx. El ajuste de los datos resultantes se
hizo utilizando el modelo de “One binding site” de ORIGIN. De este ajuste se
obtienen directamente los pardmetros AH (cambio de entalpia) y K, (constante de
asociacion, K,=1/Kp). A partir de estos parametros se calcularon los cambios de la
energia libre de Gibbs (AG) y los cambios de entropia (AS) utilizando la ecuacion: AG

=-RT InK, = AH - TAS, donde R es el constante de gas y T la temperatura absoluta.

Los sueros pre y postinmune fueron dializados frente al tampén Tris-Cl 25
mM pH 7.5, 0.1 mM DTT, diluidos dos veces en el mismo tampoén e introducidos en
la célula del microcalorimetro. Ambas muestras fueron valoradas con inyecciones de
1.6 ul de Prx 183 uM. Considerando que aproximadamente un 2% de las proteinas de
un suero se corresponden con los anticuerpos especificos para una determinada
proteina, se estim6 que la concentracion de anticuerpos especificos para la Prx era de
10 uM. Debido a esta estimacion los valores termodinamicos obtenidos han de ser

considerados con cautela.
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8. DETERMINACION DE LOS GRUPOS TIOL

La determinacion de los grupos sulthidrilo (-SH) de proteinas se determiné a
fin de saber si los grupos tiol se encontraban expuestos al medio y para ello se acudio
al conocido Test de Ellman (1959). El DTNB reacciona con los grupos —SH y se libera
el TNB, que absorbe a 412 nm a una concentracion molar igual a la de los grupos —SH

que reaccionan.

00C coo
R—SH _
Figura 19. Reaccién del DTNB con
O,N g los grupos SH libres
-00C
R—S—S NO,
fololo}

Reactivos

DTNB

Tampon fosfato 100 mM pH 7.5
PrxII F o Mutatantes

Agua bidestilada

Se incubo la proteina en cuestion (PrxIl F, C59S o C84S) a una concentracion

de 60 uM con 2mM de DTNB en tampon fosfato 100 mM pH 7.5, en un volumen
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final de 1 ml. Seguidamente se midi6 la absorbancia de la mezcla a 412 nm y el
contenido total de grupos tiol libre se calculé asumiendo un coeficiente de extincion

molar (g ) del TNB de 14.150 M ecm™.

9. DETERMNACION DEL POTENCIAL REDOX

Para la determinacion del potencial redox de las proteinas se usé el método

fluorimétrico descrito por Hirasawa et al. (1999).

Reactivos

Acido tricloroacético (TCA)

DTT reducido (disuelto en agua): 100 mM

DTT oxidado (disuelto en etanol): 100 mM

MOPS 500 mM pH 7

Proteina 100 pg

Monobromobimane (MBB) 250 mM en Acetonitrilo

Procedimiento:

Preparar 18 tubos a los que se agregan cantidades crecientes de DTT reducido
sobre concentraciones decrecientes de DTT oxidado siguiendo un esquema de la tabla
6

Afadir a cada vial 100 pg de proteina (200 ul) y MOPS 100 mM (100 pl).

Incubar la mezcla 3 horas a temperatura ambiente.

Adicionar a cada vial 22 pl de MBB (10 mM).

Incubar 30 min en oscuridad y temperatura ambiente.

Afadir 500 pL. de TCA al 20% a cada vial.
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Incubar 30 min en hielo.

Centrifugar 15 minutos a 4°C.

Eliminar bien el sobrenadante y lavar el pellet con 500 uL. de TCA al 1%.
Incubar 10 min en hielo.

Centrifugar 15 min.

Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet con 500 pL. de TCA al 1%.
Incubar 10 min en hielo.

Centrifugar 15 min.

Secar el pellet durante 5 min manteniendo los viales invertidos.
Resuspender el pellet en 1 ml de Tris-Cl 100 mM pH 8, y SDS al 1%.
Incubar 30 min.

Medir en espectrofluorimetro: la excitacion y absorcidon tuvieron lugar a 380

y 450 nm respectivamente.

Tabla 6. Gradiente de DTT oxidado /DTT reducido

DTT Ox
(]

100 | 100 | 99 [ 98 96 94 90 80 70 60 50 40 30 20 10 5 25 0

DTT red
(1)

DTT oxid DTT red

10. AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS

Para la purificacion de mitocondrias se siguido el método descrito en LIJS

Methods, 21/02/00. El proceso se llevd a cabo en camara fria y todos los materiales y

reactivos usados se encontraban a la temperatura de 4°C
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Reactivos

Tampoén de extraccion: manitol 0.3 M, TES-NaOH 50 mM (pH7.5), BSA 0.5% (p/V)
PVP-40 0.5%, EGTA 2mM y cisteina 20 mM (afiadida extemporaneamente).

Tampon de gradiente 2x: manitol 0.6 M, TES 20 mM (pH 7.5) y BSA 0.2% (p/V).
Tampon de lavado: manitol 0.3 M y TES-NaOH 10 mM (pH 7.5).

Solucion de percoll al 20%: tampon de gradiente 2x (15 ml), Percoll (6ml) agua (9
ml).

Solucion de percoll al 28%: tampon de gradiente 2x (10 ml), Percoll (5.6 ml) agua (4.4
ml).

Soluciéon de percoll al 50%: tampon de gradiente 2x (2.5 ml), Percoll (2.5 ml) agua
(4.4 ml)

Se homogenizaron 100 g de hojas de guisante o de tubérculos de patata en 100
ml de tampdn de extraccion en una exprimidora. El estrujado se filtr6 a través de una
membrana de miracloth. Dicho filtrado se centrifugé en tubos de 250 ml a 1500 xg
durante 15 minutos. El sobrenadante se volvio a centrifugar a 18.000 xg otros 15
minutos. El pellet obtenido se resuspendié muy suavemente en 1 ml de tampén de
lavado con la ayuda de un pincel. Esta resuspension fue depositada en la parte
superior de un tubo de 40 ml que contenia un gradiente discontinuo de percoll que
constaba de tres capas: 5 ml de una solucion de percoll al 50%, 10 ml de pecoll al 28%
en la fase intermedia y 15 ml de percoll al 20% en la capa la mas superficial. La
mezcla se centrifugé a 40.000 xg durante 30 minutos. Tras la centrifugacion podia
verse un halo blanco en el fondo del gradiente de 28% de percoll correspondiente a las
mitocondrias. Todo el volumen que descansaba sobre éstas fue eliminado mediante
succion y las mitocondrias se tomaron suavemente con una pipeta de 5 ml a la que se
le adapt6 una punta cortada en su extremo a fin de hacer la zona de succion mas ancha
y evitar la rotura de las mitocondrias. Posteriormente éstas fueron transferidas a otro
tubo limpio al que se afiadieron 25 ml de tampon de lavado y la mezcla centrifugd a

18.000 xg durante 10 min. El sobrenadante se elimind cuidadosamente y las
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mitocondrias se volvieron a lavar con otros 25 ml de tampon de lavado en las mismas

condiciones. Finalmente las mitocondrias se resuspendieron en Tris-Cl 25 mM pH 7.

11. DETERMINACION DE LA FLUORESCENCIA DEL TRIPTOFANO

Cuando en las proteinas se producen cambios conformacionales, éstos pueden
llegar a ser determinados mediante la observacion de un cambio en la fluorescencia
intrinseca de los grupos triptdfano de dichas proteinas. Esta técnica pudo ser utilizada
para la PrxII F y las proteinas mutantes C59S y C84S ya que poseen varios triptéfanos

en su secuencia aminoacidica.

Todas las muestras se dializaron frente al tampon Tris-Cl 25mM pH 8. Se
trabajo a una concentracion proteinica de SuM disuelta en el mencionado tampon y se
midid en un fluorimetro a 25°C. Las muestras fueron excitadas a 295 nm y la emision
de fluorescencia se recogié entre 300 y 400 nm. A los valores obtenidos se les resto la

fluorescencia emitida por el propio tampoén.

12. ENSAYOS IN VIVO

12.1. TRATAMIENTOS DE ESTRES OXIDATIVO

Los tratamientos de estrés oxidativo se llevaron a cabo en los cultivos
hidroponicos descritos en el apartado 1 de la seccion de materiales. Los estreses se

realizaron sobre plantas de diez dias con diferentes agentes: NaCl (25 y 50 mM) y
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Cd,Cl (10uM) durante 10 dias y s6lo 12-24 horas para los tratamientos en fri6 a 4°C.
Cada tratamiento realizado sobre cultivo hidropénico albergd dos controles, con y sin

aireacion. Las soluciones fueron renovadas cada dos dias.

Se recogieron posteriormente muestras de hojas o raices a distintos tiempos
tras el tratamiento aplicado: 0, 6, 12, 24 y 48 horas. Las muestras se congelaron en

nitrogeno liquido y se guardaron a -80°C hasta su utilizacion.

13. CRISTALIZACION Y RESOLUCION DE LA ESTRUCTURA DE LA
PRXII F RECOMBINANTE

Los experimentos de cristalizacion se realizaron por el método de difusion de
vapor en “gota colgante” (Chayen., 1998) a 293 K en placas de 24 pocillos DVX
(Hampton Research). Se utilizaron para el “screening” los reactivos correspondientes

al kit de Hampton Research 2-110 y se siguieron las instrucciones del fabricante.

La enzima utilizada en las pruebas de “screening” se encontraba purificada a
homogeneidad a una concentracion de 10 mg/ml en tampon Tris HCI 20 mM (pH 7.5),

NaCl 150 mM.

Los experimentos de cristalizacion se realizaron por el método de difusion de
vapor en “gota colgante”. El método consiste en el establecimiento de un intercambio
de masa en fase gaseosa entre un pequefo volumen en el que se encuentra contenida la
proteina en presencia de un agente precipitante, y un gran volumen en el que se
encuentra el agente precipitante a una concentracion mas elevada (normalmente es
2x). La gota que contiene a la proteina pierde paulatinamente volumen y se concentra
a una velocidad suficientemente ralentizada como para entrar lentamente en la zona de

nucleacion del diagrama de fases, formar unos primeros nucleos de cristalizacion, y
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finalmente hacerlos crecer desplazandose a lo largo de la linea de sobresaturacion

(Chayen., 1998, MacPherson., 1999) (figura 20).
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[Proteina]

Curva de sobresaturacion

~|’ — Zona metaestable. |
3 Curva de solubilidad
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>
»

[Agente precipitante]

Figura 20. Diagrama de fases en el proceso de cristalizacion de proteinas.

Existen diferentes aproximaciones al problema de la buisqueda de condiciones
de cristalizacion. Para el establecimiento de éstas en el caso de la PrxIl F de P.
sativum se utilizo el kit de Hampton Research 2-110, basado en un disefio de reactivos

al azar que permite la exploracion de 50 combinaciones diferentes de agentes

precipitantes y aditivos a distintos valores de pH.

Los experimentos de “screening” se realizaron a una concentracion de enzima
de 10 mg/ml y a una temperatura de 20°C. Se utilizé un tampoén de baja fuerza ionica
(20 mM) debido a que uno de los parametros a rastrear en la biisqueda de condiciones
de cristalizacion es el pH, de ahi que sea importante que el pH del tampon de la

proteina sea facilmente desplazable por el de las condiciones del kit.
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La recoleccion de los datos fue llevada a cabo a 100 K de un cristal
crioprotegido mediante unos minutos de incubacién en una solucion que contenia 20%
de glicerol (v/v), citrato 100 mM pH 5.6,5 mM DTT, 20% (m/v) de PEG 2000 y 1%
(v/v) de 2-propanol. Las imagenes obtenidas mediante la difraccion por rayos X
fueron grabados en el detector Platinum 200 CCD montado en un ganiémetro de 4
circulos Kappa con radiacion Cu Ka de un micro-focus Microstar generador de anodo
rotatorio (BrukerAXS) ubicado en los laboratorios de Estudios Cristalograficos de la
unidad CSIC-Universidad de Granada. Los datos se procesaron con SAINT y llevados
a escala con XPREP ( Broker,Madison,WI,USA).EI reemplazamiento molecular fue
llevado a cabo con AMoRe (Navaza, 1994) usando las coordenadas generadas por el
servidor EasyPred3D web Server 1.0 (Lambert et al., 2002) como modelo de

busqueda.

14. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Todos los resultados se expresan como media aritmética £ SEM. Las
diferencias entre las medias se establecieron por un t-test de Student. Para realizar el

analisis estadistico se utilizo el programa estadistico SigmaStat 2.
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1. AISLAMIENTO DEL cDNA QUE CODIFICA LA PRXII F DE P.sativum
Para el aislamiento del cDNA que codifica la PrxIl F de guisante se optd por
una estrategia basada en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para ello se
realizd un alineamiento previo de la estructura primaria de la enzima PrxIl F de
arabidopsis (la Unica conocida hasta aquel momento) con otras secuencias parecidas
de la base de datos (figura 21) y se seleccionaron, para diseflar dos cebadores
heter6logos que permitieran obtener parte de la secuencia, dos zonas correspondientes
a motivos peptidicos altamente conservados en estas enzimas. Asi disefiamos el
cebador Prx A, que codificaba la secuencia peptidica LQKARSW vy el cebador Prx B,

usado como cebador inverso, que codificaba la secuencia peptidica DLSAALL.

zea mays MAATLARRA----GRSAATTLWG--AARGFASVG--SD1VSAAPGVSLQKARSWDEGVAT 52
rice MASALLRKATV-GGSAAAAAARW--ASRGLASVGSGSD I VSAAPGVSLQKARSWDEGVAT 57
arabidopsis MAMSILKLRNLSALRSAANSARIGVSSRGFSKLAEGTDITSAAPGVSLQKARSWDEGVSS 60
Kk == - skk - g
. ttooTTTTe szx---;»
zea mays KFSTTPLKDIFYGKKVV IFGLPGAYTGVCSQAHVPSYKKN IDKLKAKG IDSVICVAVNDP 112
rice NFSTTPLKD I FHGKKVV I FGLPGAYTGVCSQAHVPSYKNN I DKLKAKGVDSVICVSVNDP 117
arabidopsis KFSTTPLSDIFKGKKVVIFGLPGAYTGVCSQQHVPSYKSHIDKFKAKGIDSVICVSVNDP 120
****** *Kkxk *xkxk *** Fedede - % - Khkk
zea mays YVLDGWAKKLDAKDT IEFYGDFDGSFHKSLDLE I DLSAALLGRRSHRWSAFVDDGKIKSF 172
rice YALNGWAEKLQAKDA I EFYGDFDGSFHKSLDLEVDLSAALLGRRSHRWSAFVDDGKIKAF 177
arabidopsis FAINGWAEKLGAKDAIEFYGDFDGKFHKSLGLDKDLSAALLGPRSERWSAYVEDGKVKAV 180
-_--*** -k% *** . - _*_*** *
h Prx B
zea mays NVEEAPSDFKVSGAEVILDQI 193
rice NVEVAPSDFKVSGAEVILDQI 198
arabidopsis NVEEAPSDFKVTGAEVILGQI 201
KhKd Fhhkhkhkk - E = = = = . *%k

Figura 21. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las PrxII F de
Arabidopsis thaliana (numero de acceso At3g06050), Oryza sativa (ntimero de acceso
AU070430) y maiz (numero de acceso no disponible). Los asteriscos indican residuos
idénticos, con dos puntos se indican residuos conservados y con un punto los
semiconservados. En rojo se representan los motivos peptidicos utilizados para el

disefio de los cebadores heterdlogos.
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Con estos cebadores se disefid una primera reaccion de PCR, utilizando como
molde cDNA de hojas jovenes de guisante, y se obtuvo una banda de unas 344 pb
(figura 22.A) que se cloné en pGEM-T y se secuencio. Tanto la secuencia nucleotidica
obtenida como la secuencia aminoacidica deducida se compararon con las secuencias
disponibles en las bases de datos y se observo que presentaba una alta homologia con

la enzima PrxII F conocida (figura 22.B).

La secuencia obtenida nos sirvi6 para disefiar a partir de ella cebadores
homologos que permitieran dilucidar el resto de la secuencia. Asi para obtener el
extremo carboxilo se utilizo el cebador Prx C, correspondiente a la secuencia peptidica
DLSAGLL, y un oligo dT. El extremo amino se obtuvo mediante 5'RACE usando
como cebadores internos los cebadores Prx D y Prx E, correspondientes a las
secuencias peptidicas TVNAWAEK y DKFKAKGV respectivamente. En las
reacciones correspondientes al 5’'RACE se obtuvo finalmente una banda de unas 700
pb (figura 23.A) y en la reaccion de PCR para obtener el extremo carboxilo se
obtuvieron dos bandas que diferian tan sélo en unas 93 pb, presentando unas 309 y

402 pb respectivamente (figura 23.B).
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A
344 pb —> - .
B

PrxIl F LQKARTWDEGVES 13
arroz MASALLRKATVGGS-AAAAAARW--ASRGLASVGSGSD I VSAAPGVSLQKARSWDEGVAT 57
arabidopsis METSILKLRNLSALRSAANSARIGVSSRGFSKLAEGTD I TSAAPGVSLQKARSWDEGVSS
PrxIl F KFSTTPVND IFKDKKVWV IFGLPGAY TGVCSSKHVPPYKHN I DKFKAKGVDSVICVAINDP 73
arroz NFSTTPLKD IFHGKKVWV IFGLPGAYTGVCSQAHVPSYKNN I DKLKAKGVDSVICVSVNDP 117
arabidopsis KFSTTPLSDIFKGKKWV IFGLPGAYTGVCSQQHVPSYKSHIDKFKAKGIDSVICVSVNDP 120

:*k'kkk: _*—kk:' . *‘*’\‘-*!\‘ :**'*:*‘k*‘*:*‘***‘*‘*: :**'*
PrxIl F YTVNAWAEKTQAKDAIEFYGDFDGSFHKSLELTTDLSAGLL. 114
arroz YALNGWAEKLQAKDA I EFYGDFDGSFHKSLDLEVDLSAALLGRRSHRWSAFVDDGKIKAF 177
arabidopsis FAINGWAEKLGAKDA I EFYGDFDGKFHKSLGLDKDLSAALL GPRSERWSAYVEDGKVKAY 180

oo * . Fkkk - . * Fhhk . *k
PrxIl F
arroz NVEVAPSDFKVSGAEVILDQI 198
arabidopsis NVEEAPSDFKVTGAEVILGQI 201

Figura 22. A. Producto obtenido mediante PCR de ¢cDNA de hojas de guisante
utilizando los cebadores Prx A y Prx B. B. Secuencia aminoacidica deducida del
producto de la reaccion de PCR y comparacion con las secuencias correspondientes a

otras PrxII F.
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A B
700 pb —»
402pb —> (8 |
309pb —> [k |

Figura 23. A. Producto obtenido en el 5'RACE. B. Productos obtenidos en la reaccion
de PCR de cDNA de hojas jovenes de guisante utilizando los cebadores Prx C y el
oligo dT.

Las bandas obtenidas en la reaccion de PCR con el oligo dT diferian en
tamafio y en la distinta posicion en que se encontraba la cola de poliadenilacion. Asi la
banda de mayor tamafio presentaba 93 pb mas que la otra. En la figura 24 se muestra

unicamente el alineamiento de extremo 3 "UTR.
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Corto  ACTTTCTGTTGATTTATAGGAATCTAACAAGTCTTCAATAAACTTGTCTTCATCAATGAC 60
Largo ACTTTCTGTTGATTTATAGGAATCTAACAAGTCTTCAATAAACTTGCCTTCATCAATGAC 60

Corto AAGTGTTTAATAAAACAAAAACATATATGGAACTAGAAAAAGCAGCAGAAAATTACCTTC 120
Largo AAGTGTTTAATAAAACAAAAACATATATGGAACTAGAAAAAGCAGCAGAAAATTACCTTC 120

Corto  AAGGTGGATACCAAGTTTGCTCTAA-—————————— = ———mm oo
Largo AAGGTGGATACCAAGTTTGCTCTAATACCATTTCAGATATCTTTTCTTTCCAATTGAGAT 180

Corto  ——————— === e
Largo TATGCTCTTGAAGTTACTGTATCTGTTATTGCAAATGCATCTTATTGAAGTGTTTTGAAA 240

Corto  AAAAAAAAAAAAAAAAAAA 164
Largo AAAAAAAAAAAAAAAAA 257

Figura 24. Comparacion de las secuencias de los dos extremos 3'UTR denominados
“corto” y “largo” obtenidas para la PrxII F mediante PCR de cDNA de hojas de

guisante usando los cebadores Prx Cy dT.

Tal y como se refleja en la figura 25, la region aminoacidica codificante de

ambos fragmentos (corto y largo) presentaba gran homologia con otras PrxII F.

PrxIIF DLSAGLLGIRSERWSAYVVDGKVKALNVEESPSDVKVSGAETILGQI
arabidopsis DLSAALLGPRSERWSAYVEDGKVKAVNVEEAPSDFKVTGAEVILGQI
arroz DLSAALLGRRSHRWSAFVDDGKIKAFNVEVAPSDFKVSGAEVILDQI

*kkkk kkk kk kkkk.k kkk.kk *kkk .kkk kk.kkk kk k%

Figura 25. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del extremo carboxilo terminal
deducida de los productos obtenidos en la reaccion de PCR de ¢cDNA de hojas de

guisante utilizando los cebadores Prx C y oligo dT con otras PrxII F de vegetales.
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La secuencia de DNA obtenida del 5'RACE presentaba un codon de
iniciacion a partir del cual se codificaba una secuencia aminoacidica con baja

homologia respecto a las enzimas PrxIl F conocidas (figura 26).

PrxIIF MATSVINRLRSSSTTKSLSSVLHGIRSYAKVATGTDILSAASNVSLQKARTWD 53

arroz MASALLRKATVGGSAAAAAARWAS -RGLASVGSGSDIVSAAPGVSLQKARSWD 52

maiz MAATLARRA- - -GRSAATTLWGAA-RGFASVG- -SDIVSAAPGVSLQKARSWD 47

arabidopsis MSILKLRNLSALRSAANSARIGVSSRGFSKLAEGTDITSAAPGVSLQKARSWD 53
* . . . . L ckKk kkk | kkkkkkk kK

Figura 26. Alineamiento de la secuencia aminoacidica deducida del producto de

5'RACE (Amino) con otras PrxIl F de vegetales conocidas.

2. AISLAMIENTO DEL DNA GENOMICO DE LA PRXII F DE P. sativum

Para conocer la region promotora de la PrxII F se acudi6 a la técnica de PCR
Walking que nos permite “caminar” sobre el DNA genoémico (gDNA) sin necesidad
de utilizar un segundo oligonucledtido especifico. Disefiamos dos parejas de oligos
homologos, y reversos. Las dos reacciones consecutivas de dicha técnica consiguieron
reamplificar varios fragmentos. En la figura 27 pueden verse las bandas de PCR
obtenidas segun el banco de gDNA digerido que se us6 como molde. Todos los
bancos de gDNA usados dieron al menos un producto de PCR excepto el gDNA que

fue digerido con la enzima Pvu II donde no apareci6 ninguna banda.
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M EcoRI Sspl Dsal Pvull Hpal Scal Stul
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Figura 27. Resultado del PCR-Walking. En la primera calle se sitia el marcador de
peso molecular (M) y en las siguientes las bandas que aparecieron en cada PCR-

Walking segtin el banco de DNA digerido que se uso.

Cada una de las bandas que aparecid fue cortada del gel, purificada con kit,
clonada en pGEM-T vy secuenciada. Los alineamientos de las secuencias revelaron
como el gDNA contenido en las bandas de bajo peso se encontraba también formando
parte del gDNA de las bandas de mayor tamafio por lo que se aseguraba una

especificidad a la hora de seleccionar la regién promotora.
Mediante esta técnica se pudo llegar a conocer una regioén promotora de 1755

pb aguas arriba del codén de inicio de la transcripcion “ATG”. La figura 28 muestra

la secuencia gendmica del promotor de la PrxII F.
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CGCCCGGGGAGGTTTCGTTGACTTATATTTGCATATTTTGATTATCTTTAGTCTCAATATTGCCTAGCCT
TCACGAGTGTTCACAAATTAATAGATGACTAGAGATAGTGTTGGAATGAATGTTGGACTCACAAAACACA
TAAACGAAATTAAACAACTATGTTAGAAGAAACAATTGCATATTGTAGATCAACCATGGCAGCTTCGGGG
GTGGACGAAAGATTTTCCATCTCGAAGGTGTAGGAGCAGCTACATGGAATAGAGGTGCATCCACCATTGT
CAAGTTTGAGATATGCAGAAATCCCTTTACAAACTTGTCATTTCTTAATGGTGGTTGCTCCGATGGCGGT
CGAAAAAACAGAAAGGGAGGCTTTACGACTGTTCGTGGTGGAGAAGGAGAATGTCCGGTGAGAGACTTAG
TTATGGTAAGGACGTGAGAACGAAGATATATGAAAGGAAAAATTGTCTCAAAAGAGGGGGAGATGACCAC
CATAAAGGTGGAAGGAGAGGGTCACCATGGAGGTGGGTGGAAACCACCACACCCTAGAGGGTTAGGGGGG
ATTTTTTAGAGAGAAAGGGAAGCATCTCTCTAGAAATTTTTAATCCATGTCTATGTCTATGATCATTAAT
GATTATTAATTACAACAAAAATAAGGCAAAGTACACAAAAAGAAAAATATCACATATAACATAGAGGGTA
GAAATTCACAACACAAGTTAGACTTTCCCATCTTCTTATGGGTTTTACTTCGGTTGATCTATTTTTGTTT
TTTTCTTTCTTGGGTCGTGACTAACCCTAATTATACATTTTTTATAAGTAGCATTTATTCATTTTAAATA
AATTAAATTATTTTTCAAGTAAAATAATACTATCTTTCTTTTACAATAGATGTCATGTTTTTTTTATCTT
AAATTATTTGTCCCTTTAAAATAGCAATGTGATCTTTATTATTTCTTTCCATTAATTTATCTCTATTTAT
TGTATTTTAATTTATTTAACTACTTCATTATCTATTATTAACATAGTTATTTTGGTATTCTCTCTGACCA
AATTAACTGTCGCAATTGTAAGAAAAAATTATCTCAAAACAAATGTCGCTTTTAGTTTCCAATGCAATTT
AAATCTTGATCTTCCAATTATATCTTTTAATTAATACTCCTAATTTACTATTTCTCTCACTTTGCATTAA
TGATGATTTGAATACACCAATAACCAATTAGAATAGTTTGAAAATTATTATTCTTTCTTTTACTTATAAT
ATTTTTTTAATATATGTGAAAGTTTCAAGTATGACTATTATTTTAGTTTAGAATGAAAAGAGTAAATAAC
ACTTATTTTATTATTGAAATCAACAGAATTAGTCATTATATAATAAATCTGAAAAATAATATTTATTGTT
AGATGGAGGAGTGTTAAGTTAACTTACAAAGAGTTGCATAATTTGTTTTTGTGAGATGAGGAGTCTTAAG
TTAACTTACAAAGAGTTGCATAATTTACCATAAATAATTTTGTCGATGATAAAATATTTTAATCAGAAAA
ATATGTAATAGTAATAAACAAGAGCCCTTCAATATTATTACAAATAATTGTCTTCATAATCTAACGCTAT
TATTATATTCTCATCATTAATCTCCGTGCTCCACGAGCAGTAACAACAATAATTAACAAAACAGAACCGA
ATGTTTTGGAATGTAACAGATCTGGTCTGATCCATCACATCACACAATCACCACAACCTCTGCGAATTTA
CCGAT

Figura 28. Secuencia promotora de 1755 pb de la PrxII F dilucidada mediante el

alineamiento de los distintos fragmentos obtenidos por PCR-Walking.

La presencia y localizacion de secuencias intronicas se llevo a cabo mediante
PCR de gDNA de hojas de guisante con la pareja de cebadores 1-Prx-F y 2-Prx-R tal y
como se describe en el apartado 1.6.11 de la seccion de metodologia. El fragmento de

DNA obtenido, de 1435 pb fue clonado en pGEM-T y secuenciado.

La figura 29 muestra la secuencia nucleotidica de gDNA de la PrxII F de

guisante de la region codificante compuesta de exones e intrones.
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ATGGCAACCTCTGTAATCAACCGACTTCGTTCTTCCTCAACCACAAAATCACTGTCTTCCGTTCTTCATG
GAATCAGGTCTTACGCAAAGGTTGCAACTGGAACTGATATACTCTCTGCTGCATCCAATGTTTCTCTACA
GAAAGCTCGCACTTGGGATGAAGGTGTTGAATCCAAATTCTCCACTACCCCTGTCAACGACATCTTCAAG
GTTCTCTCTCACCATTTTTCTTCCAATTTTCAATACCCTTTTTGTTCAATCACTAATGGGTGTTTTTTTT
CTTTGATTTGATGTTGCAGGATAAAAAAGTTGTGATCTTTGGTCTCCCAGTAAGTTAACTTGACAATTTT
TTTATAAACATAGTAATTTTTAATGTAGTGGTTTTTATTTTATGTTTTGGTTGTTTTTAGGGTGCATATA
CAGGAGTTTGTTCAAGCAAACATGTTCCTCCTTATAAGCATAATATTGACAAGTTTAAAGCTAAAGGGGT
TGATTCTGTTATTTGTGTGGCTATTAATGATCCATATACTGTGAATGCTTGGGCTGAGAAGATTCAAGCC
AAAGATGCTGTGAGTGTTTTTTCTCATGCTTCTTTCTCTCTATTATTAATGGCTTTATATGCTTTGTGAT
TGGTTCTTCTTATTCTTGTAGTAGAACCAAATTGTTCAGTTTCTGTTCCATATTTCTAGCATCACAACAA
TAGGATTAGGATCATTTCAAACTGTTAACGCGTTTCCAATTGAGTTGGGGATGTTCTTGTGCTGCATTGT
CATTTTGTTAGTGCTAGTCATGACTCATGAGTTTGTAGATGATAATGCAGCAAAGTAATACACTCTTTTA
AACATATTCAGCACTCTTCTTTTACTACCTTAATAGAAAGAATTTTCAGTGTATGTAAGATTGTGAGTCA
CCGCGTAGGATCGAGCCATCTCACGTTTCAAAACTACTCTTCCGTGTGACGATGTGATGTTTCTTTTCAA
AGGGAACTGATTGAGTGATTCTGTTTCCTTTTTTTTCTTTTTCCAGATTGAGTTCTATGGGGACTTTGAT
GGGAGCTTTCACAAAAGCTTGGAATTAACTACTGATCTCTCTGCTGGTTTGCTTGGAATTCGATCGGAAA
GGTATGTTATATACCCTCCTTGAACTAAGATCAAGCTCATTGACACAAACATTTGTTTTGAGGTTTGAAT
GACTTCGCTTTAAAAAGAAGTAAAGTAGTGAAGGAATCACTAAACAGTTAATGGTTAGAACACAAAACAT
GTGTTTTATCTTTCAATATAGTGAATTCAGATTTCAATTCTCATAAGAGTAACTGTTGTTTTGGTGTAGA
TGGTCAGCATATGTGGTAGATGGAAAAGTGAAGGCTCTTAATGTTGAAGAATCTCCATCTGATGTCAAAG
TTTCTGGAGCAGAGACCATTTTGGGACAAATTTGA

Figura 29. Secuencia genoémica de la PrxII F. En rojo se marcan las regiones

intrénicas y en azul los exones.

3. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS Y AMINOACIDICA
DEDUCIDA DE LA PRXII F DE P. sativum

La secuencia de cDNA obtenida (figura 30) posee 764 u 857 pb segun se
considere una u otra cola de poliadenilacion. La secuencia aminoacidica deducida
origina una proteina de 199 aminoacidos con una masa molecular de 21476.3 Da y un
punto isoleléctrico de 8.43. El codén de iniciacion se encuentra en la posicion 1 y el
codon de parada en la posicion 600. Existen dos mRNA distintos con sefiales de

poliadenilacion tipicas en las posiciones 838 y 743 respectivamente.

En otras PrxIl F vegetales descritas se ha visto que pese a tener una
localizacion mitocondrial, son de codificacion nuclear por lo que en su extremo amino

terminal llevan un péptido sefial caracteristico de proteinas que son importadas y
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procesadas en la mitocondria. En este sentido se utilizaron los programas MITOPROT
y PSORT para predecir si la proteina es o no mitocondrial y cudl es el péptido sefal.
El resultado concluyé en que se trata de una proteina inmadura; el programa
MITOPROT dio una probabilidad de 0.86, con un péptido sefial de 28 aminoacidos
que posteriormente se escindiria en la membrana mitocondrial dando lugar a una
proteina madura de 172 aminoacidos, 18753 Da y un punto isoeléctrico de 5.92, la
cual es similar en tamafo a otras PrxIl F conocidas. Efectivamente este péptido sefial
presenta todas las caracteristicas tipicas de los péptidos sefiales mitocodriales: de 20 a

50 residuos, argininas y lisinas por un lado y aminoacidos hidrofébicos por otro.

La secuencia aminoacidica de la proteina inmadura (figura 30) muestra
también las dos cisteinas conservadas correspondientes a las posiciones 87 y 112 de la
proteina inmadura o 59 y 84 de la proteina madura; asimismo presenta las secuencias
peptidicas  conservadas alrededor de estas dos cisteinas: DSVIC 'y

KKVVIFGLPGAYTGVC.

El analisis comparativo de la PrxII F de P. sativum (PsPrxII F) con otras PrxII
F analogas encontradas en las bases de datos indica la conservacion de ciertos residuos

aminoacidicos tal y como se observa en la figura 31.

Si se alinea la secuencia de la PrxIl F de guisante con Prx tipo II de distinto
origen se observa una conservacion aminoacidica mucho menor, si bien siguen
existiendo dominios conservados y otros con gran homologia (figura 32). Las cisteinas

catalitica y resolutora se encuentran conservadas en todos los casos.
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1 ATG GCA ACC TCT GTA ATC AAC CGA CTT CGT TCT TCC TCA ACC ACA AAA TCA CTG TCT TCC
1 M A T S V I N R L R § § § T T K § L S S
61 GTT CTT CAT GGA ATC AGG TCT TAC GCA AAG GTT GCA ACT GGA ACT GAT ATA CTC TCT GCT
21 v L H G 1 R S Y A K V A T G T D I L S A
121 GCA TCC AAT GTT TCT CTA CAG AAA GCT CGC ACT TGG GAT GAA GGT GTT GAA TCC AAA TTC
41 AS N V S L Q K A R T W D E G V E S K F
181 TCC ACT ACC CCT GTC AAC GAC ATC TTC AAG GAT AAA AAA GTT GTG ATC TTT GGT CTC CCA
61 s T T P V N D I F K D K K V V I F G L P
241  GGT GCA TAT ACA GGA GTT TGT TCA AGC AAA CAT GTT CCT CCT TAT AAG CAT AAT ATT GAC
81 G AY T G VvV C s S K H VvV P P Y K H N 1 D
301 AAG TTT AAA GCT AAA GGG GTT GAT TCT GTT ATT TGT GTG GCT ATT AAT GAT CCA TAT ACT
101 K F K A K G VvV D S v 1 C VvV A I N D P Y T
361 GTG AAT GCT TGG GCT GAG AAG ATT CAA GCC AAA GAT GCT ATT GAG TTC TAT GGG GAC TTT
121 v N A W A E K I Q A K D A 1 E F Y G D F
421 GAT GGG AGC TTT CAC AAA AGC TTG GAA TTA ACT ACT GAT CTC TCT GCT GGT TTG CTT GGA
141 b 6 S F H K S L E L T TD L S A G L L G
481  ATT CGA TCG GAA AGA TGG TCA GCA TAT GTG GTA GAT GGA AAA GTG AAG GCT CTT AAT GTT
161 Il R S E R W S A Y V V D 66 K V K A L N V
541  GAA GAA TCT CCA TCT GAT GTC AAA GTT TCT GGA GCA GAG ACC ATT TTG GGA CAA ATT TGA
181 E E s P S DV K V s GG A E T 1 L G Q I STOP
601  ACTTTCTGTTGATTTATAGGAATCTAACAAGTCTTCAATAAACTTGCCTTCATCAATGACAAGTGTTTAATAAAACAAAA
682  ACATATATGGAACTAGAAAAAGCAGCAGAAAATTACCTTCAAGGTGGATACCAAGTTTGCTCTAA*TACCATTTCAGATA
761  TCTTTTCTTTCCAATTGAGATTATGCTCTTGAAGTTACTGTATCTGTTATTGCAAATGCATCTTATTGAAGTGTTTTGAA
840  AAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 30. Secuencia ¢cDNA-aminoacidica que codifica la PrxII F de guisante. El
péptido sefial mitocondrial se encuentra subrayado. En rojo se representan los
aminoacidos y en negro las bases nucleotidicas. El asterisco azul (*) indica la sefial de
poliadenilacion encontrada en el producto de menor tamafio en la reaccion de PCR
realizada con los cebadores Prx C y oligo dT. También en azul se representa la
secuencia de poliadenilacion encontrada en el producto de mayor tamafio obtenido en
la reaccion de PCR anteriormente indicada. La numeracion corresponde a la proteina

inmadura.
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PsPrxI IF ~MATSV INRLRSSSTTKSLSSVLHG I --RSYAKVATGTD I LSAASNVSLQKARTWDEGVE 57
LePrXIIF e L--LSYASISVGSDVTVAAPNVSLQKARSWDEGYS 33

TaPrxlIF ——momo ATRA---GGSPAAALWAAA--RGFASVG--SD 1VSAAPGVSLQKARSWDEGVA 46

HVPrxI IF —-MASALARRA---GGSPAAALWAAA--RGFASVG--SD IVSAAPGVSLQKARSWDEGVA 51

OsPrxIIF METASALLRKATVGGSAAAAAARWAS - -RGLASVGSGSD I VSAAPGVSLQKARSWDEGVA 58

AtPrxI1F ~MAMS I LKLRNLSALRSAANSAR I GVSSRGFSKLAEGTD I TSAAPGVSLQKARSWDEGVS 59

BnPrxI IF ~MAMS I LKLRNSPALRSAASSAR I GVLSRAFSKLSEGTD I TSAAPGVSLQKARSWDEGVS 59

PpPrxIIF ~MAAFMVRQRGQGLWKNAMAMGQQYMQLRQMGSAAKK I DLES---DVALQEARTWDEGVS 56

PsPrxI IF SKFSTTPVND I FKDKKVVIFGLPGAYTGVCSSKHVPPYKHN IDKFKAKGVDSVICVAIND 117
LePrxIIF SKFSTTP IKD 1 FKGKNVV I FGLPGAYTGVCSMQHVPSYKNN I DKFKAKG IDSVICVAVND 93

TaPrxIIF TKFSTTPLKD I FHGKKVV I FGLPGAYTGVCSQSHVPSYKNN IDKLKAKG IDSVICVAVND 106
HVPrxI IF TKFSTTPLKD I FHGKKVV I FGLPGAYTGVCSQSHVPSYKNN IDKLKAKGIDSVICVAVND 111
OsPrxIIF TNFSTTPLKD I FHGKKVV I FGLPGAYTGVCSQAHVPSYKNN I DKLKAKGVDSVICVSVND 118
AtPrxIIF SKFSTTPLSD I FKGKKVVIFGLPGAYTGVCSQQHVPSYKSH IDKFKAKGIDSVICVSVND 119
BnPrxI IF SKFSTTPLSDGFKGKKVVIFGLPGAYTGVCSQQHVPSYKSHMDKFKAKGIDS I ICVSVND 119
PpPrxIIF TKESTTPVSE I FKGKKVAI FGLPGAFTGYCSQKHVPSFLNNSDKLKSKGIDS1VCVSVND 116
PsPrxI IF PYTVNAWAEK I QAKDAI EFYGDFDGSFHKSLELTTDLSAGLLG I RSERWSAYVVDGKVKA 177
LePrxIIF PYTMNGWAEKLQAKDAI EFYGDFDGSFHKSLDLT I DLSAALLGLRSHRWSAYVVDGNVKY 153
TaPrxIIF PYVLNGWAEKLQAKDAI EFYGDLDGSFHKSLDLE I DLSAALLGRRSHRWSAFVDDGK IKA 166
HVPrxI IF PYVLNGWAEKLQAKDAI EFYGDLDGSFHKSLDLD I DLSAALLGRRSHRWSAFVDDGKIKA 171
OsPrxIIF PYALNGWAEKLQAKDAI EFYGDFDGSFHKSLDLEVDLSAALLGRRSHRWSAFVDDGKIKA 178
AtPrxI1F PFAINGWAEKL GAKDA I EFYGDFDGKFHKSLGLDKDLSAALLGPRSERWSAYVEDGKVKA 179
BnPrxIIF PYT INGWAEK I GAKDAI EFYGDFDGKFHKSLGLDKDLSAALLGPR-—————————————-— 164
PPPrxIIF PYTMNAWAEKL GAKDK I KFYGDFDGK -NKSLGLDLDLSGALLGPRSQRYAAVVEDGKIKQ 175
PsPrxl IF LNVEESPSDVKVSGAETILGQI 199

LePrxIIF LNVEEAPSDF -~~~ ===~ - 163

TaPrxIIF N 169

HVPrxI IF LNVEKAPSDFKVSGAEVILD-- 191

OsPrxIIF FNVEVAPSDFKVSGAEVILDQI 200

AtPrxI1F VNVEEAPSDFKVTGAEVILGQI 201

BAPrXUIF  mmmmmmmm

PpPrxIIF LNVEENPSDFKVSDAETLLKGL 197

Figura 31. Alineamiento de la PsPrxIIF de guisante (AJ717306) con otras proteinas
homologas de la base de datos: LePrxIIF = Lycopersicon esculentum (AW442184);
TaPrxIIF = Triticum aestivum (BE518244); HvPrxIIF = Hordeum vulgare
(BU999799); OsPrxIIF = Oryza sativa (NP _912904); AtPrxIIF = Arabidopsis
thaliana (At3g06050); BnPrxIIF = Brassica napus (CD820382); PpPrxIIF =
Physcomitrella patens (BJ164411). Con letra roja y subrayado amarillo se encuentran
las cisteinas caracteristicas de las Prx de tipo II. El subrayado en gris representa otros
restos aminoacidicos conservados.
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PSPrxIIF e MATSVINRLRSSSTTKSLSSVLHGI--R 26
LePrxIIF L--L 2
TaPrxIIF - ATRA---GGSPAAALWAAA--R 17
HVPrxlIF  —mm e MASALARRA---GGSPAAALWAAA--R 22
OsPrxIIF e METASALLRKATVGGSAAAAAARWAS--R 27
AtPrxIIF e MAMS I LKLRNLSALRSAANSARIGVSSR 28
BnPrxIIlF - MAMS I LKLRNSPALRSAASSARIGVLSR 28
PpPrxIIF e MAAFMVRQRGQGLWKNAMAMGQQYMQLR 28
AtPrxIIB e
AtPrxIIE MATSLSVSRFMSSSATVISVAKPLLSPTVSFTAPLSFTRSLAPNLSLKFRNRRTNSASAT 60
HsPrxd5 --MGLAGVCALRRSAGY ILVGG-----==———==——— AGGQSAAAAARRCSEGEWASGGV 43
PsPrxI1F SYAKVATGTDILSAASNVSLQKARTWDEGVESKFSTTPVND I FKDKKVVIFGLPGAYTGV 86
LePrxI1F SYASI1SVGSDVTVAAPNVSLQKARSWDEGVSSKFSTTPIKD I FKGKNVVIFGLPGAYTGY 62
TaPrxIIF GFASVG--SDI1VSAAPGVSLQKARSWDEGVATKFSTTPLKD I FHGKKVVIFGLPGAYTGV 75
HVPrxI1F GFASVG--SDI1VSAAPGVSLQKARSWDEGVATKFSTTPLKD I FHGKKVV IFGLPGAYTGV 80
OsPrxIIF GLASVGSGSD1VSAAPGVSLQKARSWDEGVATNFSTTPLKD I FHGKKVV IFGLPGAYTGV 87
AtPrxIIF GFSKLAEGTDITSAAPGVSLQKARSWDEGVSSKFSTTPLSD IFKGKKVVIFGLPGAYTGV 88
BnPrxI1F AFSKLSEGTDITSAAPGVSLQKARSWDEGVSSKFSTTPLSDGFKGKKVVIFGLPGAYTGY 88
PpPrxI1F QMGSAAKK IDLES---DVALQEARTWDEGVSTKFSTTPVSE I FKGKKVAIFGLPGAFTGV 85
AtPrxIIB - MAP IAVGDVVPDGT I SFFDEND-QLQTASVHSLAAGKKV I LFGVPGAFTPT 50
AtPrxIIE TRSFATTPVTASISVGDKLPDSTLSYLDPSTGDVKTVTVSSLTAGKKT ILFAVPGAFTPT 120
HsPrxd5 RSFSRAAAAMAP IKVGDA I PAVEVFEGEPGN----KVNLAELFKGKKGVLFGVPGAFTPG 99
PsPrxI1F CSSKHVPPYKHN I DKFKAKGVDSV ICVAINDPYTVNAWAEK IQAKDAIEFYGDFDGSFHK 146
LePrxI1F CSMQHVPSYKNN IDKFKAKG IDSV1CVAVNDPYTMNGWAEKLQAKDAIEFYGDFDGSFHK 122
TaPrxIIF CSQSHVPSYKNN IDKLKAKG IDSV1CVAVNDPYVLNGWAEKLQAKDAIEFYGDLDGSFHK 135
HVPrxI1F CSQSHVPSYKNNIDKLKAKG IDSVI1CVAVNDPYVLNGWAEKLQAKDAIEFYGDLDGSFHK 140
OsPrxIIF CSQAHVPSYKNNIDKLKAKGVDSV1CVSVNDPYALNGWAEKLQAKDAIEFYGDFDGSFHK 147
AtPrxIIF CSQQHVPSYKSHIDKFKAKG IDSV1CVSVNDPFA INGWAEKLGAKDAIEFYGDFDGKFHK 148
BnPrxI1F CSQQHVPSYKSHMDKFKAKGIDS11CVSVNDPYT INGWAEK I GAKDAIEFYGDFDGKFHK 148
PpPrxI1F CSQKHVPSFLNNSDKLKSKG IDS1VCVSVNDPYTMNAWAEKLGAKDK IKFYGDFDGK-NK 144
AtPrxI1B CSMKHVPGF 1EKAEELKSKGVDE I 1 CFSVNDPFVMKAWGKTYPENKHVKFVADGSGEYTH 110
AtPrxI1E CSQKHVPGFVSKAGELRSKG IDVIAC I SVNDAFVMEAWRKDLG INDEVMLLSDGNGEFTG 180
HsPrxd5 CSKTHLPGFVEQAEALKAKGVQVVACLSVNDAFVTGEWGRAHKAEGKVRLLADPTGAFGK 159
PsPrxI1F SLELTTDLSAG--LLGIRSERWSAYVVDGKVKALNVEESPSDVKVSGAETILGQI 199
LePrxI1F SLDLTIDLSAA--LLGLRSHRWSAYVVDGNVKVLNVEEAPSDF -~~~ ===~ 163
TaPrxIIF SLDLEIDLSAA--LLGRRSHRWSAFVDDGK IKAFNV === ——— = — - —— 169
HVPrx11F SLDLDIDLSAA--LLGRRSHRWSAFVDDGK IKALNVEKAPSDFKVSGAEVILD-- 191
OsPrxIIF SLDLEVDLSAA--LLGRRSHRWSAFVDDGK I KAFNVEVAPSDFKVSGAEVILDQI 200
AtPrxI1F SLGLDKDLSAA--LLGPRSERWSAYVEDGKVKAVNVEEAPSDFKVTGAEVILGQI 201
BnPrxI1F SLGLDKDLSAA--LLGPR- === === = = e e e e e 164
PpPrxI1F SLGLDLDLSGA--LLGPRSQRYAAVVEDGK IKQLNVEENPSDFKVSDAETLLKGL 197
AtPrxI1IB LLGLELDLKDK--GLGVRSRRFALLLDDLKVTVANVESGGE-FTVSSADDILKAL 162
AtPrxIIE KLGVELDLRDKPVGLGVRSRRYAILADDGVVKVLNLEEGGA-FTNSSAEDMLKAL 234
HsPrxd5 ETDLLLDDSLVS IFGNRRLKRFSMVVQDG IVKALNVEPDGTGLTCSLAPNIISQL 214

Figura 32. Alineamiento de la PsPrxIIF de guisante (AJ717306) con otras Prx tipo 11
encontradas en la base de datos: LePrxIIF = Lycopersicon esculentum (AW442184);
TaPrxIIF = Triticum aestivum (BE518244); HvPrxIIF = Hordeum vulgare
(BU999799); OsPrxIIF = Oryza sativa (NP _912904); AtPrxIIF = Arabidopsis
thaliana (At3g06050); BnPrxIIF = Brassica napus (CD820382); PpPrxIIF =
Physcomitrella patens (BJ164411); AtPrxIIB = Arabidopsis thaliana (Atlg65980);
AtPrxIIE = Arabidopsis thaliana (At3g52960); HsPrxdS = Homo sapiens (P30044).
Con letra roja y subrayado amarillo se encuentran las cisteinas caracteristicas de las
Prx de tipo II. El subrayado en gris representa otros restos aminoacidicos conservados.
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El estudio de la region promotora de 1755 pb muestra la carencia de regiones
reguladoras “TATA” La comparacion entre los promotores de la PrxIl F de guisante y

de A. thaliana mostr6 una baja homologia entre ellos.

El analisis genomico por PCR condujo a un fragmento de DNA de unas 1435
pb formado por cinco exones y cuatro intrones intercalados, situandose en las
posiciones “1-211, 301-330, 412-569, 1027-1119, 1328-1435" los exones y “212-300,
331-411, 570-1026, 1120-1327” los intrones (figura 82 del apartado 2 de la seccion de

Discusion).

4., OBTENCION DE LAS PROTEINAS MUTANTES C59S Y C84S

La PCR es una técnica que se caracteriza por su versatilidad. Una de sus
utilidades puede ser la de introducir mutaciones puntuales, dirigidas o azarosas en el
DNA. Una variante conocida como PCR solapante permite hacer mutagénesis dirigida

en bases del DNA.

Para un mejor entendimiento del papel que juegan cada una de las cisteinas
cataliticas de la PrxIl F se decidio hacer proteinas mutantes recombinantes de ésta. A
una de ellas se le muto la cisteina catalitica peroxidatica 59 a serina (C59S) mientras
que en la segunda se cambio la cisteina resolutora 84 también a serina (C84S). En la

figura se muestra un esquema general de la sistematica de la PCR solapante.
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PCR: oligos1y
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Figura 33. Esquema de obtencion de mutantes mediante PCR solapante.

5. AISLAMIENTO DEL cDNA QUE CODIFICA LA TRX MITOCONDRIAL
DE P.sativum

Para el aislamiento del cDNA que codifica la Trx O2 de guisante se optd por
seguir el mismo planteamiento con el que se dilucido la PrxIl F mediante PCR. Para
ello se realizé un alineamiento previo de la estructura primaria de la enzima Trx 02
mitocondrial de arabidopsis con otras secuencias parecidas de la base de datos
(nimeros de acceso AF396650 y At2g35010) y se seleccionaron, para disefiar dos
cebadores heterologos que permitieran obtener parte de la secuencia, dos zonas

correspondientes a motivos peptidicos altamente conservados en estas enzimas (figura
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34). Asi disefiamos el cebador Trx A, que codificaba la secuencia peptidica WCGPCR
y el cebador Trx B, wusado como cebador inverso, que codificaba la secuencia

peptidica AVPTLHFF.

Trx02Arab MKSQWSNFHQ I GRNSFLAASTVYVSNEFNFLNTSLLNRRSFCFAEGDRSSFVVLKSEAEF 60
Arabidopl1
Trx02Arab NSALSKARDGSLPSVFYFTAAWCGPCRL ISPVILELSNKYPDVTTYKVD IDEGGLSNAIG 120
Arabidopl1 —-—-MSKAQDGSLPSAFYFTAAWCGPCRF ISPVIVELSKQYPDVTTYKVDIDEGGISNTIS 57
:***: - :***:: :**:*_
TrxA =P
Trx02Arab KLNVSAVPTLQFFKGGVKKAE I VGVDVVRLKSVMEQLYK 159
Arabidopl1 KLNITAVPTLHFFKGGSKKGEVVGADVTKLKNLMEQLYK 96
***: :*****:***** **_*:**_**_ :*-*_ :**-****
= TrxB

Figura 34. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las Trx 02 de
Arabidopsis thaliana (TrxO2Arab: nimero de acceso AF396650 / AAK83918) y otra
posible Trx mitocondrial de Arabidopsis thaliana (Arabidopll: niimero de acceso
At2g35010 / BAC43652). Los asteriscos indican residuos idénticos, con dos puntos se
indican residuos conservados y con un punto los semiconservados. En rojo se indican

los motivos peptidicos utilizados para el disefio de los cebadores heter6logos.

Con estos cebadores se disefid una primera reaccion de PCR, utilizando como
molde cDNA de hojas jovenes de guisante, y se obtuvo una banda de unas 149 pb
(figura 35.A) que fue clonada en el vector pGEM-T y posteriormente secuenciada.
Tanto la secuencia nucleotidica obtenida como la secuencia aminoacidica deducida se
compararon con las secuencias disponibles en las bases de datos y se observd que

presentaba una alta homologia con la enzima Trx O2 conocida (figura 35.B).
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Trx-guisante WCGPCRFISPIVGELSKKYPNVATYKIDIDQEATQDTLSRLQITSVPTLHFE 52
TrxO2Arab WCGPCRLISPVILELSNKYPDVITYKVDIDEGGLSNAIGKLNVSAVPTLQFFE 52
ArabidopII WCGPCRFISPVIVELSKQYPDVITYKVDIDEGGISNTISKLNITAVPTLHFE 52
hkkkkk shkk .o kkk . kk ko kkk o kkk, . ca. koo akkkk o kk
149 pb —> | e

Figura 35. A. Producto obtenido mediante PCR de ¢cDNA de hojas de guisante
utilizando los cebadores Trx A y Trx B. B. Secuencia aminoacidica deducida del
producto de la reaccion de PCR indicado en la figura (Trx-guisante) y comparacion

con las secuencias correspondientes a otras Trx mitocondriales.

La secuencia obtenida nos sirvid para disefiar a partir de ella cebadores
homologos que permitieran obtener el resto de la secuencia. Asi, para dilucidar el
extremo carboxilo se utilizdo el cebador Trx C, correspondiente a la secuencia
peptidica SVPTLHFF, y un oligo dT. En la reaccion de PCR se obtuvo una banda de
unos 150 pb (figura 36.A) que sirvid para comparar la region Carboxilo-terminal de la

Trx O2 de guisante con las secuencias de Arabidopsis (figura 36.B).

El extremo amino se estudio mediante 5’'RACE usando los cebadores internos
Trx D y Trx E, correspondientes a las secuencias peptidicas TLSRLQI y WCGPCR
respectivamente. Se obtuvo finalmente una banda de unas 420 pb (figura 37.A) que
presentaba un codon de iniciacion a partir del cual se codificaba una secuencia

aminoacidica con baja homologia respecto a la enzima Trx O2 conocida (figura 37.B).
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A
B
Trx-guisarte WOGPCREISPIVGELSKKYPNVATYKIDIDQEAIQDTLSRLQITSVPTLHAFQNGKKTDE 60
Tr<CRArab WOGPCRLISPVILELSNKYPDVTTYKVDIDEGGLSNAIGKLNVSAVPTLQRFKGGVKKAE 60
Arabidopl | WCSPCRFISPVIVELSKQYPDVTTYKVDIDEGISNTISKLNITAYPTLHFFKGGSKKGE 60
150 pb—> | — R o *kk-- *k;\'- -*k:*.*kk.*kk ------------ -kkkk - *k * * *
Trx-guisarte LIGADVARLNHITEKLFKKD 80
Tr<CRArab IVGVDWRLKSWEQL
Arabidopl 1 \MENZM'KLKI\ILNEQ_ —
- _*_ . :*: - * * *

Figura 36. A. Representacion del producto obtenido en la reaccion de PCR de cDNA
de hojas de guisante utilizando los cebadores Trx C y oligo dT para obtener el extremo
carboxilo de la Trx O2. B. Alineamiento de la secuencia aminoacidica carboxilica

deducida con otras Trx O de vegetales.

A

et

;.'," Trx-guisante MVGTRNL IVRSLALRHAIKNTVRPLLTNTNLHSRISKSSLFAATLASSSYSSHLSLHHSR 60
TrxQ2Arab ] MKSQWSN-———-| FI-QIGRNSFLAASTVYVS— NEFNFLNTSLLNRRS 40

- * -

Trx-guisante SLSSASASPGL ILVNSAEERNKILTKIQDDSLHAIFYFTAAWCGPCR 107

-t Trx02Arab FCFAEGDRSSF\NLKSEAEFNSALSKARDGSLPSVFYFI’AAWCGPCR 87

| «——420 pb Cmmmnok dokk kek ok ok

Figura 37. A. Representacion del producto obtenido en la reaccion por 5’'RACE de
cDNA de hojas de guisante para la PrxIl F. B. Alineamiento de la secuencia
aminoacidica del extremo amino deducida del producto de 5’'RACE (Amino) para la

Trx O2 de guisante con una Trx mitocondrial de Arabidopsis thaliana.
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6. ANALISIS DE LA SECUENCIAS NUCLEOTIDICA Y AMINOACIDICA
DEDUCIDA DE LA TRX O2 DE P. sativum

La secuencia de cDNA obtenida (figura 38) posee 546 pb. La secuencia
aminoacidica deducida origina una proteina de 181 aminodacidos con una masa
molecular de 21476.3 Da y un punto isoleléctrico de 8.43. El codon de iniciacion se
encuentra en la posicion 1 y el codon de parada en la posicion 543-546. En este caso

se desconoce el extremo UTR 3" de la enzima.

En otras Trx se conocen localizaciones subcelulares en citosol, cloroplastos y
mitocondrias. A fin de determinar si la secuencia dilucidada codifica una proteina
inmadura con un péptido de transito se utilizaron los programas bioinformaticos de
prediccion subcelular MITOPROT y PSORT. El resultado concluyo en que se trata de
una proteina inmadura; el programa MITOPROT dio una probabilidad de 0.99, con un
péptido sefial de 70 aminoacidos por cuya escision en la membrana mitocondrial daria
lugar a una proteina madura de 111 aminoacidos, 12613.5 Da y un punto isoeléctrico
de 6.33, la cual es similar en tamafio a otras Trx conocidas. Efectivamente este péptido
sefial presenta todas las caracteristicas tipicas de los péptidos sefiales mitocodriales:

argininas y lisinas por un lado y aminoacidos hidrofébicos por otro.

La secuencia de cDNA-aminoacidica (figura 38) muestra también las dos
cisteinas tipicas de las Trx en las posiciones 33 y 36 (numeracion correspondiente a la

proteina madura).
El anélisis comparativo de la Trx O2 de guisante madura con su homologa en

Arabidopsis refleja una alta conservacion de ciertos residuos aminoacidicos tal y

como se observa en la figura 39.
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1 ATG GTT GGA ACC AGA AAT TTG ATC GIT CGA TCT TTG GCA CIT CGT CAT GCA ATC AAG AAC
1 M VvV G T R N L I V. R S L A L R H A I K N
61 ACT GTIT CGT CCT CTC TTA ACC AAC ACC AAC CTT CAT TCA CGA ATIT TCC AAA TCG TCT CTC
21 T VvV R P L L T N T N L H S R I S K S S L
121 TTC GCC GCC ACA CTC GCC TCT TCC TCC TAC TCC TCT CAC CTC TCC CTC CAC CAT TCC CGT
41 F A A T L A S S S Y S S H L S L H H S R
181 TCC CTT TCC TCC GCC TCA GCT TCT CCT GGG CTT ATC CTIT GTIT AAT TCT GCG GAA GAG TTC
61 S L S S A S A S P G L I L V N S A E E F
241 AAT AAA ATC CTT ACC AAA ATT CAA GAT GAC TCG TTG CAC GCG ATC TTC TAT TTT ACT GCT
81 N K I L T K I Q D D S L H A I F Y F T A
301 GIT TGG TGT GGA CCT TGC AGG TTC ATT TCT CCT ATA GTIT GGG GAG CTC AGT AAG AAG TAT
100 v W C G P C R F I S P I v G E L S K K Y
361 CCT AAT GIG GCA ACT TAT AAG ATT GAC ATT GAT CAG GAA GCA ATT CAG GAC ACA TIG AGC
122 p N V A T Y K I D I D Q E A I Q D T L S
421 AGG TTG CAG ATT ACA TCT GIG CCA ACA CTIG CAT TTC TTT CAA AAT GGG AAA AAG ACC GAT
141 R L Q I T S \Y P T L H F F Q N G K K T D
481 GAA CTT ATA GGT GCT GAT GTIT GCG CGA TTG AAT CAT ATT ACG GAG AAA CTC TTC AAG AAG
161 E L I G A D VvV A R L N H I T E K L F K K
541 GAC TAA
181 D STOP

Figura 38. Secuencia del cDNA que codifica la Trx O2 de guisante. El péptido sefial
mitocondrial se encuentra subrayado. En rojo se representan los aminodcidos y en

negro las bases nucleotidicas. La numeracion corresponde a la proteina inmadura.

Trxguisante —-LILVNSAEEFNKILTKIQDDSLHAIFYFTAVWCGPCRF ISP IVGELSKKYPNVATYKIDI 60
Trx02Arab -FVVLKSEAEFNSALSKARDGSLPSVFYFTAAWCGPCRLISPVILELSNKYPDVTTYKVDI 60
Trxguisante DQEAIQDTLSRLQITSVPTLHFFQNGKKTDEL IGADVARLNHITEKLFKKD 111
Trx02Arab DEGGLSNAIGKLNVSAVPTLQFFKGGVKKAEIVGVDVVRLKSVMEQLYK-- 109

Figura 39. Alineamiento de la Trx O2 de guisante madura (AM235208) con la Trx
02 mitocondrial de Arabidopsis thaliana (AF396650). Con letra roja y subrayado
amarillo se encuentran las cisteinas cataliticas de las Trx. El subrayado en gris

representa otros restos aminoacidicos conservados.
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7. EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PRXIl F, PROTEINAS
MUTANTES Y TRX 02 DE GUISANTE

7.1 CLONADO DEL GEN DE LA PRXII F, MUTANTES Y TRX O2 EN EL
VECTOR PpET-3d Y SOBREEXPRESION DE LAS PROTEINAS
RECOMBINANTES

El sistema de expresion pET estd basado en la transcripcion de genes por parte
de la enzima T7-RNA polimerasa (Studier and Moffatt, 1986). La secuencia
correspondiente al gen que codifica la proteina de interés se clona a continuacion de la
secuencia promotora de la enzima T7-RNA polimerasa y la construccion se
transforma en cepas de E.coli que contienen en su genoma una copia del gen que
codifica esta enzima. La transcripcion del gen de la T7-RNA polimerasa en estas
células se encuentra reprimida por medio de la secuencia reguladora lac, pero es
inducible por IPTG. La adicion de IPTG permite la transcripcion y posterior expresion
de la enzima T7-RNA polimerasa, la cual dispara a su vez la transcripcion del gen de
interés. Se alcanzan de esta forma unos elevados niveles de expresion de proteina

recombinante.

Para el clonado del gen de la PrxII F, C59S, C84S o Trx O2 madura en el
vector pET-3d, la secuencia codificante de la proteina madura, sin el péptido sefial
mitocondrial, se amplificé en una reaccion de PCR con las parejas de oligonucledtidos
1-Prx-F / 2-Prx-R para la PrxII F y proteinas mutantes y 1-Trx-F / 2-Trx-R para la Trx
02, insertando los sitios de restriccion Nco I y Bam HI en los extremos 5" y 3’
respectivamente. Posteriormente se clond en el vector pET-3d y la identidad de la
construccion resultante, plasmido pET-PrxIl F, pET-C59S, pET-C84S o pET-Trx.

(figura 40) se corrobor6 por medio de secuenciacion.
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Nco |

Prxjj F, Cs9g

s s N TTac Figura 40. Plasmido pET-prx. (T7-lac):
secuencia promotora de la enzima T7-
RNA polimerasa unida a la secuencia
reguladora lac. (lac 1): gen de la proteina
inhibidora lac. (ori): origen de replicacion
del plasmido. (Amp.): gen de resistencia a

ampicilina.

Cada una de las construcciones anteriores se transformé en células de E.coli
de la cepa BL21 (DE3), las cuales contienen el gen que codifica la T7-RNA
polimerasa. Como ventaja adicional, estas células estan modificadas en genes que
codifican proteasas y peptidasas de E.coli, de forma que permiten la sobreexpresion de

proteinas recombinantes.

La expresion de las proteinas recombinante se estudio a 37°C con y sin IPTG.
Los extractos crudos solubles de las células inducidas mostraron una buena
sobreexpresion tras 6 horas de induccion con IPTG. Tal y como se observa en la figura
40, la Trx O2 aparecia a un tamafio aproximado de 12 kDa (41.A) mientras que la
PrxII F lo hacia a una altura algo mayor de la que le corresponderia por su tamafio
molecular (41.B). La expresion de las proteinas mutantes manifestdé un

comportamiento similar al de la PrxII F.
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Figura 41. Expresion de las proteinas recombinantes de guisante Trx O2 (A) y PrxIT F
(B) de guisante en el sistema de expresion pET. Se indica en cada calle el tiempo

transcurrido (horas) tras la induccion con IPTG. (M): marcador de peso molecular.

7.2 DESARROLLO DE UN PROTOCOLO DE PURIFICACION DE LA PRXII
F, C59S, C84S Y TRX O2 RECOMBINANTES MADURAS

Los altos niveles de expresion alcanzados con el sistema pET permitieron el
desarrollo de un protocolo de purificacion simplificado en dos pasos cromatograficos

para la PrxII F o mutantes y de sé6lo uno para la Trx O2.

7.2.1. Purificacion de las proteinas PrxIl F, C59S y C84S

El primer paso consiste en una cromatografia de filtracion en gel, en una
columna de Sephacryl S-200 que permite la separacion de macromoléculas con un
tamafio molecular comprendido entre 5 y 250 kDa. La eluciéon en este tipo de
cromatografia se basa en la distinta movilidad que presentan las moléculas segun su
tamaflo, asi las moléculas mas grandes se mueven mas rapidamente eluyendo primero
mientras que las mas pequenas se retardan, eluyendo, por tanto, posteriormente. En la

figura 42 se puede observar el cromatograma obtenido en este paso.
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Figura 42. Cromatograma obtenido en el paso de purificacion para PrxII F por

Sephacryl S-200.

Tanto la PrxIl F como las proteinas mutantes eluian en el segundo pico tal y
como se pudo observar en las tinciones de plata hechas a cada fraccionado. Se
reunieron las fracciones donde la enzima estaba presente, se dializaron frente a
fosfato potasico 50 mM pH 8.0 para eliminar el NaCl que contenian y se concentraron
diez veces con carboximetilcelulosa de alta viscosidad. Posteriormente se les anadio
sulfato amonico hasta una concentracion final de 1M para realizar un segundo paso
cromatografico consistente en una cromatografia hidrofébica en una columna Fenil-
Superosa. Las proteinas en este caso interaccionan con a matriz mediante fuerzas de
tipo hidrofobico que se ven incrementadas con la fuerza idnica por lo que su elucion
se realiza mediante disminucion de la fuerza ionica por lo que su elucion se realiza
mediante disminucion de la fuerza ionica. En este punto, la PrxII F interaccion6 con la
columna fuertemente la elucion solo fue posible con el uso de un tampon que

contenia urea 6 M.
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Al no poder eluir la PrxIl F en condiciones no desnaturalizantes se optd por
una cromatografia de intercambio idnico en una columna Mono Q. Para ello las
fracciones de Superdex 200 que contenian la enzima se dializaron frente a Tris-HCI 25
mM pH 8.0 para eliminar el NaCl y se concentraron diez veces con carboximetil
celulosa de alta viscosidad. El punto isoeléctrico tedrico de la enzima madura es de
aproximadamente 6 por lo que la enzima queda retenida en la columna al pH en el que
se desarrolla el proceso. La elucion en esta segunda cromatografia se lleva a cabo con
el aumento de fuerza idnica por medio de cloruro soédico. La enzima eluye a una

concentracion de 0.2 M de NaCl (figura 43).

Mono Q Prxll F
2.5 — 120
2| + 100
£ 1
S 15 80 =
3 7608
N 1
: +40C
O
o 05- +20%
0 ‘ e ‘ e 0
0 20 40 60 80 100
Volumen de elucion (ml)

Figura 43. Cromatograma obtenido en el paso de purificacion para PrxII F, C59S o
C84S por Mono Q.

La pureza de la PrxII F en cada paso se analizo por electroforesis de proteinas
en condiciones desnaturalizantes y en presencia de DTT (figura 44). El protocolo
desarrollado permite obtener una proteina con un alto grado de pureza y
homogeneidad. El proceso de purificacion de las proteinas mutantes se desarrolld de

forma similar a la PrxII F.
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43

30
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Figura 44. Purificacion de la PrxII F recombinante de P. sativum. (M): Marcador de
peso molecular. (1): Extracto crudo soluble de las células BL21 (DE3) transformadas
con la construccion pET-PrxIl F e inducidas segiin las condiciones descritas en el
texto. (2): Fracciones obtenidas de la cromatografia de Sephacryl S-200. (3):

Fracciones obtenidas de la cromatografia en Mono Q.

7.2.2. Purificacién de la Trx O2

Algunas Trx pueden aguantar temperaturas de hasta 80 grados sin
desnaturalizarse. Aprovechando esta caracteristica para su purificacion, el lisado
bacteriano fue calentado a 80°C durante diez minutos Tras ser centrifugado, el
sobrenadante fue fraccionado con (NH4),SO4 entre el 40 y 85% de saturacion.
Posteriormente el pellet fue resuspendido en Tris-HCl 25 mM pH 8.0, 150 mM de
NaCl y cromatografiado en un sistema FPLC con una colulmna Sephacryl S-200 de
filtracion molecular (Figura 45). La presencia de Trx en el fraccionado se siguid

mediante SDS/PAGE electroforesis.
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Figura 45. Cromatograma obtenido en el paso de purificacion de la Trx O2 por
Sephacryl S-200.

Los fraccionados que contenian la Trx fueron reunidos, dializados frente a
Tris-HCI1 25 mM pH 8.0 y concentrados unas diez veces con carboximetilcelulosa de

alta viscosidad.

En la figura 46 se presentan los estados de pureza en cada uno de las etapas

del proceso de purificacion anteriormente detallados.
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Figura 46. Purificacion de la Trx O2. (M): marcador de peso molecular; (1): lisado
bacteriano; (2): sobrenadante de la Trx O2 tras calentamiento cinco minutos a ochenta
grados; (3) Trx O2 tras la precipitacion con (NH4),SO,; (4): Trx O2 tras su
purificacion por Sephacryl S-200.

8. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR DE LA PRXII FY TRX
02 DE P. sativum MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN
GEL

La masa molecular tedrico para la PrxIl F madura, calculado a partir de la
secuencia aminoacidica de la enzima, es de unos 18.5 kDa, algo menor que el
observado en SDS-PAGE. Hasta ahora nunca se han descrito los mondémeros de Prx
en solucion ya que siempre se encuentran formando homodimeros, bien por puentes
inter o intra moleculares. Sin embargo, en electroforesis SDS-PAGE pueden
observarse las formas de mondmero y dimero segun se traten con o sin DTT

respectivamente.
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En las Prx tipo II no se conocian estados de oligomerizacion en solucion por
encima de la unidad dimérica, pero como en las Prx de 2 Cys de plantas hay descritos
dimeros y oligomeros (Bernier-Villamor et al., 2004) se pens6 en llevar a cabo el
estudio de los posibles estados oligoméricos en la PrxIl F. Todos los ensayos de
oligomerizacién y determinacion de tamafios moleculares mediante filtracion
molecular se hicieron con las columnas Superdex S-200 HR y Superdex 75 HR 10/30
acopladas al sistema de FPLC. Estas columnas permiten la separacion de
macromoléculas con un tamafio comprendido entre 10-600 y 3-70 kDa

respectivamente.

El comportamiento de las proteinas PrxII F, C59S y C84S fue heterogéneo
pese a que las expectativas hacian pensar en que todas ellas se presentarian en el
estado dimérico. Sorprendentemente, el paso de la PrxIl F por la columna Superdex
HR-200 reveld la presencia de dos picos bien definidos, uno a 12.97 ml y otro a 15.32
ml (figura 47), que como se verd a continuacion se corresponden alas formas

hexamérica y dimérica de la enzima respectivamente.

Superdex 200 PrxIl F

60 -
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40 +
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D.O. 280 nm x103

Volumen de elucion (ml)

Figura 47. Cromatograma obtenido en el procesamiento de la PrxIl F en Superdex

200-HR
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El mutante C84S ofrecié un cromatograma muy similar al de la PrxIl F, con

los dos picos caracteristicos a los mismos volumenes de elucion (figura 48).

Superdex 200 C84S

D.O. 280 nm x103
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Figura 48. Cromatograma obtenido en el procesamiento del mutante C84S en

superdex 200-HR.

El mutante C59S ofreci6 un cromatograma con un solo pico, el

correspondiente al volumen de 15.32 ml (figura 49).

En el caso de la Trx O2, ésta aparecio siempre como mondémero ya que en
todos los casos se trabajo en condiciones reductoras. Para el analisis de la Trx O2 se
usaron tanto la Superdex HR-75 como la Superdex HR-200. La primera de ellas
resuelve mejor en las zonas de bajo tamafio molecular y de ella que se puede obtener
un valor bastante fiable de tamafio de la Trx O2. Esta cromatografia present6 un solo
pico a 13 ml (figura 50.B). El uso de la columna Superdex HR-200 para la misma
enzima también ofrecid un solo pico a un volumen de 18.78 ml (figura 50.A). Esta
ultima columna, que se utilizé6 fundamentalmente para realizar estudios comparativos

y de interaccion con la PrxII F, resuelve mejor a tamafios moleculares elevados, por lo
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que los valores obtenidos para el estado monomérico de la Trx O2 deben de ser

considerados con cautela.

Superdex 200 C59S
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Figura 49. Cromatograma obtenido en el procesamiento del mutante C59S en

superdex HR-200.
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Figura 50. Cromatograma obtenido en el procesamiento de Trx O2 en Superdex HR-
200 (A) y Superdex HR-75 (B).

Para poder determinar los tamafios moleculares de las proteinas asi como su

radio de Stokes habia que realizar previamente un calibrado de la Superdex HR-200 y
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Superdex HR-75 con proteinas marcadoras. Para cada una de las condiciones
ensayadas, pH, tampones, agentes reductores o desnaturalizantes, se hizo una
calibracion de la columna aunque los volumenes de elucion de las proteinas patron se

mantuvieron inalterados en todos los casos.

Las proteinas patron usadas para la calibracion de la columna Superdex HR-
200 fueron quimotripsinogeno (25 kDa, 20.9 A), ovoalbumina (43 kDa, 30.5 A),
albimina de suero bovina (BSA) (67 kDa, 35.5 A), catalasa (240 kDa, 52.2 A) y

ferritina (440 kDa, 61 A).

En el caso de la columna Superdex HR-75 se usaron los marcadores
citocromo C (12.3 KDa, 16.6 A), ribonucleasa (13.7 KDa, 16.4 A), quimotripsindgeno
(25 KDa, 20.9 A), ovoalbumna (43 KDa, 30.5 A), y albiimina de suero bovina (BSA)

(67 KDa, 35.5 A).

Para cada proteina, K,, (la fraccion del volumen de gel estacionario que esta
disponible para la difusion de un soluto dado, este valor permite definir la conducta
cromatografica del soluto independientemente de la longitud del lecho y del grado de

empaquetamiento) se calculd a partir de la ecuacion 1.

Kav = (Ve = Vo)/(Vi = V) (Eq. 1)

donde V. es el volumen de elucion para cada proteina, V, es el volumen total de la

columna (24.4 ml) y V, el volumen de exclusion de la columna (7.53 ml para
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Superdex HR-75 y 7.89 ml para Superdex HR-200) que se determiné inyectando azul
de dextrano. La representacion del log de la masa molecular frente a Kav y por otra

' frente al radio de Stokes de las proteinas marcadoras (figuras 51

parte del (-log Kav)
y 52) corresponden a regresiones lineales que permiten determinar la masa molecular

y el radio de Stokes de una proteina conociendo su Kav.

La figura 51 muestra las determinaciones del tamafio molecular y radio de

Stokes calculados en Superdex HR-200 para los dos picos procedentes de la PrxII F.
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Figura 51. A. Determinacion de la masa molecular de la PrxIl F madura de
P.sativum. Se indica la masa molecular de las proteinas marcadoras. En rojo se
encuentran las masas moleculares calculadas para los picos de dimero o hexamero. B.
Determinacion del radio de Stokes de las formas dimérica y hexamérica de la PrxII F
de P sativum. Se indica el radio de Stokes de las proteinas marcadoras, que para las

formas dimérica y hexamérica de la PrxIl F se encuentra en rojo.

191



Resultados

Asi, a cada pico del cromatograma con su volumen de elucion le corresponde

una masa y un radio de Stokes determinado que se recoge en la tabla 6.

Tabla 6. Valores de Masa y Radio de Stokes de las proteinas recombinantes

determinados mediante columna Superdex HR-200.

Especie Masa (kDa) Radio de Stokes (A)
DIMERO (PrxII F, C59S
0 C8483) 38.9 28,1
HEXAMERO (PrxII F o
C84S) 118,9 41.8
Trx 02 7.5 10.24

En la figura 52 se muestran las determinaciones del tamafio molecular y radio de

Stokes calculados en Superdex HR-75 para el pico procedente de la Trx O2.
Con los datos obtenidos de esta grafica y empleando las curvas de calibrado

de la columna Superdex HR-75 se pudo determinar tanto la masa de la Trx O2 como

su radio de Stokes y asi queda reflejado en la tabla 7.
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Figura 52. A. Determinacion de la masa molecular de la forma monomérica de la Trx
02 madura de P.sativum en Supedex 75. Se indica la masa molecular de las proteinas
marcadoras. En rojo se marca la masa molecular de la Trx O2. B. Determinacion del
radio de Stokes de la forma monomérica de la Trx O2. Se indica el radio de Stokes de

las proteinas marcadoras que para la Trx O2 se encuentra en rojo

Tabla 7. Valores de Masa y Radio de Stokes de la Trx O2 recombinante determinados

mediante filtracion molecular en Superdex HR-75

Especie Masa (kDa) Radio de Stokes (A)

Trx O2 11.5 16.64
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9. FACTORES QUE AFECTAN A LA OLIGOMERIZACION DE LA PRXII F
DE P. sativum Y ESTUDIO COMPARATIVO CON LAS PROTEINAS
MUTANTES C59S Y C84S

Con el fin de determinar las condiciones que controlan la oligomerizacion de
la PrxII F de guisante se procedié al estudio, mediante experimentos de filtracion en
gel en columna analitica de Superdex HR-200, del efecto que distintos factores
fisicoquimicos producen sobre la forma dimérica y hexamérica de la enzima: fuerza
ionica, pH y estado redox. Los volumenes de elucion obtenidos para las proteinas

estandar de calibracion fueron los mismos en todas las condiciones ensayadas.

En todos los ensayos el mutante C59S mantuvo su comportamiento,
apareciendo Unicamente en su forma dimérica tal y como se mostraba en la figura 49
del apartado 8 de la seccion de resultados. Por ello, no se representara graficamente en

los estudios comparativos a fin de facilitar y hacer mas claros los esquemas.

9.1. EFECTO DE LA FUERZA IONICA

Para estudiar el efecto de la fuerza ionica en la oligomerizacion de las
proteinas PrxII F, C59S y C84S de guisante, la columna de Superdex 200 se equilibro
con Tris HCI a distinta distintas concentraciones de NaCl y se analizaron los distintos
cromatogramas. En los ensayos realizados con Tris-HCI pH 8 a las concentraciones
de 150 mM, 1 M o 2 M de NaCl, los niveles relativos pertenecientes al juego dimero-

hexamero no variaron ni para la PrxII F ni para la variedad mutante C84S (figura 53).
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Figura 53. Efecto de la fuerza ionica en la oligomerizacion de la PrxII F y C84S en
tampon Tris-HCI 25 mM pH 8. Se indica en cada caso la concentracion de NaCl

utilizada

9.2. EFECTO DEL ESTADO REDOX

Con objeto de estudiar si el estado redox de las proteinas PrxII F, C59S o C84S
afectaba a su estado de oligomerizacion, se equilibré la columna de Superdex 200 con

Tris HCI 25 mM (pH 8.0) y DTT 10 mM o H,O, 20 mM y se cromatografiaron las
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proteinas. Como se puede ver en la figura 54, la presencia del agente reductor DTT

provoca que tanto la PrxII F como el mutante C84S se presenten en su forma dimérica.
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Figura 54. Efecto del DTT en la oligomerizacion de la PrxII F y C84S.

fue oxidada con H,O,

Por el contrario, cuando la PrxII F en Tris-HCI 25 mM pH 8, 150 mM NaCl

20 mM durante una hora y cromatografiada, la forma

predominante fue la hexamérica mientras que la entidad dimérica permanecia en muy

pequeia cantidad (figura 55).
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Para conocer el estado de oxidacion en el que se encontraba el dimero

remanente de PrxII F tras la oxidacion, se ealizd una electroforesis SDS-PAGE de

éste; la banda de la PrxII F tefiida con Coomassie fue recortada y digerida con tripsina
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pancreatica bovina. La determinacion de la huella peptidica se realizd por
espectrometria de masas con un espectrometro de tiempo de vuelo y la secuenciacion
de iones peptidicos se realizé utilizando un espectrometro de masas hibrido triple
cuadrupolo-trampa i6nica lineal dotado de wun sistema e ionizacion por
nanoelectrospray. El analisis concluyd en que salvo un pequefiisimo porcentaje
(<0.5%) que tenia las cisteinas libres, las cisteinas 59 y 84 de la peroxirredoxina
formaban un enlace disulfuro. No se encontraron evidencias de cisteinas modificadas

por lo que en principio no estaban en forma de sulfénico, sulfinico o sulfénico.

9.3. EFECTO DEL pH

El efecto que el pH produce en el estado de agregacion de las proteinas PrxIl
F, C59S y C84S de P. sativum se estudi6 equilibrando la columna de Superdex 200
con fosfato potasico 25 mM (pH 6.5, 7.5. u 8) o con tampoén Tris -HCI 25 mM (pH
7.5, 8 y 8.9) utilizando en ambos casos una concentraciéon de NaCl de 150 mM

(figuras 56 y 57).

En tampon fosfato potésico, tanto en la PrxIl F como el C84S, no se
manifestaron cambios apreciables en los niveles relativos de dimero-hexamero a los

pH de 6.5, 7.5 u 8 (figura 56).

En tampon Tris-HCI los niveles relativos dimero-hexamero se mantuvieron
constantes para la PrxII F y C84S a todos los pH (7.5, 8 y 8.9) excepto en el caso de la
PrxIl F a pH 8.9 donde se observo un claro desplazamiento de la enzima hacia la

forma dimérica (figura 57).

A fin de estudiar los posibles cambios en el estado de agregacion de las Prx a
un pH altn mas basico, se realizaron pases cromatograficos en tampon carbonato-

bicarbonato pH 9.9. Como se muestra en la figura 58, la PrxII F y el mutante C84S se
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ven desplazados por completo a la forma dimérica lo que supone una continuacion al

afecto observado en la PrxII F en Tris-Cl pH 8.9.

Superdex 200 Prxll F Fosfato pH 6.5
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Figura 56. Efecto del pH en la oligomerizacion de la PrxIl F y C84S de guisante. El

tampon usado fue fosfato potasico 25 mM en presencia de NaCl 150 mM a los pH

indicados.
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Figura 57. Efecto del pH en la oligomerizacion de la PrxIl F y C84S de guisante. El

tampon usado fue Tris-HCI en presencia de NaCl 150 mM a los pH indicados.
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Superdex 200 PrxIl F Carbonato-Bicarbonato pH 9.9 Superdex 200 C84S Carbonato-Bicarbonato pH 9.9
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Figura 58. Efecto del pH en la oligomerizacion de la PrxII F y C84S de guisante. El

tampon usado fue carbonato-bicarbonato en presencia de NaCl 150 mM.

10. ESTUDIO PORMENORIZADO DE OLIGOMERIZACION DE LA
PRXII F MEDIANTE ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Todos los picos obtenidos por cromatografia analitica en Superdex HR-200
de las proteinas recombinantes PrxIl F, C59S y C84S, representados en las figuras 59
Al, A2 y A3 respectivamente, fueron estudiados con detalle mediante electroforesis
SDS-PAGE-tincion de plata y Western blot a fin de dilucidar el comportamiento de
cada proteina y establecer comparaciones que permitieran aclarar tanto el mecanismo

de accion como los enclaves de la oligomerizacion de estas enzimas.

El pico de hexamero de la PrxIl F dio una unica banda monomérica en
presencia de DTT mientras que en ausencia de éste se observaban cuatro bandas, dos
aproximadamente a 40 KDa y otras dos en torno a 20 kDa (figura 59. B1). El pico de
dimero mostré una banda de monémero en condiciones reductoras, mientras que sin
agente reductor reveld una banda predominante de monomero y otra muy tenue de
dimero a la misma altura a la que se encontraba la banda de menor tamafio observada

en el pico de hexamero sin DTT.
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El mutante C59S que s6lo ofrecia picos de dimero en los cromatogramas puso
de manifiesto una tinica banda a la altura del mondémero cuando era tratada con DTT.
Cuando la muestra no era reducida aparecia una nueva y tenue banda dimérica
correspondiente en altura a la banda de menor tamafio (o mayor movilidad) observada
en el pico de hexamero para la PrxIl F sin DTT. Como se demuestra en los Western
blot de la figura 59.C2 la fina banda intermedia que aparece en las tinciones de plata

(figura 59.B2) se corresponde a una impureza.

La figura 59.B3 representa el comportamiento del mutante C84S. En el pico
hexamérico aparecié una Unica banda monomérica en presencia de DTT. La ausencia
de DTT hizo que la proteina apareciera predominantemente en forma de dimero,
correspondiéndose en altura a la banda de mayor tamafio (o menor movilidad)
observada para la PrxIl F en el pico de hexamero sin DTT, aunque la forma de
monodémero seguia presente. El pico cromatografico dimero de este mutante sometido
a electroforesis reductora se presentd como monoémero mientras que sin DTT aparecia
una pequefia banda correspondiente en altura con la banda de mayor tamafio
observada para el pico de hexdmero de la PrxIl F sin DTT, si bien, la banda de
monoémero seguia siendo la mayoritaria (Figura 59.B3). Las bandas acompafiantes
volvian a ser impurezas tal y como lo confirma la ausencia de manchas en el Western-

blot (figura 59.C3).
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Figura 59. A. Filtracion molecular a través de la columna Superdex 200-HR en un
sistema FPLC de la PrxII F (A,1), C59S (A,2) y C84S (A,3). SDS-PAGE con tincion
de plata (B) o Western blot (C) con anticuerpos frente a la PrxIl F de los picos

correspondientes al hexamero (H) y dimero (D) de la filtracion molecular.
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11. ELECTROMOVILIDAD DE LA PRXII F MADURA RECOMBINANTE

Con objeto de analizar la electromovilidad de la PrxIl F recombinante en
SDS-PAGE, la proteina se sometio a electroforesis SDS-PAGE en presencia o

ausencia de agente reductor, DTT, en el tampon de carga.

En la figura 60 se puede observar, después de una tinciéon de plata, como en
ausencia de DTT la proteina aparece predominantemente a la altura de unos 40 kDa,
tamafio correspondiente al homodimero, mientras que en condiciones reductoras

aparece exclusivamente la banda del monomero a unos 20 kDa.

DTT
+ -
KDa
43 e | <= Prxll F dimero
30

20  [wmmmm—= | <= PrxIl F monémero

14

Figura 60. Comportamiento electroforético en SDS-PAGE de la PrxII F recombinante

de guisante en presencia y ausencia de DTT.
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12. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS
POLICLONALES FRENTE A LA PRXII F DE P. sativum

La Prx II F purificada a homogeneidad se utilizd para la obtencion de
anticuerpos policlonales en conejos de raza hibrida New Zealand, tal como se describe

en la seccion de Materiales y Métodos.

Una vez obtenido el antisuero se determind el titulo por la técnica de ELISA
(figura 61.A) y se ensayd su especificidad mediante Western blot de la proteina

recombinante (figura 61. B).

A B
Titulo PrxIl F ELISA KDa
5
g 41
c
§ 34 - - - Suero preinmune 43
S 2 —e— Suero final 30
a 1
<—PrxIl F
0 s R NP WP T 20
1/390625 1/15625 1/625 1/25 14
Dilucién del suero

Figura 61. A. Determinacion del titulo del anticuerpo anti-PrxII F mediante ELISA.

B. Western blot de PrxII F reducida con DTT.
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13. COMPORTAMIENTO DE LA PRXII F NATIVA DE P. sativum EN GELES
SDS-PAGE

El comportamiento electroforético en geles SDS-PAGE de la PrxII F nativa
fue evaluado en extractos de proteinas procedentes de hojas y raices de guisante.
Tanto en presencia como en ausencia de DTT 10 mM, la PrxIl F mostré un
comportamiento  idéntico e inesperado en funcién a los datos conocidos en la
literatura para otras Prx de tipo II. En Western blot de hojas aparecieron cuatro bandas
bien diferenciadas que pueden corresponderse por su tamafio, bien a diferentes
estados de oligomerizacion de la enzima (monoémero, dimero, trimero o hexamero) o a
interacciones de la PrxII F con otras proteinas. En raices Gnicamente se observo la
presencia de dos bandas representativas de la forma monomérica y trimérica (figura

62).

La ausencia de bandas en el Western blot frente a extractos de hoja en plantas
transgénicas de A. thaliana K.O. para la PrxII F suponia un aval de especificidad para
los anticuerpos. Sin embargo, la persistencia de todas las bandas que aparecian en
guisante podria seguir siendo atribuida tanto a la formacion de polimeros altamente
estables y resistentes a la accion del detergente (SDS) como al reconocimiento

inespecifico de los anticuerpos en guisante hacia otras proteinas.

Con objeto de esclarecer esta incognita se trataron los extractos proteicos de
raices y hojas con urea 6 M, se incubé un minimo de una hora y se sometieron a
electroforesis desnaturalizante en presencia de DTT. En estas condiciones el Western
blot mostr6 una sola banda, la correspondiente al monémero de la PrxIl F
evidenciando de este modo la especificidad de los anticuerpos usados y afianzando la

teoria de oligomerizacion de la enzima (figura 62).
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14. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA PRXIl F MEDIANTE
INMUNOCITOQUIMICA CON MICROSCOPIA ELECTRONICA

Para confirmar la localizacién mitocondrial de la PrxII F de guisante se llevo a
cabo la inmunolocalizacion de la proteina mediante microscopia electronica con el uso

de anticuerpos policlonales frente a la misma.

Para ello se realizaron cortes de hojas de guisante totalmente expandidas tras 3
horas de iluminacién, tal y como se indica en la seccion de Materiales y Métodos. Las
muestras a estudiar se trataron con los anticuerpos para la PrxIl F y paralelamente se
realizaron controles usando como anticuerpo primario suero preinmune. Se hizo

inmunolocalizacion mediante anti-IgGs marcados con oro coloidal de 15 nm.

Como se puede observar en la figura 63.A se comprobd que la PrxIl F de
guisante es una proteina mitocondrial, ya que en las muestras incubadas con el

anticuerpo frente a dicha proteina se observa una alta proporcioén de particulas en la
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mitocondria, si bien también aparece alguna particula en el citosol. Sin embargo el

marcaje es casi inexistente en otros organulos.

Por otra parte en los controles que se incubaron con el suero preinmune se

observa un marcaje practicamente nulo (figura 63.B).

Figura 63. Inmunomarcaje con oro coloidal de secciones ultrafinas de hojas de
guisante. A Muestras tratadas con Ig G anti PsPrxIl F. B Control tratado con Ig G

preinmune.Se encuentran indicadas con flechas algunas de las mitocondrias. (M):

mitocondria. ( s 2 1m).
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15. LOCALIZACION SUB-SUB-CELULAR DE LA PRXII F

Una vez se habia demostrado la localizacion mitocondrial de la PrxIl F
mediante inmunolocalizacion se decidio profundizar en su sub-localizacion dentro de
la mitocondria, esto es, esclarecer su preferente localizacion en la membrana o en la

matriz.

A partir de hojas de guisante se extrajeron mitocondrias que posteriormente
fueron sonicadas. Mediante centrifugacion de las muestras a 100.000 xg se separd la
matriz mitocondrial de las membranas. Previo a la electroforesis reductora en SDS-
PAGE-Western blot las proteinas fueron tratadas con urea 6 M a fin de obtener una
unica banda monomérica de la PrxII F. Para poder comparar los niveles de PrxII F se
cargaron 10 pg de muestra tanto para las proteinas de la matriz como para las de la

membrana.

Como puede verse en la figura 64, los niveles de PrxII F son mucho mayores

en la matriz mitocondrial que en las membranas.

Localizacion preferencial

Prxll F
Membrana Matriz

Figura 64. Western blot de la PrxII F en membranas y matrices mitocondriales de

hojas de guisante.
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16. RECONOCIMIENTO PRXII F - ANTICUERPO MEDIANTE
MICROTERMOCALORIMETRIA

A fin de estudiar la especificidad de la unién PrxIl F — Ig G se pensé en
realizar estudios fisicoquimicos de microcalorimetria enfrentando la proteina a su

anticuerpo.

La figura 65 muestra la titulacion microcalorimétrica de los sueros pre- (A) y

post-inmune (B) con PrxII F a una concentracion de 183 uM.

Los picos obtenidos durante la titulacion del suero pre-inmune eran pequefios
y uniformes, y se interpretan como formacioén de calor por diluciéon, por lo que no
representan unioén alguna. Estos resultados confirman la ausencia de anticuerpos

preexistentes que reconozcan el antigeno.

La titulacion del suero post-inmune con la PrxIl F se caracteriza por
significantes cambios exotérmicos. La integracion de los datos brutos mostrdo un
comportamiento bifasico. Los datos fueron analizados usando un modelo para la unién
a sitios diferentes e independientes (ORIGIN, Microcal.). Este modelo permite
diferenciar dos poblaciones de anticuerpos. En definitiva es una aproximacion ya que
un suero policlonal contiene una multitud de anticuerpos con diferentes parametros de

union.

El primer evento de alta afinidad de unién, representando en torno al 11% de
los anticuerpos especificos fue conducido por unos cambios favorables de entalpia
(AH = -27.8 £ 2.3 kcal/mol) y caracterizados por una Kp de 90 £ 41 nM. Similares
afinidades y cambios de entalpia han sido descritos para otros anticuerpos maduros en
la bibliografia. (Torigoe et al., 1995).

El segundo evento, representado por un 89% de los anticuerpos especificos se

caracteriza con una Kp de 4.3 + 0.3 pM.
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Figura 65. Titulacion microcalorimétrica de los anticuerpos para la PrxIl F. Panel
superior: cambios de calor durante la titulacion del suero pre-inmune (A) y post-
inmune (B) enfrentados a la PrxII F con alicuotas de 1.6 pl de PrxIl F 183 uM. Todas
las muestras fueron dializadas frente a Tris-HCl 25 mM (pH 7.5) y DTT 0.1 mM.
Previo al analisis los sueros sufrieron una doble dilucion con el tampon. Panel inferior:
integracion de las areas de los picos obtenidas por titulaciéon del suero post-inmune.
Los datos fueron ajustados usando el “modelo de dos sitios de unién” de ORIGIN
(Microcal).
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17. UNION DE LA PRXIl F OXIDADA A LAS MEMBRANAS
MITOCONDRIALES

El hecho de que para las Prx de 2-Cys y Prx-Q se hayan descrito adhesiones
de la enzima a las membranas tilacoidales hace pensar en la hipdtesis de que una

union similar ocurriera en la mitocondria.

Los picos de dimero y hexamero obtenidos tras la filtracion molecular de la
PrxII F sobreoxidada (figura 55, apartado 9.2.) se incubaron por separado durante una
hora con membranas mitocondriales aisladas de guisante. Posteriormente éstas fueron
lavadas tres veces con Tris-HCl 25 mM. Para revelar si habia o no adhesion de la
PrxIl F a la membrana se realizé un Western blot cargando 10 pug de cada una de las
muestras, membranas control (a la que previo a la incubacién sélo se les anadid
tampo6n), membranas incubadas con el pico del dimero y membranas incubadas con el
pico del hexamero. Como en los casos anteriores, para observar la presencia de una
unica banda en los ensayos de Western blot se us6 urea 6 M. Los experimentos se

repitieron al menos tres veces.

En la figura 66.B se muestran los distintos niveles de enzima presentes en
cada uno de los tratamientos evidenciando una clara unién de la PrxII F procedente del
dimero oxidado a las membranas mitocondriales, que como ya se ha comentado en el

apartado 9.2., presenta las cisteinas en su forma oxidada como puente disulfuro.
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Figura 66. A. Cromatograma obtenido del pase de la PrxII F sobreoxidada con H,0,
20 mM durante 1h. B. Western blot de membranas mitocondriales incubadas con

tampon (Mb) y con el pico de hexamero (H) o dimero (D) de PrxII F de la figura A.

18. PROTECCION DE DNA FRENTE A ESPECIES DE OXIGENO
REACTIVO

Para comprobar si la PrxII F recombinante de P. sativum era capaz de proteger
el DNA frente a especies de oxigeno reactivo, se realizo un ensayo en el que éstas se
producen incubando DTT con Fe’*. De esta manera se cataliza la reduccion de O, a
H,0,, que posteriormente se convierte a radicales hidroxilo mediante la reaccion de
Fenton. Estas especies de oxigeno reactivo atacan al DNA plasmidico, en este caso,

produciendo hendiduras y, por tanto, cambios de conformacion.

Se realiz6 un estudio comparativo de proteccion del DNA entre la PrxIl F y

los mutantes C59S y C84S utilizando la albumina como control negativo.
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Como se puede observar en la figura 67, los radicales producidos por este
sistema provocaban la degradacion completa de 1 pg de DNA plasmidico; la PrxIl F
y mutante C84S de P. sativum fueron capaces de prevenir esta degradacion mientras
que la proteina C59S y albumina carecian de la actividad protectora, por lo menos a

las concentraciones de proteina empleadas (20 pM).

M a b c d e f g

!-- -— -
— L]
.

Figura 67. Ensayo de proteccion de DNA plasmidico. M, marcador; a, plasmido; b,
plasmado + DTT; c, plasmido + Fe*" + DTT; d, plasmido + Fe*" + DTT+ 20 uM
Prx; e, plasmid + Fe’" + DTT + 20 pM C59S; f, plasmido + Fe'™ + DTT + 20 uM
C84S; g, plasmido + Fe’™ + DTT + 20 uM BSA.

19. ACTIVIDAD PEROXIDASA

Se analiz6 la actividad destoxificadora de las proteinas PrxII F, C59S y C84S
recombinantes de guisante hacia el H,O,, y se estudidé comparativamente la eficiencia

de cada una de las enzimas.
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19.1. ACTIVIDAD PEROXIDASA DEPENDIENTE DE DTT

La actividad peroxidasa de la PrxIl F se puede analizar mediante un método
espectrofotométrico en el que la cantidad residual de hidroperdxido se mide por su
capacidad para producir un complejo de color purpura cuando reacciona con una
mezcla de sulfato ferroso amonico y tiocianato potdsico que absorbe a 480 nm
(Thurman et al., 1972). Previamente se realiza una curva estandar con cantidades
conocidas de hidroperoxido para poder determinar la concentracion residual en el

ensayo.

Como mecanismo de reduccion de las proteinas PrxIl F, C59S y C84S se
utilizé el DTT, con el que se incubaron previamente las enzimas a una concentracion
de 4 mM. Se midi¢ la actividad peroxidasa en funcién de la concentracion de proteina

y se hizo un estudio comparativo de actividad entre las distintas proteinas.
Como se puede ver en la figura 68, el mutante C598S es incapaz de reducir el

H,0,. La PrxII F se mostrd unas diez veces mas activa que el mutante C84S aunque en

ambos casos la reduccion fue dependiente de la cantidad de enzima empleada.

214



Resultados

Actividades Enzimaticas con DTT

35,
= 30 -
o
£
- 251
o~
ON
T 20 —— PrdlF
S C59S
§ 151 ——C84S
e
]
14

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Concentracion de enzima (uM)

Figura 68. Reduccion del H,0, dependiente de DTT producida por las proteinas
recombinantes PrxII F, C59S o C84S en funcion de la concentracion de enzima

utilizada. Los valores son la media de experimentos triplicados.

19.2. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA

PRXII F PARA LA ELIMINACION DEL H,0,

Para la determinacion de las constantes cinéticas de la PrxII F recombinante

para el H,O, se utiliz6 la medida de actividad peroxidasa dependiente de DTT.

Teniendo en cuenta la ecuacion de Michaelis-Menten:

Vipa [S]
Ky + [S]

V=
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Los valores de Ky y Vimax se pueden obtener mediante la representacion de
Lineweaver-Burk que consiste en aplicar los inversos, quedando la ecuacion de la

siguiente forma:

Considerando que en las fases iniciales de la reaccion enzimatica la concentracion de
sustrato en relacion con el tiempo es casi lineal se pueden obtener datos exactos de la
velocidad en funcion de la concentracion de sustrato conociendo la concentracion
inicial de éste. Con este fin se fij6 una concentracion de PrxIl F recombinante de 0.5
UM y se varid la concentracion de H,O, entre 5 y 40 uM midiendo en cada caso la
velocidad inicial de la reaccion. La representacion de Lineweaver-Burk obtenida
puede observarse en la figura 69; en esta representacion la extrapolacion lineal de los
datos nos proporciona tanto Vi, como Ky cuyos valores son 12.72° M-min™ y 18.86
UM respectivamente. Por Gltimo conociendo el valor de V. y la concentracion total
de enzima se puede calcular el valor de la constante catalitica (k) mediante la

ecuacion:

v = kcat [E]t

max

Asi el valor de ke es de 10.6 5™ 1/key €5 igual a 0.09 s y la relacion k../Ky presenta

un valor de 5.6 x 10° M's™,
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Figura 69. Representacion de la actividad peroxidasa dependiente de DTT de la PrxII
F recombinante de guisante mediante la ecuacion de Lineweaver-Burk. En esta
representacion doble inversa, se representa 1/Vi frente a 1/[S]. Los valores son la

media de experimentos duplicados.

20. DETERMINACION DE LOS POTENCIALES REDOX DE LAS
PROTEINAS RECOMBINANTES

Con objeto de determinar el efecto de las mutaciones sobre las Cys y entender
mejor el mecanismo de transferencia electronica desde la Trx O2 hasta la PrxIl F, se

calcul¢ el potencial redox de cada una de las proteinas recombinantes purificadas.

A excepcion del potencial redox del mutante C59S, que no pudo ser

determinado mediante el método fluorimétrico utilizado y descrito en la seccion de
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materiales y métodos, todos los potenciales redox fueron obtenidos a partir de las
graficas mostradas en la figura 70 obteniéndose unos valores de -309, -306 y -323 mV

para la PrxII F, C84S y Trx O2 respectivamente.

Potencial Redox PrxIl F Potencial Redox C84S
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] + 80 ] + 80
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Figura 70. Potenciales redox para las proteinas recombinantes PrxII F, C84S y Trx
02 . Tras la reaccion de los grupos tiol con monobromobimane, las muestras fueron

analizadas por union al fluoréforo.

21. DETERMINACION DE LOS GRUPOS SULFIDRILO PRESENTES EN
LAS PROTEINAS RECOMBINANTES PRXII F, C59S Y C84S

Para determinar si los grupos tiol que posee la PrxIl F de guisante se
encuentran en zonas expuestas de la proteina se acudid a la determinacion de los
mismos mediante la reaccion de Ellman en ausencia de agentes desnaturalizantes
descrita en la seccion de Materiales y Métodos. En estas condiciones sélo se
determinan los grupos tiol que se encuentran expuestos y por tanto accesibles al
DTNB.
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En la tabla 8 se detallan los valores obtenidos para cada una de las proteinas
usadas en el ensayo. La PrxIl F muestra casi dos grupos tiol por unidad de proteina

mientras que los mutantes s6lo exponen un grupo.

Enzima Grupos SH libres/proteina
Prx 1.75+£0.12
Mut 1 0.83+0.10
Mut 2 0.78 £ 0.06

Tabla 8. Determinacion de los grupos tiol mediante la técnica de Ellman. Las
determinaciones se realizaron por triplicado mostrandose la desviacion estandar en

cada caso.

22. ESTUDIO DE LA PRXII F MEDIANTE TECNICAS BIDIMENSIONALES

Estudios previos con electroforesis bidimensionales han mostrado que las Prx
humanas y las Prx de 2-Cys de levaduras pueden presentarse como spots con igual
masa y diferente punto isoeléctrico dependiendo de su estado redox (Cesaratto et al.,
2005, Vivancos et al., 2005, Biteau et al., 2003, Woo et al., 2003.). Asi, la forma
reducida aparece siempre a un pl mas basico que la forma sulfinica oxidada (SO,H).
El hecho de que estas observaciones no se hubieran descrito en Prx de plantas motivo

el realizar nuestros ensayos sobre la PrxII F.

En primer lugar se realizdo una electroforesis bidimensional de la PrxII F
recombinante de excelente grado de pureza que fue tefiida mediante tincion de plata.
La figura 71 muestra la aparicion de dos spots a diferente altura y pl. Uno de ellos en
torno a 40 kDa y pl de 5.8 y el segundo a unos 20 KDa y un pl de 6.29. Ambos
valores de pl se acercan bastante al determinado teéricamente (5.98) para la PrxII F

mediante prediccion bioinformatica.
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Figura 71. Tincion de plata de la electroforesis bidimensional de la PrxII F purificada.
Se indican los puntos isoeléctricos (pl), tamano molecular (kDa) y las formas

monomeéricas y diméricas de la PrxII F.

Tres experiencias se realizaron sobre guisante y Arabidopsis thaliana. Las
electroforesis bidimensionales fueron reveladas mediante Western blot. Tanto en hojas
y raices de guisante como en hojas de arabidopsis aparecieron dos spots con la misma
masa molecular (20 kDa aproximadamente) pero diferente punto isoeléctrico (6.33 y
5.95). Ademas, en hojas de guisante también se observo la presencia de dos spots

adicionales a la altura 40 kDa ,que a su vez diferian en el pl (6.05 y 5.83) (Figura 72).
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Guisante Arabidopsis
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Raices Hojas Hojas
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Figura 72. Electroforesis bidimensionales de la PrxII F reveladas por Western blot. Se
indican los puntos isoeléctricos (pl), tamafo molecular (kDa), los tejidos (raiz y hoja)

y la planta (guisante y arabidopsis).

Aprovechando la facilidad de obtencion de mitocondrias de patata asi como el
hecho de que en SDS-Western blot de dichas mitocondrias aparece una sola banda
especifica para la PrxIl F, se realizaron otras tres experiencias. El experimento
consistié en el seguimiento de la PrxIl F bajo distintas condiciones: una muestra
control de mitocondrias de patata que no fue tratada con ninglin agente, mitocondrias
reducidas con DTT 50 mM y mitocondrias oxidadas con H,0, 50 mM vy acida sodica
para evitar que las peroxidasas dependientes de grupos hemo eliminasen el H,0,. Tras
una hora de incubacion las muestras se sometieron a la electroforesis bidimensional y
se revelaron mediante Western blot. (figura 73). Los dos spots monoméricos
caracteristicos (con pl de 6.33 y 5.95) ya observados en las experiencias anteriores
volvieron a aparecer en las mitocondrias de patata no tratadas, siendo el spot mas
basico el predominante. En el caso de las mitocondrias reducidas con DTT soélo se
pudo observar el spot monomérico que aparecia a pl mas basico (6.33). En la

experiencia oxidativa de las mitocondrias no solo estaban presentes los dos spots
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monomeéricas caracteristicos (pl de 6.33 y 5.95), sino ademas una serie de puntos,

todos de igual masa pero con un pl que oscilaba entre 6.33 y 4.

Mitocondrias de patata

N

Control DTT 50 mM H,0, 50 mM, Acida
ImM
4 pl 7 4 pl 7 4 ol 7
kDa kDa kDa
% 36 36
21 21 3 21 5.95 %
16 595 “6.33 16 6.33 6B “vs e v j .5

Figura 73. Electroforesis bidimensionales de la PrxII F de mitocondrias de patata
reveladas por Western blot. Se indican los puntos isoeléctricos (pl), tamafio molecular

(kDa) y tratamientos realizados

23. EFECTO DEL ESTRES FIiSICO Y QUIMICO SOBRE LA PRXII F DE P.

sativum

Para estudiar la expresion de la PrxIl F de guisante en condiciones de estrés
oxidativo, a plantas jovenes de guisante crecidas en cultivo hidroponico se sometieron
a distintos tratamientos. En todos los casos se utilizaron plantas control no aireadas y
otras que estaban sometidas a aireacion, a fin de estudiar si se producian cambios en
los niveles de expresion de la PrxIl F al aumentar el metabolismo aerdbico de la
planta. Las plantas se analizaron en tejido folial y sistema radicular tanto a nivel
transcripcional (PCR semicuantitativa) como traduccional (Western blot). Los

experimentos se hicieron por triplicado.
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Los tratamientos realizados fueron tanto fisicos como quimicos:
1) los tratamientos quimicos se hicieron con NaCl (25 y 50 mM) y CdCl, (10uM) y se
llevaron a cabo los estudios transcripcionales y traduccionales sobre la PrxII F.
2) el tratamiento fisico consistid en incubar las plantas a 4°C hasta 24 horas. Se
realizaron estudios trascripcionales de la PrxIl F a las 12 horas mientras que los

niveles de proteinas se midieron a las 12 y 24 horas.

Los resultados experimentales se ilustran en la figura 74.

En hojas, tanto los niveles de proteinas como de mRNA manifestaron una
induccion en los tratamientos con NaCl (25 y 50 mM) o Cd,Cl (10uM), mientras que

en raices dichos niveles se mantuvieron constantes en todos los casos (figura 74A).

En el caso de estrés fisico se observo una clara induccion en los niveles de
mRNA de hojas tras doce horas de enfriamiento mientras que en raices no se aprecio
cambio alguno. Los niveles de proteinas en tejido folial se vieron incrementados tras
12 y 24 horas de frio. En cambio los niveles proteicos se mantuvieron inalterados en

raices (figura 74.B).

223



Resultados

A

PrxIl F hojas
Actin hojas

PrxIl F raices

Actin raices

Prxll F hojas

PrxIl F raices

Control Aire NaCl  NaCl CdCl,
25mM  50mM 10pM

FREw e . -
- G e . e

- e e . e W

Control  Aire  NaCl  NaCl CdCl,
25mM  50mM 10uM

“ @ |Proteina

o asms o <END ol

mRNA

B

Prxll F hojas

Actin  hojas
PrxIl F raices

Actin  raices

Prxll F hojas

PrxIl F raices

Control  Frio
12h

Control  Frio Frio
12h  24h

- ——

mRNA

Proteina

Figura 74. Estudio de la expresion de la PrxIl F a nivel transcripcional (PCR

semicuantitaitva) y traduccional (Western blot). En el caso de la transcripcion se

muestran los niveles de actina y PrxII F tanto en hojas como en raices. A. estrés salino

(NaCl 25 mM y 50 mM) y por metales pesados (CdCl, 10 uM). B. estrés por frio; a

12 horas para mRNA y a 12 y 24 horas para proteinas.

24. INTERACCION PRXII F-TRX 02

Aunque hasta la fecha no se ha evidenciado que las Trx sean los donadores

fisiologicos electronicos de las Prx, existen numerosos estudios que muestran esta

interrelacion in vitro entre ambas proteinas. En este trabajo se tratdé de encontrar la

relacion in vivo e in vitro entre la Trx O2 y PrxII F de guisante utilizando técnicas de

microtermocalorimetria (ITC), filtracion en gel, Western blot y ELISA.
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24.1. INTERACCION PRXIlI F-TRX 02 DETERMINADA MEDIANTE
MICROTERMOCALORIMETRIA (ITC) Y FILTRACION EN GEL

La idea del trabajo fue la de caracterizar la interaccion de la Trx O2 con las
proteinas PrxIl F, C59S y C84S para estudiar si el hecho de mutar las cisteinas
involucradas en el mecanismo de accion de la PrxII F podria implicar cambios en la
interaccion de ésta con la Trx O2. Asi mismo se buscaba manifestar la interaccion in

vivo entre la PrxIl F y la Trx O2.

Para los ensayos de ITC se utilizaron las proteinas Trx O2, PrxIl F, C59S,
C84S a las concentraciones de 2, 65, 64 y 62.5 uM respectivamente. Se inyectaron
fracciones de 1.6 pL. de PrxII F, C59S o C84S sobre la Trx O2. Tras las titulaciones se
determinaron los parametros termodindmicos correspondientes suponiendo un orden

de reaccion de 1 con el uso del programa ORIGEN.

La proteina mutante C59S no interacciond con la Trx O2 mientras que la
interaccion C84S-Trx-O2 daba lugar a cambios de calor muy pequefias que no podian

ser analizados mediante los modelos matematicos disponibles.

La interaccion entre PrxIl F-Trx O2 pudo ser determinada tal y como se
muestra en la figura 75. Los datos experimentales se ajustaron mediante el modelo de
“Un sitio de union” (version ORIGIN de MicroCal). La union esta conducida por
cambios extremadamente favorables de entalpia (AH= - 60.6 £ 0.1 kcal/mol) que
demuestran que un gran numero de interacciones, tal como puentes de hidrogeno o
fuerzas de van der Waals, tienen lugar en la formacion del complejo PrxII F-Trx O2.
Este cambio favorable de entalpia estd compensado por unos cambios muy
desfavorables de entropia (TAS= -47.1 £ 0.1 kcal/mol) que indican una pérdida

significante en el grado de libertad conformacional de las proteinas.
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La uniéon de ambas proteinas es ultrafuerte, en el limite de deteccion de
cualquier método basado en equilibrios. Sin embargo, hay dos puntos en la parte
inclinada de la curva de titulaciéon que permite el calculo de una constante de unioén
cuyo valor fue de (7.9 + 0.9) x 10° M"'. Esta se corresponde con una constante de
disociacion de 126 + 14 pM y un cambio de energia libre de Gibs (AG) de -13.5 £ 0.1
kcal/mol. La afinidad que se muestra en este ensayo es una de las interacciones mas
fuertes descritas para una interaccion proteina-proteina. (Stites et al. 1997).
Igualmente, el cambio de entalpia es muy elevado (-60.6 kcal/mol) muy por encima de
la media de una interaccion proteina-proteina que toma valores de -8.6 kcal/mol

(Stites et al. 1997).
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Figura 75. Estudio de union de las proteinas PrxIl F-Trx O2 mediante
microcalorimetia. Arriba: Cambios de calor observados durante la titulaciéon de 2 uM
de Trx O2 con alicuotas de 1.6 pl de PrxIl F (64.6 uM). Abajo: Areas de los picos
integradas de los datos brutos (m). La linea corresponde al ajuste de estos datos

utilizando el modelo de un sitio de uniéon de ORIGEN (MicroCal).
Los datos obtenidos por ITC dieron pie a los estudios de interaccion entre las

mismas proteinas ayudandonos de técnicas clasicas como la filtracion molecular en

gel.

227



Resultados

La Trx O2 fue incubada por separado con las proteinas PrxII F, C59S o C84S
en tampon Tris-HCI 25 mM, NaCl 150 mM y DTT 0.5 mM durante un periodo de 12
horas. Seguidamente se sometié cada mezcla de incubacion a una filtracion en gel a
través de una columna Superdex HR-200 equilibrada con el mismo tampoén con que se
hicieron los experimentos de microcalorimetria. La resolucion de picos se muestra en

el cromatograma de la figura 76.

El par C59S-Trx O2 se resolvid presentando dos picos, uno correspondiente a
la forma dimérica del mutante C59S (15.3 ml) y otro pico caracteristico de la Trx O2

(18.8 ml).

Al igual que en el caso anterior, el par C84S-Trx O2 presentd dos picos bien
definidos correspondientes a la forma dimérica del C84S (15.3 ml) y al mondémero de

la Trx O2 (18.8 ml).

En el par PrxIl F-Trx O2, desaparecid el pico monomérico de la Trx O2 que
interaccion6 con la PrxIl F adicionada en exceso para formar un nuevo hetero-
complejo PrxIl F- Trx O2 a 13.5 ml. La presencia de la Trx O2 se puso de manifiesto

mediante Western blot del fraccionado.
La determinacion de la masa y radio de Stokes del heterocomplejo se realizo

usando las curvas de calibrado hechas para la Superdex HR-200 y los valores

obtenidos quedan reflejados en la tabla §.
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Figura 76. Interaccion PrxII F — Trx O2 mediante filtracion molecular por columna de

Superdex 200. A. Cromatograma superpuesto de las tres incubaciones llevadas a cabo

de forma independiente entre la Trx y las proteinas PrxIIF, C59S y C84S en negro,

azul y rojo respectivamente. B. Western-blot del heterocomplejo PrxII F-Trx O2 con

anticuerpos frente a la Trx O2.

Tabla 8. Masa y Radio de Stokes del heterocomplejo PrxII F- Trx O2 determinados

por filtracion molecular en columna Superdex HR-200

Especie

Masa ( kDa)

Radio de Stokes ( A)

Complejo Prx-Trx

92.7

38.5
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24.2. INTERACCION PRXIl F-TRX 02 MEDIANTE FILTRACION
MOLECULAR DE MATRICES MITOCONDRIALES Y POSTERIOR
ANALISIS POR ELISA

Los resultados de la interaccion PrxII F- Trx in vitro condujeron a la hipotesis
de una posible interaccion in vivo entre las mismas, hecho que no ha podido ser

demostrado hasta nuestros dias.

A fin de encontrar una interaccion in vivo entre la PrxIT F y la Trx O2 se hizo
un estudio de ELISA con los fraccionados obtenidos al pasar matrices mitocondriales

purificadas de hojas de guisante por columna de filtracion molecular.

Se aislaron mitocondrias de hojas de guisante de dos semanas de edad
siguiendo el protocolo que se detalla en la seccion de materiales y métodos. Dichas
organelas fueron lisadas mediante sonicacion, separandose posteriormente la matriz de
las membranas por centrifugacion. Las proteinas presentes en la matriz mitocondrial
se sometieron a filtracion molecular en Superdex HR-200 equilibrada con Tris-HCI 25
mM, NaCl 150 mM, con y sin DTT, separandose asi segun tamafio molecular en
alicuotas de 200 pl. Posteriormente los fraccionados con y sin DTT se sometieron a
dos ELISA (figura 77), uno con el anticuerpo frente a la Trx O2 y otro frente a la PrxII
F.

En el ELISA procedente de las muestras reducidas con DTT llevado a cabo
con el anticuerpo frente a la Trx O2 aparecieron dos picos mayoritarios, a 13.5 y 18.8

ml mientras que en el ELISA de la PrxII F se observaron otros dos a 13.5 y 15.3 ml.

En el ELISA procedente de las muestras no reducidas con DTT realizado con
el anticuerpo frente a la Trx O2 aparecieron tres picos mayoritarios, a 13.5, 16.6 y

18.8. En el ensayo frente a la PrxII F se observaron picos a 12.9, 13.5 y 15.3 ml.
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Sorprendentemente, ambas proteinas presentaron un pico de ELISA en la
misma alicuota (13.5 ml) coincidiendo en volumen y tamafio con el heterocomplejo
PrxIl F-Trx observado en filtracion molecular con las proteinas recombinantes
purificadas. Los picos de mayor volumen de elucion de la Trx O2 y de la PrxII F se
correspondian con los observados para las proteinas recombinantes (monémero de Trx

02 al8.8 ml y dimero de PrxII F a 15.3 ml) en los estudios de filtracion molecular.

16 ELISA (+ DTT) B
A Prxll F Trx 02
14
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g 10 15.3 ml 13.5ml 13.5ml 18.8 ml
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Figura 77. Filtracion molecular por columna de Superdex 200 de matrices
mitocondriales. A. ELISA con los anticuerpos frente a la Trx O2 y PrxIl F sobre los
fraccionados obtenidos al someter matrices mitocondriales de hojas de guisante a
filtracion molecular con DTT. B. SDS-PAGE-Western blot de los fraccionados que
dieron reaccion positiva en el ELISA para la PrxIl F y Trx O2 con DTT. C. ELISA
con los anticuerpos frente a la Trx O2 y PrxII F sobre los fraccionados obtenidos al

someter matrices mitocondriales de hojas de guisante a filtracion molecular sin DTT.

Tal y como se ve en la figura 77.B, en el pico comun a ambas enzimas (13.5
ml), el SDS-PAGE-Western blot revela la presencia tanto de PrxIl F (previamente

tratada con urea 6M a fin de obtener una tinica banda monomé¢ica) como de Trx O2.
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En el pico de mayor volumen de eluciéon de cada proteina también se manifiesta la

presencia de Trx O2 o PrxIl F, segun el caso.

25. ESTUDIO DE LOS CAMBIOS CONFORMACIONALES EN LAS
PROTEINAS RECOMBINANTES MEDIANTE FLUORIMETRIA

Los cambios conformacionales de una proteina pueden afectar al
microambiente que rodea a los grupos triptoéfano de la misma. Teniendo en cuenta que
dichos cambios pueden ser apreciados midiendo la fluorescencia de este aminoacido,
podria detectarse si en las proteinas mutantes los espectros de emision de

fluorescencia eran distintos a los de la PrxII F recombinante.

En los experimentos se compararon los espectros de emision de fluorescencia
de la PrxII F, C59S y C848S, a una concentracion de5 uM, en Tris-HCI 25 mM pH 8,
tanto en condiciones normales como tras una hora de oxidaciéon con HO, 50 mM para
poder comparar y asegurar que los posibles cambios observados no se debieran a la

formacion de puentes disulfuro.

A Fluorescencia intrinseca del triptofano B  Fluorescenciaintrinseca del triptéfano
o s 9 tras la oxidacion
£ 5
E TJ 038
.E .g 06
5 g
3 S 04
3 9
3 g 02
= =2
[ = 0
Emision. X (nm) Emision. A (nm)

Figura 78. Espectros de fluorescencia intrinseca del triptofano en las proteinas PrxII
F, C59S y C84S en el tampoén Tris-HCI 25 mM pH 8§, en condiciones normales (A) y
tras la oxidacion con H,O, 50 mM (B).
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En la figura 78 se observa como la PrxIl F tiene un espectro de emision
distinto al que presentaron cualquiera de los dos mutantes, tanto en condiciones
normales como tras la sobreoxidacion. En cambio, las proteinas C59S y C84S

mantuvieron un espectro bastante similar.

26. CRISTALIZACION DE LA PRXII F RECOMBINANTE DE P. sativum

Con objeto de determinar la estructura tridimensional de la PrxII F de guisante
se comenzaron a realizar estudios de cristalizacion de la enzima. El protocolo de
purificacion desarrollado permite la obtencion de proteina recombinante con un alto

grado de pureza (figura 79) y en cantidad suficiente para iniciar los intentos de

cristalizacion.
M
kDa =
PR . .
43 Figura 79. SDS-PAGE celectroforesis en
.
30 - condiciones reductoras de la PrxII F
<«—Prxll E purificada para su posterior
- rx
20 - cristalizacion.
14 -

Tras la optimizacion, los cristales se obtuvieron utilizando 3 pl de PrxII F 10
mg ml" en Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 150 mM y 3 pl de solucion reservorio
(DTT 5 mM, 20% PEG 200 (M/V) y 1 % (V/V) de isopropanol en tampon citrato 100

mM pH 5.6.) equilibrado frente a 500 pul de solucion reservorio (figura 80).
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Figura 80. Cristales de la PrxII
F de guisante observados en

presencia de PEG 4000.

Los cristales de PrxII F difractaron a 2.4 A en un generador de 4nodo rotatorio
aunque los datos tuvieron que ser recogidos a 2,8 A. La simetria espacial se estableci6
dentro del orden P1 con unos parametros de celdilla unidad de a = 61,88, b = 66.40, ¢
= 7723 A, a=102.90, p = 104.40, vy = 99.07 °. El calculador de probabilidad de
Matthews (Kantarjieff and Rupp, 2003) estimé una Vy de 2,43 A’ Da” con una
probabilidad de 0.87 para corresponder a seis mondmeros por celdilla unidad y un
contenido de solvente del 49.44%. La simetria y el contenido de la celdilla unidad fue
confirmado por reemplazamiento molecular usando un modelo generado por
EsyPre3D (Lambertet al., 2002) como modelo de busqueda ya que la Prx de alamo
(codigo PDB 1tp9) presenta un 36% de identidad con la PrxII F de P .sativum (figura
81).
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Figura 81. Hexamero de la PrxII F obtenido por difraccion de rayos X

235






DISCUSION






Discusion

DISCUSION

En los ultimos afios ha generado una atenciéon especial, por sus peculiares
caracteristicas, una nueva familia de enzimas, las Prx, capaces de intervenir en los
sistemas de destoxificacion de las especies de oxigeno reactivo reduciendo el H,O, y
distintos alquilhidroperoxidos. El hecho de que estén presentes en todos los
organismos, que no necesiten un cofactor metalico, que sean enzimas bastante
resistentes y que presenten una amplia especificidad de sustrato acentuan la
importancia de las Prx. A todo esto habria que sumar que estdn implicadas en procesos

tan relevantes como la regulacion de factores de transcripcion, cancer, apoptosis, etc.

En vegetales superiores una de las enzimas pertenecientes a esta familia, la
PrxII F, se localiza en la mitocondria donde parece estar involucrada en procesos de
gran importancia como la proteccion del DNA mitocondrial, la destoxificacion de
H,0, y en procesos de sefializacion celular. Ademas se le ha atribuido un papel
fundamental en la resistencia del sistema radicular de Arabidopsis thaliana frente a
estrés por Cd. Aunque se ha avanzado notablemente en el conocimiento de estas
enzimas aun quedan muchas cuestiones sin resolver. El trabajo presentado en esta
Tesis Doctoral supone el primer estudio sobre la caracterizacion de la enzima PrxIl F
de P. sativum. Dicho estudio supone un avance en el conocimiento de estas enzimas,

a nivel de su funcionamiento, estructura, oligomerizacion y regulacion.

1. AISLAMIENTO DEL cDNA QUE CODIFICA LA PRXII F DE P. sativum Y
ANALISIS DE LA SECUENCIA

La disponibilidad en las bases de datos de secuencias correspondientes a PrxII
F de diversos organismos asi como la presencia de dominios peptidicos altamente
conservados en estas secuencias nos permitio el disefio de oligos heterdlogos para la

obtencion del cDNA que codifica la PrxII F de P. sativum mediante PCR. Se obtuvo
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inicialmente parte de esta secuencia que permitid el disefio de nuevos oligos, ya
homologos, para la obtencion de los extremos 5° y 3” de dicha secuencia, mediante

5'RACE y PCR respectivamente.

La secuenciacion de los productos obtenidos reveld la existencia de una pauta

abierta de lectura contenida en el mRNA de P. sativum que codificaba una PrxII F.

En el extremo 3" se encontraron dos sitios de poliadenilacion distintos que
diferian en unas 95 pb. Este hecho es bastante frecuente en genes vegetales (Dean et
al., 1986; Chan et al., 1998; Magnotta and Gogarten, 2002) y, aunque la funcion de la
presencia de distintos sitios de poliadenilacion no esta clara, pueden afectar a la
eficiencia traduccional y a la estabilidad del mRNA constituyendo un mecanismo de
regulacion génica en plantas (Gallie., 1993; Tanguay and Gallie, 1996; Chan et al.,
1998; Magnotta and Gogarten, 2002). Para las PrxIl F mitocondriales de vegetales no
se ha descrito esta propiedad hasta la fecha. Sin embargo se ha visto mediante
Northern-blot la existencia de dos transcritos de la Prx de 2-Cys en espinaca,
Helianthus annus, varias monocotiledoneas (Baier and Dietz, 1996a) y en Phaseolus
vulgaris (Genot et al., 2001). En todos los casos la diferencia entre ambos transcritos
oscila entre unas 200 y 300 pb. En el caso de Phaseolus vulgaris (Genot et al., 2001)
se ha descrito, ademds, que los dos transcritos presentan un patréon de expresion
distinto en los diferentes 6rganos de la planta asi como una diferente respuesta al
estrés oxidativo producido por metales pesados. Aunque en un principio se ha
considerado que ambos transcritos pueden provenir de un “splicing” incompleto o ser
dos genes diferentes, puede ser que estos transcritos correspondan a dos regiones
3'UTR distintas como las que hemos encontrado en la PrxII F de P. sativum. La
presencia de elementos reguladores en el extremo 3° de la PrxIl F puede que
constituya un mecanismo por el cual esta proteina es regulada post-
transcripcionalmente y abre una puerta para estudios de regulacion de estas proteinas

en respuesta a distintos factores que deberia ser abordada en el futuro.
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La pauta abierta de lectura del gen de la Prxll F con 597 pb codifica una
proteina de 199 aminoécidos que mostraba una identidad del 74% con la PrxII F de
Arabidopsis thaliana. Esta elevada identidad nucleotidica, mucho mayor a nivel
aminoacidico, junto con otras caracteristicas han permitido enmarcar nuestra enzima
como Prx de tipo II F. La proteina contiene en su extremo amino un péptido sefial
mitocondrial de 28 aminoacidos que al ser escindido dara lugar a la obtenciéon de una
proteina madura compuesta por 171 aminoéacidos con un punto isoeléctrico de 5.92, la
cual es similar en tamafio y pl a otras PrxIl F conocidas. Efectivamente, este péptido
sefal presenta todas las caracteristicas tipicas de los péptidos sefiales mitocodriales: de
20 a 50 residuos, argininas y lisinas por un lado y aminoacidos hidrofobicos por otro.
Los programas de prediccion de localizacion subcelular y de péptidos sefiales asi lo
corroboran, por lo que la proteina se produce de forma inmadura y posteriormente es
importada y procesada en la mitocondria donde da lugar a la forma madura de la

enzima.

La PrxII F de P. sativum presenta las dos cisteinas caracteristicas de este
grupo de enzimas, peroxidatica y resolutora, que se encuentran separadas por 24
aminoacidos; asimismo contiene dos motivos altamente conservados alrededor de
estas dos cisteinas: -IFGLPGAYTGVCS- y -DSVICV-. También posee dos
aminoacidos conservados en las Prx, la treonina 56 y la arginina 134 (numeracion de
la PrxIl F madura). Los estudios cristalograficos de la PrxII de alamo mostraron la
relacion existente entre estos dos aminoacidos y la Cys-59 catalitica hablandose de
una triada catalitica en el centro activo (Wood et al., 2003b; Rouhier et al., 2004a;
Echalier et al., 2005). Los residuos de Thr y Arg parecen tener un papel crucial
incrementando la reactividad de la cisteina catalitica al estabilizar la forma tiolato de
la cisteina, quizas por disminucion de su pKa. Igualmente el Triptofano 96 es otro
residuo bastante conservado y descrito en varias estructuras cristalograficas (Flohé et
al., 2002; Rouhier et al., 2004a). En este sentido, cabe esperar que la presencia de
estos aa conservados también presentes en la PrxIl F desempefien la misma funcion

formando parte de la triada catalitica de la enzima.
241



Discusion

2. AISLAMIENTO DEL PROMOTOR Y DE LA REGION INTRONICA-
EXONICA DE LA PRXII F DE P. sativum

El aislamiento de la region promotora del gen de la Prxll F se llevé a cabo
mediante PCR Walking. Mediante esta técnica se pudo aislar una secuencia de 1755
pares de bases. En ningin punto de la secuencia se encontr6 la presencia de cajas
“TATA” al igual que ocurre en el promotor de Arabidopsis thaliana que consta de
2610 pb. Sin embargo, andlisis bioinformaticos realizados con el programa
Genomatix-Matlnspector y PLACE apuntan a la existencia de hasta 150 cajas
reguladoras, muchas de ellas comunes para Arabidopsis y guisante, de significado

biologico muy variado aun por estudiar.

El conocimiento de la region promotora permitira en trabajos venideros el
estudio de la localizacion tisular de la PrxII F de P. sativum mediante la obtencion de
plantas transgénicas transfectadas con construcciones del tipo GUS-promotor. Asi
mismo se avista la busqueda de factores de transcripcién que se unan a la region
promotora de la enzima. Estos trabajos supondrian un avance significativo en la
regulacion transcripcional de las Prx vegetales, pues son pocos los datos que de este

tipo de estudios se revelan en la literatura actual.

Los genes que codifican una proteina en cuestion tienen exones e intrones.
Estos ultimos han de ser eliminados en el proceso de maduraciéon del mRNA para asi
poder ser traducido y dar lugar a una proteina. Como el genoma de P. sativum no se
encuentra secuenciado en la actualidad, el cDNA de la Prxll F tuvo que ser aislado a
partir del RNA por lo que se seguia sin conocer la secuencia del gen de la PrxIl F. Se
considerd que el conocimiento del gen de nuestra enzima nos podria servir para
compararlo con los de otras PrxII F presentes en la base de datos y asi poder establecer
una homologia entre ellas que determinara una cercania o lejania evolutiva. La region
intronica-exonica de la PrxII F fue aislada por PCR a partir de gDNA de P. sativum

con cebadores especificos que amplificaban la region ORF de la enzima. La
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secuenciacion del producto de PCR de 1435 bases contenia 4 intrones posicionados
entre los 5 exones del gen de la Prxll F, distribucion que se reproducia para el mismo
gen en Arabidopsis thaliana. El estudio comparativo entre las regiones exonicas-
intronicas del gen de la Prxll F en Arabidopsis thaliana y P. sativum queda reflejado
en la figura 82. Los genes de ambas proteinas presentan una alta homologia entre
ellos, hasta el punto de coincidir tanto en el numero de aminoacidos de cada exén
(excepto en el primero de ellos donde hay una diferencia de dos aminoacidos) como
en los sitios para el corte y empalme; en éste sentido, puede observarse como los
exones de ambas proteinas comienzan y terminan por los mismos aminoacidos. Esta
alta conservacion a nivel del “splicing alternativo” de los acidos nucleicos indica la
cercania evolutiva de las PrxII F de Arabidopsis thaliana y P. sativum y es ademas un
punto de apoyo a la hora de enmarcar a la PrxII F de P. sativum dentro del tipo de las

Prx tipo II mitocondriales vegetales.
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A
2106 89bp_E0E051bp ESEETT 457 [ s3tp | 208 bp [ i056p ]
216bp | 86bp Y 92 bp IEECTTINN 625 bp BT o0
B Exon | Exon Il Exon Il Exon IV Exon V

70 aa 10 aa 53 aa 3laa 35aa
PSPrxll F | MATS...DIFK || DKKVVIFGLP || GAYT.... AKDA || IEFY...IRSE | RWSA...LGQI |

72aa 10aa 53aa 3laa 35aa
AtPrxIl F ’ MAMS....DIFK H GKKVWVIFGLP H GAYT....AKDA H IEFY....PRSE H RWSA....LGQI ‘

Figura 82. Esquema comparativo de la distribucion de los intrones y los exones de la
PrxII F de P. sativum (PsPrxIIF) y Arabidopsis thaliana (AtPrxIl F).

(A) Disposicion de las bases nucleotidicas de los intrones y exones. En negro se
disponen los intrones, en blanco los exones. (B) Representacion de la homologia de

los exones de las zonas de corte proximas al Splecing alternativo.

3. SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE LA PRXIl F
RECOMBINANTE MADURA'Y MUTANTES C59S Y C84S

Existen numerosos sistemas de expresion en E. coli que permiten obtener unos
importantes niveles de expresion de proteina recombinante a partir del gen de interés.
En concreto los sistemas de expresion basados en la transcripcion por parte de la
enzima T7-RNA polimerasa se han extendido ampliamente en los ultimos afios

precisamente por las buenas expresiones que resultan de su uso.
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Utilizando el sistema pET (Studier and Moffatt., 1986), la PrxIl F madura de
P. sativum asi como las proteinas mutantes C59S o C84S alcanzaron unos niveles de
expresion en los extractos crudos solubles de las bacterias entre el 40-50% del total.
En algunos casos se ha descrito que la sobreexpresion de proteinas recombinantes
resulta toxica para las bacterias y que no se sobreexpresan adecuadamente o son
englobadas en cuerpos de inclusion. Este no es el caso de la PrxIl F madura o de sus
variantes mutantes, ya que en un principio sus sobreexpresiones no parecen resultar
perjudiciales, aunque ciertamente, el hecho de realizar la sobreexpresion a 37°C
durante 6 horas lleg6 a producir en ocasiones la precipitacion de la proteina; en estos

casos se realizo una sobreexpresion a 28-30°C durantel?2 horas.

El protocolo de purificacion desarrollado consta de dos pasos cromatograficos
precedidos de una precipitacion con (NH4),SO,4 entre el 40 y el 95% que se realizd
para eliminar los contaminantes de mayor peso molecular. El primer paso
cromatografico consiste en una separacion por filtracion molecular con el fin de
eliminar las proteinas contaminantes de mayor y menor peso molecular, asi como la
posible contaminacion por DNA bacteriano que pudiera haber presente. La proteina
eluye principalmente en una zona correspondiente a una masa molecular de unos 48
kDa, lo cual es logico ya que aunque el peso molecular tedrico para la PrxIl F madura
de P. sativum es de unos 18.5 kDa, se ha visto que las Prx de tipo II existen

funcionalmente como homodimeros.

Después de la filtracion molecular la muestra se sometioé a una cromatografia
de tipo hidrofébico para mejorar su estado de pureza. En este tipo de columnas la
interaccion proteina — matriz ocurre mediante fuerzas hidrofobicas que en caso de la
PrxII F fueron tan fuertes que ésta quedd fuertemente retenida en la columna Fenil-
Superosa sin que pudiera eluir pese a disminuir la fuerza idnica hasta 0 M en
(NH4),SO,. La elucion de la PrxII F solo fue posible haciendo pasar una disolucion de
urea 6 M a través de la columna Fenil-Superosa. Este hecho apunta a que la PrxII F

presenta un grado de hidrofobicidad elevado que la podria hacer interaccionar con
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otras proteinas o consigo misma para formas complejos de mayor tamaiio.
Observaciones similares han sido ampliamente demostradas para las Prx de 2-Cys de
vegetales en las que se forman decameros (Schroder et al., 2000; Alphey et al., 2000;
Wood et al., 2002, 2003b) donde las interacciones dimero-dimero que tienen lugar
para la formacion del complejo son principalmente hidrofobicas (Alphey et al., 2000;
Konig et al., 2002; Schréder et al., 2000; Wood et al., 2003b). Igualmente, el caracter
hidrofobico de la interfase mondémero — mondémero para constituir una entidad

dimérica ha sido evidenciado en la Prx D tipo IT de alamo (Echalier et al., 2005).

Al no poder utilizar la cromatografia hidrofobica en e proceso de purificacion
se optd por una cromatografia de intercambio anidnico. En principio cuanto mayor
fuese el valor de pH para el desarrollo de esta cromatografia la proteina se encontraria
con una mayor carga e interaccionaria mejor con la columna. Como se vio que la
proteina quedaba retenida en la cromatografia a un pH de 8.0, eluyendo a una
concentracion de 0.2 M de NaCl y obteniéndose una buena separacion, se mantuvo el

pH al mismo valor que previamente para simplificar el protocolo de purificacion.

4. AISLAMIENTO DE UNA TRX MITOCONDRIAL DE P. sativum

Se considerd que seria interesante estudiar la PrxIl F de forma conjunta con su
correspondiente donador fisiologico de electrones mitocondrial en P. sativum. Asi, se
procedié al aislamiento del gen correspondiente de la Trx O2 de P. sativum. Para ello
se obtuvo el cDNA que la codifica mediante PCR basandonos en la homologia que

podria existir entre las Trx O2 de A. thaliana y P. sativum.

La secuenciacion del producto obtenido reveld la existencia de una pauta
abierta de lectura en el mRNA de P. sativum que codificaba una Trx con gran

homologia a la Trx O2 mitocondrial de A. thaliana que se habia utilizado como base
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para obtener la secuencia. El alineamiento nucleotidico de las Trx O2 de P. sativum y
A.thaliana muestra una identidad del 67.9%. Este gran parecido nos permite asemejar
nuestra proteina a la de A.thaliana y presumir ademas una localizacion subcelular
similar. La proteina consta de 181 aa y presenta las dos cisteinas caracteristicas de este
grupo de las Trx, separadas por tan s6lo 2 aa, asi como los motivos conservados
alrededor de ellas. Como todas las Trx, posee un centro activo también altamente
conservado WCGPC. La escision del péptido sefial mitocondrial de 70 aa daria lugar a
una Trx madura mas pequefia de unos 12.5 KDa que se corresponde con el tamafio

tipico de este tipo de enzimas.

Los aminoacidos conservados ya fueron estudiados por Eklund, Gleason y
Holmgren quienes analizaron, ademas, el posible papel que cumple cada uno de ellos
en la estructura-funcion de las tiorredoxinas (Eklund et al., 1991). Por analogia entre
las Trx se podria asumir un papel similar de estos aminoacidos en la Trx O2. La
glicina y la prolina entre las dos cisteinas contribuyen a mantener una conformacion
caracteristica del centro activo, principal responsable del elevado potencial reductor de
la tiorredoxina. El triptéfano 102 (numeracion de la proteina con su péptido de
transito) se encuentra muy expuesto al medio y debe influir también en la
conformacion del centro activo. Este triptéfano se encuentra en interaccion mediante
un puente de hidrogeno con el aspartico 131, que también estd ampliamente
conservado. La secuencia -PT- situada en las posiciones 148 y 149 también estd muy
conservada. Estos aminodcidos se encuentran en interaccion directa con el centro
catalitico y deben contribuir a la estabilidad de la molécula oxidada. Por ultimo, el
papel de la prolina 111 y de las dos glicinas, 156 y 164, es estructural. La prolina 111
provoca un doblamiento en la larga hélice a2, contribuyendo a mantener la
conformacion del centro activo, que se encuentra al comienzo de esta hélice (Lamotte-
Guery et al., 1997). Las dos glicinas se encuentran en sendos giros entre elementos
estructurales, donde contribuyen por su pequefio volumen a mantener la estructura
cerrada de estos giros. La glicina 84 separa las hojas 4 y 5, mientras que la glicina

92 separa la hoja B5 de la hélice 04.
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La informaciéon obtenida de la secuencia peptidica mediante el uso de
programas bioinformaticos predice una localizaciéon mitocondrial de la Trx O2 de P.
sativum. Ademas, las Trx O2 vegetales presentan una localizacion mitocondrial segun
se encuentra descrito en la literatura aunque son pocos los estudio que han abordado
este tipo de Prx en vegetales (Laloi et al., 2001). Estos analisis nos hacen, en

principio, atribuir una localizacion subcelular mitocondrial para la Trx O2.

5. SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE LA TRX 02 RECOMBINANTE

Como en el caso de la PrxIl F, utilizamos el sistema pET (Studier and
Moftatt., 1986) para la sobreexpresion de la Trx O2 recombinante. Con este sistema se
alcanzaron unos niveles de expresion de la proteina recombinante en los extractos
crudos solubles de las bacterias entre el 40-50% del total. La sobreexpresion de la Trx
02 de P. sativum no resulta perjudicial para las bacterias, produciéndose en forma

soluble.

El protocolo de purificacion desarrollado consta de un paso cromatografico en
Sephacryl S 200 precedido de un calentamiento (80°C durante cinco minutos) y una
precipitacion con (NH4),SO4 entre el 40 y el 90% que se realizé para eliminar los
contaminantes de mayor peso molecular. El hecho de que la Trx O2 estuviera en la
fraccion soluble tras el calentamiento indica la gran estabilidad térmica de esta

enzima, caracteristica propia de muchas otras Trx.

El paso cromatografico consiste en una separacion por filtracion molecular
con el fin de eliminar las proteinas contaminantes de mayor y menor peso molecular,
asi como la posible contaminacion por DNA bacteriano que pudiera haber presente.
La proteina eluye principalmente en una zona correspondiente a una masa molecular
de unos 9 kDa que se corresponde aproximadamente con el peso molecular teoérico

para la Prx de tipo II de P. sativum.
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6. ESTADOS DE OLIGOMERIZACION DE LA PRXII F DE P. Sativum

Para determinar los tamafos moleculares de la PrxIl F y sus variantes C59S y
C84S se utilizaron técnicas de cromatografia de exclusion molecular en columna

Superdex HR-200.

Al realizar las cromatografias se observo que para la PrxIl F y proteinas
mutantes C59S y C84S aparecia un pico correspondiente en tamafio a unos 39 kDa
que podria ser un dimero de la proteina. Solo en las proteinas PrxIl F y C84S aparecia
ademas otro pico, al que le corresponde un tamafio de aproximadamente 119 KDa y
que se asemeja a un hexamero. En ninguno de los casos pudo observarse la proteina
monomeérica en solucion lo que apunta a que en condiciones fisiologicas estas enzimas
se encuentren asociadas, sin que ello implique una interrelacion de las subunidades en
el mecanismo de accion. Como la proteina mutante C59S carece de la cisteina 59 y
solo puede formar dimeros, se deduce que la presencia de esta cisteina es esencial
para la formacion de hexdmeros, bien sea por la implicacion directa de puentes
disulfuro entre las subunidades o bien por el cambio conformacional que pudiera

implicar la pérdida de este aminoacido.

La electroforesis SDS-PAGE y el Western- blot del pico del hexdmero de la
PrxII F mostrd una tinica banda en torno a 20 kDa en presencia de DTT, pero sin DTT
aparecieron cuatro bandas principales: dos aproximadamente a 40 kDa y otras dos en

torno a 20 kDa.

El hexédmero del mutante C84S tenia un comportamiento diferente en la
electroforesis sin DTT; solo aparecieron dos bandas, una a 20 kDa y otra a 40 kDa.
Esta ultima banda se corresponde en altura con la banda de menor movilidad de las

dos que aparecian en el hexamero de la PrxII F.
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La electroforesis SDS-PAGE sin DTT del dimero del mutante C59S mostré
dos bandas: una a 40 KDa que se corresponde con la banda de mayor movilidad de las
dos que aparecian en el hexamero de la PrxIl F y otra banda en torno a 20 KDa. Las
bandas en torno a 40 KDa en ausencia de DTT probablemente se corresponden a
dimeros por puentes disulfuro intermoleculares entre las Cys 59 (las de menor
movilidad, que también aparece en el dimero del mutante C84S que carece de Cys 84)
y entre las cisteinas 84 de dos monomeros (las de mayor movilidad, que también
aparecen en el dimero del mutante C59S). Como ambos mutantes s6lo poseen una
cisteina, solo existe la posibilidad de que formen puentes disulfuro intermoleculares,

bien entre Cys59-Cys59 o bien Cys-84-Cys84.

Las dos bandas en torno a 20 KDa del hexamero de la PrxIl F sin DTT deben
ser mondmeros con y sin puente intramolecular entre la Cys59 y Cys84. En el estado
oxidado podria formar una molécula mas compacta con una mayor movilidad en la
electroforesis que la proteina en su estado reducido (Chae et al., 1994c¢). Sin embargo,
los niveles de proteina que aparecen en las bandas monoméricas es pequeilo en
comparacion con la cantidad de proteina observada en las bandas diméricas. Como era
de esperar, s6lo un monémero aparecio en las electroforesis sin DTT de las proteinas
mutantes C59S y C84S, ya que al no poder formar puente disulfuro intramolecular se

presentan como la banda de menor movilidad.

Ademas de las cuatro bandas de la electroforesis del hexamero de la PrxII F
sin DTT, otras bandas de menor intensidad aparecieron tanto en las electroforesis
como en el Western blot a una mayor tamafio molecular (en torno a 60 kDa y por
encima de 100 kDa). Se piensa que estas bandas de mayor tamafio molecular
probablemente sean polimeros de la PrxII F, en concreto trimeros y hexameros de la
PrxII F. Estos resultados son comparables con los obtenidos en mitocondrias de hojas
y raices de P. sativum. El Western-blot de la electroforesis SDS-PAGE reductora de
las mitocondrias de hojas reveld cuatro bandas correspondientes en tamafio a las

formas de mondmero, dimero, trimero y hexamero de la PrxIl F nativa que se
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corresponden con las obtenidas para la proteina recombinante. En raices aparecieron
solo dos bandas, mondémero y probablemente trimero. La ausencia de DTT no altero6
este comportamiento electroforético de la PrxIl F de hojas o raices. Solo con urea 6M
todas las bandas se disociaron a la forma monomérica. Por tanto, existe un paralelismo
en el comportamiento de la PrxIl F recombinante purificada y la PrxIl F nativa de
mitocondrias de hoja de guisante. Sin embargo, la fuerza de uniéon entre los
monomeros parece mucho mayor en el caso de la PrxIl F salvaje que en la
recombinante pues so6lo la accion de un potente agente desnaturalizante como la urea
fue capaz de romper la union entre los monomeros. La presencia de las bandas
obtenidas en Western blot de hojas y raices para la PrxIl F también podria entenderse
como uniéon de esta enzima a otras proteinas mitocondriales dando lugar a la
formacion de heterocomoplejos de mayor tamafio molecular. Es en este trabajo donde
se describen por primera vez estructuras oligoméricas superiores al dimero para una
Prx tipo II. Este hecho no es de extrafiar en las Prx; no en balde se han descrito
diferentes asociaciones decaméricas toroidales para las Prx de 2-Cys. Otro estudio
cristalografico con la Prx AhpC en estado oxidado de Mycobacterium tuberculosi,
perteneciente al grupo de las Prx de 2-Cys, describe una estructura toroidal formada

por union de seis dimeros (Guimaraes et al., 2005).

Adicionalmente, la evidencia ya comentada de que la PrxIl F recombinante
era fuertemente retenida en la columna Phenyl Superosa, y que s6lo el uso de urea 6
M permitid su elucion, muestra el gran caracter hidrofobico de esta enzima y podria

explicar la presencia de oligdomeros en geles SDS-PAGE reductores.

Cuando la PrxIl F recombinante y los mutantes se cromatografiaron en
Superdex HR-200 en presencia de DTT solo aparecieron dimeros. Este hecho indica
que para formar hexameros es necesario que la PrxIl F esté al menos parcialmente

oxidada y, como se ha dicho anteriormente, que posea la Cys59.
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De acuerdo con este resultado, la PrxII F oxidada con H,0, durante una hora y
cromatografiada a través de Superdex HR-200 aparecia mayoritariamente como
hexdmero mientras que tan s6lo una pequefia cantidad de dimero quedaba remanente.
En sentido contrario, cuando el pico hexamérico era recromatografiado por la misma
columna en presencia de DTT soélo aparecian dimeros. El hecho de que la PrxIl F
oligomerice en condiciones de oxidacion podria ser interpretado como un mecanismo

de reciclaje o una sefial reguladora.

Todos estos ensayos concluyen en que el equilibrio dimero — hexamero de la
PrxII F recombinante esta controlado por el estado redox del medio. En definitiva los
hexameros de la PrxII F recombinante estan ensamblados por puentes disulfuro ya que
la adicion de un agente reductor (DTT o mercaptoetanol) provoca la rotura del
homopolimero hasta dimeros. Ademas se ha probado cémo en el hexamero hay
puentes disulfuro entre las subunidades atendiendo a la aparicidon de bandas diméricas
en las electroforesis y Western-blot sin DTT que desaparecen totalmente para formar
bandas monoméricas bajo condiciones reductoras. Probablemente la unidén entre
monodmeros para formar un dimero esta regida por puentes disulfuro. Asi el hexamero
podria estar formado por tres dimeros covalentes unidos entre si por interacciones

mayoritariamente hidrofobicas.

El que ambas cisteinas de la PrxIl F se encuentren expuestas al solvente, tal y
como se ha observado en la valoracion de los grupos SH, podria favorecer la

formacion de dimeros covalentes para ensamblar finalmente un hexamero.

Este oligomero de PrxII F podria imitar la estructura toroidal del decamero de
la Prx de 2-Cys (Bernier-Villamor et al., 2004). Sin embargo, y a diferencia de la
PrxII F de guisante, la oligomerizacion de las Prx de 2-Cys esta estabilizada por DTT
(Konig et al., 2002; Bernier-Villamor et al., 2004). Sorprendentemente la Prx de 2-
Cys reducida no da lugar a la aparicion del mondémero, sino que estabiliza la forma

decamérica. Esto puede ser debido a que la interaccion monémero-mondmero, en el
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estado reducido, puede encontrarse estabilizada por puentes de hidrogeno, puentes
salinos e interacciones hidrofobicas (Alphey et al., 2000). Probablemente el puente
disulfuro entre la Cys peroxidatica de una subunidad y la Cys resolutora de la otra
subunidad que forma el dimero proporciona una rigidez a la molécula dimérica
impidiendo su union con otros dimeros para formar el decamero. La reduccion de los
puentes disulfuro puede producir un cambio conformacional en la estructura dimérica
facilitando la interaccion dimero-dimero. En el estado oxidado, sin embargo, la fuerza
ionica para formar el decamero tiene que ser mayor para poder vencer la rigidez de los

puentes disulfuro.

El efecto que produce el pH y la fuerza salina sobre la oligomerizacion de la

PrxII F recombinante ha sido ampliamente estudiado en esta tesis doctoral.

Ninguna de las combinaciones de pH en tampoén fosfato modifico los niveles
relativos de dimero-hexamero de la PrxII F. De los distintos pH con los que se trabajo
en TRIS-CI, s6lo a pH 8.9 se produjeron cambios en el estado de oligomerizacidon en
la PrxII F manifestados en forma de un aumento en los niveles relativos de la forma
dimérica en detrimento del hexamero. A fin de llevar el pH hasta zonas aiin mas
basicas se utilizo el tampon carbonato-bicarbonato pH 9.9; en este caso, tanto la PrxII
F como el mutante C84S sufrieron un desplazamiento casi total hacia la forma de
dimero. La diferencia de comportamiento oligomérico entre los pH mas acidos y los
mas basicos indica la presencia de uno o varios grupos que se cargan en estos
intervalos de pH y afecta a la oligomerizacion facilitando en estado protonado la
formacion del hexamero. Esto podria tener importancia fisiologica ya que el pH de la
matriz mitocondrial durante el transporte electronico puede alcanzar valores de 8.5.
Este comportamiento en funcién del pH es similar a la transicion dimero-decamero
observada para las Prx de 2-Cys, aunque a menores pH (entre 7.5 y 8.0) (Bernier-

Villamor et al., 2004).
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Para estudiar el efecto de la fuerza idnica sobre la oligomerizacion se
realizaron varios pases cromatograficos con tampon Tris-Cl pH 8 a las
concentraciones de 150 mM, 1 M o 2 M de NaCl. En ninguno de ellos la fuerza ionica
afectd a los niveles relativos de los oligdbmeros por lo que en principio este factor no
tiene un papel crucial en la oligomerizacion de la PrxIl F. Estos resultados no
coinciden con los descritos para varias Prx de 2-Cys donde la fuerza idnica ejerce un
efecto positivo sobre la formacion del decamero. En este grupo de Prx, conforme
incrementa la fuerza idnica el decamero aparece en mayor proporcion a medida que el
dimero disminuye, confirmando asi que las interacciones dimero-dimero que tienen
lugar para la formacion del decamero son principalmente de tipo hidrofobico (Konig

et al., 2002; Bernier-Villamor et al., 2004).

7. CARACTEREZACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI PRXII F Y
LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA PRXII F DE P. sativum

Para probar la eficiencia de nuestros anticuerpos y la afinidad de los mismos
por la proteina ante la que se prepararon se procedio a estudiar la interaccion PrxII F —
anticuerpo anti PrxIl F mediante microcalorimetria. Para ello se valoraron los sueros
pre-inmune e inmune. Los picos obtenidos de la valoracion del suero pre-inmune
mostraron que no existia reconocimiento o interaccion entre éste y la PrxIl F. Ademas
estos datos son consistentes con la ausencia de bandas en los ensayos de Western blot
de la proteina frente al suero pre-inmune. Este resultado avala la conclusion de que las
bandas observadas en los Western- blot con los anticuerpos anti PrxIl F indican una
interaccion especifica entre la proteina y los anticuerpos. Otro aval de especificidad de
los anticuerpos usados es la ausencia de bandas en los Western-blot realizados sobre

plantas de Arabidopsis thaliana K.O. para la PrxII F
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Las PrxII F en vegetales superiores son proteinas de codificacion nuclear, pero
se localizan en la mitocondria (Finkemeier et al., 2005; Dietz et al., 2006). El analisis
de la secuencia aminoacidica mediante programas informaticos de prediccion de
péptidos sefiales y localizacion subcelular daba una alta probabilidad de que la PrxIl F
de P. sativum fuera una proteina mitocondrial. Para confirmar dicha localizacion
mitocondrial con una técnica que resultara altamente sensible y eficaz se llevo a cabo
el inmunomarcaje con oro coloidal, seguido de visualizacion por microscopia
electronica. Esta técnica ha sido utilizada con éxito en estudios de localizacion de

otras PrxII F mitocondrial (Finkemeier et al., 2005).

En el caso de la PrxIl F de P. sativum hemos comprobado mediante
inmunocitoquimica que, efectivamente, la proteina es mitocondrial, si bien aparecen
algunas particulas de oro en el citosol que probablemente correspondan al precursor de
la proteina antes de su paso a la mitocondria. Dentro de la mitocondria se localiza
preferentemente en la matriz como se ha demostrado en los Western-blot realizados
sobre matrices y membranas mitocondriales. Estos datos coinciden y corroboran
fidedignamente los resultados publicados por Finkemeier et al., (2005) para la PrxII F
de Arabidopsis thaliana. Quizas esta localizacion preferentemente matricial de las
PrxII F sea otra de las diferencias con otras Prx de vegetales en las que gran parte de la
enzima se asocia a la membrana tilacoidal (Konig et al., 2002, Lankemeyer et al.,
2006) postulando que esta unién sea un posible mecanismo de regulacion de la enzima
que actuaria en la membrana tilacoidal como un sensor estructural redox (Konig et al.,

2003).

En virtud a esta localizacion mitocondrial, la PrxIl F de P. sativum
desarrollaria funciones similares a las de otras Prx con esa misma localizacion como
son la Prx de 2-Cys (PRDX3) y Prx tipo II (PRXD5) humanas, la Prx de 1-Cys de
levadura y la PrxII F de Arabidopsis.
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8. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LA PRXII F DE P. sativum

Para estudiar este papel en la PrxIl F de P. sativum procedimos a realizar un

analisis exhaustivo de las propiedades cataliticas de la enzima.

Las Prx son enzimas que presentan una amplia especificidad de sustrato,
reduciendo tanto H,O,, como alquilhidroperoxidos y peroxinitritos. En este trabajo de
tesis se ha estudiado la capacidad que la PrxII F de Pisum sativum presenta para

destoxificar el H,O,.

Rouhier et al., (2002) propusieron un mecanismo de accion para la Prx tipo 1T
de alamo en el que soélo el residuo de cisteina mas cercano al extremo N-terminal de
esta enzima estaba implicado en la catalisis. Sugerian que la cisteina posicionada en la
region C-terminal desempefiaba un papel en la especificidad del reconocimiento del
donador de electrones. Para verificar si la PrxII F de guisante operaba por este mismo
mecanismo, se generaron dos proteinas mutantes, C59S y C84S que carecian de las
cisteinas N-terminal y C-terminal respectivamente. La conversioén del H,O, hasta agua

catalizada por la PrxII F fue estudiada utilizando DTT como donador de electrones.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Rouhier et al.,(2002)
tanto en cuanto la proteina mutante C59S era incapaz de reducir el H,O, mientras que
el mutante C84S mantenia en torno a un 30% de la actividad en comparacion con la
PrxII F. Estos datos avalan la teoria de que la Cys-59 es la que realmente interviene en
la catalisis. El descenso de la actividad observado en el mutante C84S puede estar
relacionado con una modificacion en el microambiente de la proteina causado por el
reemplazo de la Cys-84 hasta serina. En cualquier caso, la procedencia de esta

actividad residual esta aun por aclarar.

Los ensayos de especificidad de sustrato de las Prx tipo II realizados hasta el

momento muestran como estas enzimas pueden catalizar la reduccion de gran variedad
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de sustratos como peroxido de hidrogeno, cumen hidroperoxido, acido linoleico,
hidroperéxido de fosfatidilcolina etc (Rouhier et al., 2005, Fikemeier et al., 2005).
Aunque en el desarrollo de esta tesis no se hayan analizado todas estas moléculas
como sustratos para la PrxII F se aventura, en virtud a la similitud existente entre estas
enzimas, que tal reduccion pueda llevarse a cabo. Igualmente se intuye que la PrxII F
pueda utilizar como donadores electronicos la glutarredoxina, Trx, glutation y el DTT

usado en nuestros ensayos.

La reduccion de los alquilhidroperdxidos es un proceso que puede tener
implicaciones bioldgicas importantes pues éstos pueden intervenir en la sintesis de
moléculas senales incluyendo el acido jasmoénico que tiene funciones en el desarrolllo
vegetal y en procesos de adaptacion a estrés (Feussner y Wasternack., 2002) por lo
que es posible que la PrxIl F intervenga regulando estas rutas de sefalizacion, pero
para confirmar esta hipotesis seran necesarios futuros estudios. Ademas, la PrxIl F
puede que también actie como sensor de peréxidos, debido a su alta afinidad por
éstos. A través de la unioén redox, la PrxIl F oxidaria otros elementos reguladores
como la Trx, glutarredoxina y ciclofilinas cuando la concentracion de peréxidos
aumenta; de esta manera afectaria a las rutas que estan bajo el control de estas

proteinas.

La capacidad antioxidante de la PrxII F de P. sativum ha sido caracterizada
con unos parametros cinéticos similares a los de otras Prx tipo II (Rouhier et al., 2005)
pero son significantemente superiores a los obtenidos para la Prx de 2-Cys de guisante

(Bernier-Villamor et al., 2004) tal y como puede observarse en la tabla 9.
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Tabla 9. Comparacion de las constantes cinéticas de la PrxIl F o otras Prx en la

destoxificacion del H,O,.

Organismo  Enzima Kuy(pM) Kea (569™") Kea/Km (M'seg™)  Referencia
P. sativum PrxII F 18.86 10.6 5.6x10° Barranco-
Medina et
al., 2006
P. sativum Prxde2- 27.61 0.69 0.25:10° Bernier-
Cys Villamor et
al., 2004
Cebada Prx de 2- <2 0.23 1.1-10° Konig et al.,
Cys 2003
P.falciparum Prxde2-  0.78 1.67 6.7-10° Akerman
Cys and Miiller.,
2003
M. tuberculosis Prx de 2- 5.38:10° 0.111 20.63 Chauhan
Cys and Mande.,
2002

La baja actividad de las Prx en comparacion con otras enzimas antioxidantes

como la SOD y catalasa podria estar compensado por sus gran abundancia y afinidad

o, alternativamente, podria estar relacionado un potencial papel de las Prx en otros

procesos como la sefializacion celular (Dietz et al. 2006).

En segundo lugar, realizamos un ensayo in vitro viendo la proteccion de las

Prx sobre el DNA plasmidico en presencia de especies de oxigeno reactivo. En una

reaccion entre DTT, Fe'"y O, se forma ROS en la conocida reaccion de Fenton y son

los radicales hidroxilo los que dafian los acidos nucleicos (Rouhier et al., 2001). De
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las tres proteinas que se ensayaron, PrxIl F, C59S y C84S solo las dos primeras fueron
capaces de proteger el DNA plasmidico de la accion deletérea de los radicales libres.
La degradacion del DNA por radicales libres puede ocurrir en las células por
exposicion a estrés oxidativo (Imlay and Linn., 1988) por lo que la PrxIl F puede
constituir un mecanismo de proteccion del DNA mitocondrial frente a estas especies.
Ademas es logico pensar que el DNA mitocondrial posea mecanismos alternativos de
defensa frente a los ROS ya que se carece de histonas que lo protejan. A tal respecto
ya existe un precedente en la literatura donde recientemente se ha publicado como la
PrxdV de humanos puede proteger in vivo al DNA mitocondrial del dafio oxidativo
producido por el peroxido de hidrogeno (Banmayer et al., 2005). En la literatura
cientifica se encuentran también otros ensayos de proteccion del DNA por Prx donde
el donador electronico era la ciclofilina (Bernier-Villamor et al., 2004), proteina
miembro de la superfamilia de las inmunofilinas y una diana de la droga
inmunosupresora ciclosporina A (Dolinski and Heitman., 1997), tiene actividad
peptidil-prolil cis-trans isomerasa y actua catalizando el plegamiento de proteinas
(Takahashi et al., 1989; Fischer et al., 1989). Aunque hasta la fecha no se ha
evidenciado la interaccion entre ciclofilinas y Prx de tipo II si que se han descrito
modificaciones en los niveles transcripcionales de las primeras en plantas K.O. de
Arabidiopsis para la PrxIl F (Finkemeier et al., 2005) por lo que parecen estar en

cierto modo relacionadas.

Los resultados obtenidos a partir de los dos ensayos in vitro, actividad
peroxidasa y proteccion del DNA plasmidico, concluyen en la capacidad antioxidante
de la PrxII F y en que la Cys59 es el grupo tiolico imprescindible para la actividad
catalitica avalando asi la hipotesis dada por Rouhier y colaboradores (2002) para la
Prx tipo II citosodlica de alamo. La mutacion de la Cys84 ha mostrados efectos
distintos en la actividad antioxidante ya que aunque la proteina C84S redujo
notablemente su capacidad de eliminar el peroxido de hidrogeno usando DTT como
donador electronico, mantuvo en cambio la integridad del DNA plasmidico en el

ensayo de proteccion frente a ROS producidos por reaccion de Fenton.
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9. COMPORTAMIENTO DE LA PRXII F EN GELES BIDIMENSIONALES

Se ha demostrado que las Prx de 2-Cys pueden aparecer en geles
bidimensionales como dos spots independientes de igual masa y distinto pl en funcion
de su estado de oxido-reduccion (Biteau et al., 2003; Vivancos et al., 2005). Los datos
obtenidos sugieren que estas enzimas son muy sensibles a la oxidacion y que pueden
ser mejores indicadores del estado redox que otras moléculas comunmente usadas

como marcadores (glutation total y el contenido tiolico total) (Cesaratto et al., 2005).

Hasta la fecha ningun estudio de 2D-PAGE ha abordado este comportamiento
en Prx de plantas y en particular sobre la PrxIl F. En los ultimos tres afios se ha
demostrado que las Prx que contienen sus cisteinas en estado reducido se posicionan
en una region mas basica del gel bidimensional que las Prx cuyas cisteinas se
encuentran en estados avanzados de oxidacion (sulfinico o sulfonico) que lo hacen a
un pl mas acido (Chang et al., 2004; Cesaratto et al., 2005;). También ha quedado
demostrado como el spot situado en una posicion mas acida puede corresponderse
indistintamente a la forma de sulfinico (SOOH) o sulfénico (SOOOH) (Woo et al.,
2003).

A fin de aclarar la respuesta redox de la PrxII F de P. sativum se realizaron
diferentes ensayos sobre muestras de hoja, raiz, PrxIl F purificada y mitocondrias de

patata que se analizaron mediante electroforesis bidimensionales.

Los ensayos bidimensionales realizados sobre la PrxIl F purificada revelaron
dos spots que diferian en su masa y pl. Uno de ellos aparecia a aproximadamente 18
kDa (pl 6.29) correspondiente a la forma monomérica de la enzima; el segundo spot se
posicion6 a unos 40 kDa (pl 5.8) por lo que parecia corresponder a la forma dimérica
de la PrxII F. La formacion de las especies diméricas en geles de SDS-PAGE no es un
hecho insolito y ha sido puesto de manifiesto para diversos dominios hidrofobicos

(Lemmon et al., 1992).
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Tres electroforesis bidimensionales se llevaron a cabo usando extractos
proteinicos de guisante y A. thaliana. Dos spots eran comunes a los geles obtenidos
tanto para guisante (hojas y raices) como para arabidopsis (hojas) y fueron
caracterizados con un valor de pl de 6.33 y 5.95. Sin embargo, dos spots adicionales
de mayor masa se observaban en los geles de hojas de guisante (pl 6.05 y 5.83) que se
corresponden con la forma dimérica de la PrxII F. La dimerizacion de la PrxII F se ve
reflejada no s6lo como un cambio en el tamafio molecular sino también como un
cambio en los puntos isoeléctricos. La comparacion de estos spots con los obtenidos
para la proteina purificada revela como en ambos caso aparece un spot con un pl en
torno a 6.3 correspondiente a la forma monomérica de la PrxIl F y otro a
aproximadamente 5,8 que representa la forma dimérica de la enzima. La aparicion de
la PrxII F en su forma dimérica en geles bidimensionales, donde la concentracion de
agentes desnaturalizantes es elevada, vuelve a incidir en la alta tendencia de la enzima
a formar oligobmeros asi como en su estabilidad. De acuerdo con ensayos previos
usando Prx de eucariotas (Biteau et al., 2003; Woo et al., 2003; Budanov et al., 2004;
Cesaratto et al., 2005), la hiperoxidacion de los residuos de cisteina de las Prx (forma
sulfinilada o sulfonilada) resultan en un cambio posicional hacia la parte mas acidica
del gel. Por tanto, parece que los spots acidico y basico observados en nuestros
analisis representan las formas oxidadas y reducidas respectivamente de la PrxII F de

P. sativum.

En mitocondrias de patata no tratadas se revelaron dos manchas
correspondientes a la PrxIl F en su estado monomérico con unos pl de 6.33 y 5.95
pero al tratarlas con DTT solo aparecia el spot a 6.33. En base a estos resultados queda
claro que la forma reducida de la PrxIl F aparece a un pl de 6.33 mientras que la
forma oxidada se posiciona a un pl de 5.95. Al forzar las condiciones de oxidacién
para lograr obtener unicamente el spot de la PrxIl F oxidada no s6lo aparecian las dos
manchas anteriormente mencionadas sino también una serie de spots situados hacia la
zona de mayor acidez del gel, todos con igual masa pero distinto pl. Estos spots

adicionales, hasta ahora nunca descritos en la literatura, pueden suponer otros estados
261



Discusion

de oxidacion de la PrxIl F u otro tipo de modificaciones quimicas. Pese a la elevada
concentracion de H,O, utilizada, la forma reducida de la PrxIl F no desaparecio
completamente tal y como ha sido demostrado en otras experiencias de oxidacion ya
publicadas (Budanov et al., 2004; Cessaratto et al. 2005). La posible hipétesis de que
la aparicion del spot reducido de las Prx tras la oxidacion de las muestras pudiera
deberse a una nueva sintesis de proteinas ha quedado ya descartada gracias al uso de
inhibidores de la sintesis proteica (Cesaratto et al., 2005). El comportamiento
observado para la PrxIl F podria reflejar la capacidad de las mitocondrias para reducir
la forma sulfinilada de la proteina mediante otras enzimas antioxidantes como las
sulfirredoxinas (Biteau et al., 2005) y sestrinas (Budanov et al., 2004). Tanto las
sulfirredoxinas como las sestrinas se han mostrado eficaces para regenerar las Prx de
2-Cys oxidadas y reestablecer de esta forma la barrera antioxidante. Aunque hasta
nuestros dias no se ha evidenciado la presencia de estas nuevas enzimas regeneradoras
en mitocondrias vegetales ni la regeneracion de las Prx de tipo II por éstas, parece
l6gico que puedan existir tal y como ocurre en el cloroplasto de Arabidopsis thaliana
(Liu XP et al., 2006).

La hipotesis de reactivacion contradice en cierto modo la idea de que las Prx
oxidadas funcionan como compuerta que modula la respuesta de las células a las
concentraciones de peroxido intracelular (Georgiou and Masip, 2003). La sulfinilacion
reversible de las Prx es ahora propuesto como un nuevo mecanismo de regulacion de

sefializacion del HyO, (Woo et al., 2003).

A nuestro saber, este trabajo describe por primera vez la visualizacion de
diferentes estados de oxidacion de la PrxII F de plantas tras tratamientos con peroxido
de hidrogeno sobre las mitocondrias. Asimismo, las Prx modificadas podrian ser
marcadores muy sensibles del grado de estrés oxidaivo en el que se encuentran las
plantas tal y como propusieron Cesaratto et al.,. Su actividad podria estar asociada con
la capacidad de regeneracion del estado reducido de las peroxirredoxin-reductasas

como recientemente ha sido descubierto en levaduras y plantas.
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10. REGULACION REDOX DE LA EXPRESION DE LA PRXIlI F DE P.
sativum EN CONDICIONES DE ESTRES OXIDATIVO

El estado redox de las células debe estar equilibrado para el funcionamiento
optimo celular. Las alteraciones que se producen en la expresion génica como
consecuencia del estrés oxidativo se asocia frecuentemente con la regulacion redox
dependiente. En los tltimos afios se ha visto que las Prx juegan un papel importante en
la defensa oxidativa celular y se cree que estan bajo el control de sefiales redox (Dietz
et al., 2006) por lo que decidimos estudiar la respuesta que se producia en la expresion
de la PrxII F de P. sativum cuando se sometia a diferentes tipos de estrés oxidativo

como son el frio, estrés salino y estrés por metales pesados.

Las leguminosas se consideran menos tolerantes a la toxicidad por cadmio que
los cereales y gramineas y su produccion en biomasa se ve severamente afectada a
concentraciones sub-micromolares (Metwally et al., 2005). La toxicidad producida
por el Cd revela diversos efectos como disminucion de la absorcion de nutrientes e
induccion del estrés oxidativo con alteraciones concomitantes en los sistemas de
defensa antioxidante (Sandalio et al., 2001). Igualmente el estrés térmico (frio) y
salino afectan el estado redox de las plantas. Estudios previos han mostrado la
alteracion de la expresion de tres SOD por tratamientos de frio (Tsang et al., 1991)
pero hasta hoy no existen referencias de la respuesta de las Prx vegetales a bajas

temperaturas.

En todos los tratamientos de estrés realizados, frio (12 y 24 horas), NaCl (25
and 50 mM) y CdCl, (10 uM), los niveles de RNA y proteinas en hojas sufrieron una
notable induccion. Este hecho hace que la PrxII F de P. sativum se pueda considerar
como un marcador sensible del estado de estrés en hojas para esta planta pese a que

otros trabajos le atribuyan un papel mas constitutivo en Arabidopsis.
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Investigaciones recientes revelan un elevado aumento de los niveles
transcripcionales de Srx cloroplastidica de A.thaliana en tratamientos por frio (Liu et
al., 2006). Como se ha descrito en distintos apartados de esta tesis, la Srx es
responsable de la reduccion de la forma sobreoxidada de las Prx de 2-Cys. Tanto en
cuanto existe una relacion de oxido-reduccion entre Prx y Srx, y observado el similar
comportamiento de ambas enzimas ante el fri6, parece que puede existir una

regulacion acoplada de éstas, tal y como sugerian Biteau et al., (2003).

En ningln caso el aumento de aireacion en los cultivos hidroponicos supuso
un incremento en los niveles de PrxIl F pese a que tal tratamiento aumentara

tedricamente el metabolismo aerdbico.

Uno de los aspectos que mas han llamado la atencion en los tratamientos de
estrés es el comportamiento de la PrxII F en raices de guisante donde no se aprecio
variacion en los niveles de mRNA o proteina entre las plantas control y las tratadas.
Finkemeier et al. (2005) describieron como los tratamientos con Cd sobre Arabidopsis
afectaban a los niveles de mRNA de la PrxII F en hoja mientras que los niveles
proteicos en raiz permanecian inalterados. Segtn estos datos, la PrxII F, en principio,
no altera sus niveles proteicos en raices en respuesta a los estreses realizados por lo
que se comporta en cierto modo como proteina constitutiva en dicho organo. Sin
embargo, los trabajos realizados por el grupo aleman también resaltan como la
carencia de la PrxII F en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana se reflejaba en
una disminucion del crecimimiento del sistema radicular cuando las plantas se
sometian a estrés por Cd por lo que se deduce la importancia fisiologica de esta

enzima en el sistema radicular.

Los trabajos realizados por Horling et al., (2002, 2003) no observaron
cambios significativos en los niveles de mRNA de la PrxII F de A. thaliana en
tratamientos oxidativos o por luz. Recientemente se ha publicado como la PrxII F

parece ser una proteina mucho mas constitutiva que otras Prx vegetales (Dietz et al.,
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2006). No obstante, los resultados obtenidos en nuestro laboratorio solo adjudican un
papel constitutivo de la PrxIl F en raices, mientras en las hojas la expresion de la

enzima se presenta de una forma mucho mas dindmica.

La controversia de los resultados publicados y los obtenidos en esta tesis deja
muchas dudas sobre el comportamiento de la PrxIl F en vegetales. La problematica se
extiende también al hecho de que plantas transgénicas de Arabidopsis que carecen de
PrxII F presenten un crecimiento deficitario cuando son tratadas con Cd y que por el
contrario, los tratamientos con Cd de plantas de Aabidiopsis normales no produzcan

alteraciones en los niveles de PrxII F.

11. INTERACCION PRXII F-TRX O2

Han sido muchos y variados los intentos de buscar el donador electrénico
fisiologico de las Prx si bien todos los ensayos in vitro apuntan a las Trx. El estudio in
vitro mas reciente lo realizaron Balmer et al., (2004) quienes evidenciaron la
formacion de un heterocomplejo entre la PrxIl F y una Trx-h citosélica mutada. Sin
embargo, ningun trabajo ha sido capaz de demostrar la interaccion entre Prx y Trx in
vivo. Con el firme propdsito de caracterizar la interaccion del sistema Prx-Trx
mitocondrial en guisante se han llevado a cabo a lo largo de esta tesis numerosas

experiencias con los resultados que a continuacion se discuten.

El primer ensayo que se decidio probar fue la interaccion entre la Trx O2 y las
proteinas PrxIl F, C59S y C84S mediante microcalorimetria ¢ indagar si existian
diferencias termodinamicas entre las distintas mezclas. Los ensayos concluyeron en
unos resultados claros y rotundos: la Trx O2 mantenia una interaccion con la PrxIl F
clasificada como ultrafuerte mientras que las proteinas mutantes C59S y C84S no eran
capaces de interaccionar con la Trx O2. Estos datos sugieren el extraordinario papel

que juegan ambas cisteinas para interaccionar con la Trx a pesar de la presencia de
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agentes reductores en el medio. Los parametros termodindmicos de interaccion PrxII F
— Trx O2 excedieron las expectativas en comparacion con los valores mucho menores
descritos en la literatura para otras proteinas como Cytocromo C peroxidasa —

Ferricitocromo C (Kresheck et al,. 1995; Leesch et al., 2000).

Se pens6 que la mutagénesis dirigida en las cisteinas en las proteinas mutantes
podria producir un cambio conformacional que modificara drasticamente la
interaccion con la Trx. Los cambios de emision de fluorescencia del triptofano son
usados como indicadores de cambios estructurales. Esta fue la razén que nos llevé a
medir la fluorescencia del triptofano en las proteinas PrxIl F, C59S y C84 tanto en
condiciones normales como tras ser oxidadas y comprobar si realmente se producian
cambios en los espectros de fluorescencia de estas proteinas. Las medidas
fluorimétricas revelaron distintos espectros entre la PrxIl F y los mutantes C59S y
C84S interpretandose como un cambio estructural. Se hipotetiza que este cambio
estructural, fruto de las sustituciones de las cisteinas 59 y 84 por serina, podria obstruir

la interaccidn de las proteinas mutantes con la Trx O2.

El siguiente paso fue estudiar si los resultados obtenidos por ITC se reflejarian
también en ensayos de filtracion molecular. Asi se ensay6 por separado la interaccion
de la Trx O2 con las proteinas PrxIl F, C58S y C84S en columna Superdex HR-200
tras una hora de incubacion y en presencia de DTT. Tal y como ocurria en los ensayos
microcalorimétricos, solo la PrxIl F fue capaz de interaccionar con la Trx O2
formando un heterocomplejo estable, con un volumen de elucion mucho menor que la
Trx O2 o PrxII F por separado, al que le correspondia un tamafio de 93 kDa. Mediante

Western blot se confirmo la presencia de la Trx O2 y PrxII F en el heterocomplejo.

El hecho de que los mutantes C59S y C84S eluyeran de forma independiente
tras la incubacion con Trx O2 y no hubiera formacion de heterocomplejo redunda en
la importancia de las cisteinas catalitica y peroxidante de la PrxII F para interaccionar

con la Trx O2. La formacion del heterocomlejo en principio no puede deberse a
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puentes disulfuro debido al uso de 0.1 mM de DTT en los tampones de trabajo por lo
que probablemente, éste se estabilice mediante puentes de hidrégeno, puentes salinos
e interacciones hidrofobicas. Tal y como se ha venido debatiendo a lo largo de la
discusion de la tesis, las interacciones de tipo hidrofobico parecen estar muy presentes
en la PrxII F por lo que en principio son las candidatas prioritarias para establecer las

uniones proteina — proteina y lograr la estabilidad de la interaccion.

Probada ya la interaccion in vitro entre PrxIl F y Trx O2 mediante
microcalorimetria y filtracion molecular, llegaba el momento de realizar los estudios
in vivo, de verificar la presencia de los heterocomplejos observados donde
fisiologicamente pueden ser relevantes, en la mitocondria. Los fraccionados
mitocondriales en Superdex 200 con y sin DTT se analizaron mediante dos ensayos de
ELISA independientes con los anticuerpos frente a la Trx O2 y PrxII F. La aparicion
en ambos ELISA de un pico en la misma alicuota (13.5 ml) al que le correspondia un
tamafio molecular (93 KDa) semejante al heterocomlejo observado en los ensayos de
filtracion molecular con las proteinas recombinantes, vaticinaba que muy
probablemente ambas proteinas se encontraban presentes en dicha alicuota formando
un heterocomplejo redox-independiente. El Western-blot confirmo la presencia tanto
de PrxIl F como de Trx O2. Por tanto podemos asumir que el heterocomplejo se
encontraba ya formado en la matriz mitocondrial previo a la homogenizacion y
filtracion en gel, porque es muy improbable que la PrxIl F y la Trx O2 puedan

interaccionar tras la dilucién a lo largo de la filtracién molecular.

Tal y como era de esperar, en ausencia de DTT la PrxIl F aparecio
fundamentalmente en tres picos, hexamero (12.9 ml), heterocomplejo (13.5 ml) y
dimero (15.3 ml) mientras que la Trx O2 se mostré6 como dimero (16.51 ml),

heterocomplejo (13.5 ml) y mondémero (18.8 ml).

Es de destacar que el juego dimero-hexamero in vivo responde al estado redox

como se observaba en el caso de las proteinas recombinantes. Los bajos niveles de
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hexdmero de PrxIl F presentes en los fraccionados podrian indicar que la enzima se
encuentra fundamentalmente en su forma dimérica o formando el heterocomplejo con

la Trx O2 en la mitocondria.

En resumen, estos resultados muestran la interaccion in vivo e in vitro entre la
PrxIl F y Trx O2 y sugieren que en la matriz mitocondrial se dan las condiciones
optimas para el ensamblaje del heterocomplejo que ambas proteinas constituyen,
probablemente a fin de lograr la reduccion de la enzima. Estos resultados en si mismos

manifiestan ademas la localizacién mitocondrial de la Trx O2.

Los datos obtenidos en las potenciometrias de la PrxIl F y la Trx O2 harian
explicable y factible la transferencia electronica desde la Trx O2 (-323 mV) hasta la
PrxII F (-309 mV). Con esta teoria y con los resultados fehacientes de que la PrxIl F y
la Trx O2 interaccionan tanto in vivo como in vitro se ha dado un paso adelante para

poder atribuir a la Trx O2 el papel de donador fisiologico electrénico de la PrxII F.

La co-cristalizacion del heterocomplejo PrxIl F — Trx O2 aportaria valiosa
informacioén sobre las zonas preferentes de contacto asi como la orientacion del
mismo. Del mismo modo se podria llegar a entender de una forma mas clara el
fenomeno de oligomerizacion que tiene lugar y por qué la eliminacion de las cisteinas

59 y 84 puede ser tan critica.

12. UNION DE LA PRXII F OXIDADA A LA MEMBRANA MITOCONDRIAL

La incubacion de membranas mitocondriales con PrxII F procedente del pico
dimérico obtenido por filtracion molecular de la PrxII F sobreoxidada con perdéxido de

hidrégeno evidenci6é una union de la misma a las membranas mitocondriales. La
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secuenciacion de esta proteina aclaraba que la proteina se encontraba formando

puentes disulfuro entre la Cys-59 y Cys84.

Este descubrimiento supone la uniéon de una Prx tipo II a la membrana
mitocondrial, hecho que no habia sido descrito hasta nuestros dias. El significado de
esta union podria ser atribuido a un posible mecanismo de reciclaje de las células
vegetales para proteinas oxidadas o bien tener implicaciones para posibles funciones

in vivo en la sefializacion redox, aunque este aspecto sigue siendo una incognita.

Mientras que las forma reducida y oxidada inactiva (estado sulfinilado) de las
Prx de 2-Cys de trigo se unen a las membranas tilacoidales (Konig et al., 2002, Konig
et al., 2003), la PrxII F oxidada de guisante (conteniendo sus Cys unidas por puentes
disulfuro) se une a la membrana mitocondrial. El comportamiento de ambas proteinas
parece diferente en cuanto a su estado oxidativo y unién a las membranas asi como en
sus condiciones de oligomerizacion tanto en cuanto la Prx de 2-Cys forma decameros

en condiciones reductoras y la PrxII F se disocia en un ambiente reductor.

Recientemente se ha publicado la union de la Prx Q de A. thaliana a las
membranas tilacoidales y el incremento de dicha localizacion tras la oxidacion de
cloroplastos intactos (Lankemeyer et al., 2006). Este comportamieinto se asemeja
bastante al de la PrxIl F en guisante. Por tanto, la oxidacion de las Prx parece un papel
decisorio para que éstas se adhieran a las membranas celulares donde probablemente

desarrollen un papel fisiologico.

13. CRISTALIZACION DE LA PRXII F DE P. sativum

La peculiaridad que presenta la PrxIl F en sus distintos estados de
oligomerizacion redox-dependiente, mostrando dos conformaciones distintas en

solucion (dimero y hexdmero) y hasta cuatro en extractos crudos de hoja (mondmero,
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dimero, trimero y hexamero), la uniéon de ésta con el mecanismo catalitico asi como la
posible relacion que en las PrxIl F de vegetales puede haber entre el estado
oligomérico y uniéon a membrana tilacoidal junto con el hecho de que no exista la
estructura de ninguna Prx de tipo II mitocondrial descrita en plantas, hacen que la
determinacion de la estructura tridimensional de la PrxIl F de Pisum sativum
constituya una fuente de informacion de gran utilidad para un mejor conocimiento de

estas enzimas.

Existen distintos métodos para obtener informacioén estructural de una
proteina. Tanto la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) como la difraccion de rayos
X permiten obtener la posicion precisa de cada atomo en la molécula y por tanto una
imagen detallada de la estructura. Mientras que la RMN se utiliza para resolver
moléculas pequenas (hasta unos 20 kDa) la difraccion de rayos X es mas apropiada
para complejos mayores, como es el caso de la PrxII F de Pisum sativum. El gran
obstaculo a esta técnica lo representa la obtencion de cristales que proporcionen una

buena difraccioén.

Hemos establecido unas condiciones para el crecimiento de cristales de la
PrxII F de Pisum sativum. Los mejores cristales se obtuvieron de gotas que contenian
3 ul de PrxII F a una concentracion de 10 mg ml™ en Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl
150 mM y 3 ul de solucion reservorio (DTT 5 mM, 20% P/v de PEG 2000 y 1% v/v
de propanol en tampon citrato 100 mM pH 5.6) equilibrado frente a 500 pl de solucion

reservorio.

La celdilla unidad presente en los cristales se corresponde con seis moléculas
de PrxII F. Aunque este hecho no implica que fisiologicamente la PrxII F se encuentre
como hexamero, se intuye que la cristalizacion de la proteina en su forma hexamérica
no sea azarosa sino que refleje la relevancia de este oligdbmero tal y como apuntan

todos los datos de oligomerizacion discutidos en esta tesis.
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En principio, este cristal de PrxIl F hexamérica viene a presentar un nuevo
estereotipo en la cristalografia de las Prx de tipo II. Sin embargo, esta cristalizacion
podria asimilarse a las 4 moléculas que cristalizaron en la celdilla unidad para la Prx II

citosélica de 4lamo (Echalier et al., 2005).

Cabe esperar que la interfase mondémero - monomero en la PrxIl F se presente
de forma perpendicular al plano de la lamina [ central tal y como ocurre en las Prx
tipo II hasta hoy descritas. De ser asi, las interacciones entre los monémeros tendrian
un caracter altamente hidrofébico como ocurre en el caso de la PrxII citosélica de
alamo. ElI hecho de que la PrxII F cristalice como hexamero no tendria en principio
por qué oponerse a este tipo de interfases monoméricas ya que por ejemplo los
decameros cristalizados de las Prx de 2-Cys las mantienen (Echalier et al., 2005, Dietz

etal., 206).

La resolucion completa de la estructura tridimensional de la PrxII F nos
permitira ahondar en el conocimiento de las interacciones mondémero — mondémero y

aclarar asi algunos de los aspectos de la oligomerizacion de las Prx.
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CONCLUSIONES

1. Se ha llevado a cabo el aislamiento del gDNA y cDNA que codifican la enzima Prx
tipo Il mitocondrial asi como el cDNA de una Trx O2 mitocondrial de Pisum sativum.
Las secuencias aminoacidicas deducidas presentan gran homologia con las secuencias
de Prxll Fy Trx O2 descritas para otros organismos, mostrando las dos cisteinas
caracteristicas asi como los motivos conservados alrededor de ellas. Los estudios
comparativos de las regiones intronicas-exdnicas de la PrxIl F de Pisum sativum y
Arabidopsis thaliana revelaron una alta conservacion de los patrones del “splicing”

alternativo lo que indica una conservacion evolutiva de la PrxIl F en distintas especies.

2. Se han sobreexpresado la PrxIl Fy Trx O2 recombinantes junto con las
proteinas mutantes C59S y C8S mediante la utilizacion del sistema pET y se ha
desarrollado un protocolo simplificado de purificacion en dos pasos cromatograficos

para la PrxlIl F y mutantes y en uno para la Trx O2.

3. El analisis por filtracién en gel de la Prxll F recombinante purificada
demostré la existencia de dos conformaciones, dimérica y hexamérica. La
hexamerizacion se ve favorecida por la oxidacion de la proteina asi como por el
aumento del pH lo que indica un cambio conformacional o de carga, respectivamente,
que favorece su oligomerizacién. Por el contrario la forma dimérica de la PrxIl F se
estabiliza en condiciones reductoras. Se confirma la participacion de los puentes
disulfuro que estabilizan el hexamero de la Prxll F recombinante, asi como, a partir
del andlisis con las proteinas mutantes, la importancia de la Cys59 para la formacion

de la estructura hexamérica.

4. La accesibilidad del DTNB a la Cys59 y Cys84 indica la exposicion de
ambas en la zona exterior habilitando asi la interaccidon con las cisteinas de otros

monomeros para formar estados superiores de oligomerizacion.
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5. Se ha puesto de manifiesto la formacién de un heterocomplejo redox-
independiente entre la Prxll F y la Trx O2, tanto in vivo como in vitro. La
imposibilidad de interaccion entre las proteinas mutantes C59S y C84S con la Trx 02,
mostrada por ITC o filtracion molecular parece deberse, tal y como muestran los
ensayos de fluorimeria, a los cambios conformacionales producidos por la ausencia de
la Cys59 o Cys84. Asi mismo, se ha detectado in vivo la presencia de dimeros y

hexameros de la PrxIl F.

6. Se ha demostrado mediante inmunocitoquimica la localizacién mitocondrial
de la Prxll F de P. sativum. Dentro de la mitocondria la enzima se localiza
fundamentalmente en la matriz, asocidndose parcialmente a la membrana mitocondrial

cuando se encuentra en estado oxidado.

7. La caracterizacion cinética de la Prxll F y de las proteinas mutantes C59S y
C84S pone de manifiesto la actividad antioxidante de la PrxlIl F, presentando
propiedades comparables a las descritas para otras Prx. La pérdida total de actividad
de la proteina C59S indica que la Cys59 es imprescindible en el mecanismo de accion
de la PrxIl F. La pérdida de la Cys84 también condujo a un descenso importante en la
actividad peroxidasa dependiente de DTT pero la capacidad para proteger al DNA
frente a los radicales libres se vio inalterada en comparacién a la Prx Il F. Por tanto la

Cys84 no parece ser imprescindible para la actividad de la PrxIl F.

8. La PrxIl F puede presentarse en geles bidimensionales como dos spots de
igual masa y diferente pl que se corresponden con los distintos estados de
oxidorreduccion de la enzima. Los niveles relativos de estos spots suponen una nueva

forma para determinar el estado redox celular.

9. La expresion de la PrxIl F muestra una regulacion positiva en condiciones

oxidantes de estrés producidas por frio, NaCl y CdCl,,
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10. Se han obtenido cristales de la PrxIl F de P. sativum recombinante y se han
establecido condiciones para el crecimiento de éstos, lo que supone un punto de
partida para la resolucién de la estructura tridimensional de la enzima. Los primeros
datos estructurales obtenidos por difraccion de rayos X han revelado la presencia de

un hexamero en la celdilla unidad de estos cristales.
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CONCLUSIONS

1. The isolation of the gDNA and cDNA that code for the mitochondrial Prx
type Il as well as the cDNA of mitochondrial Trx O2 of Pisum sativum has been
achieved. The deduced amino acid sequences are largely homologous to sequences of
PrxIl F and Trx O2 described for other organisms, showing the characteristic sequence
motives including the two conserved cysteine residues. The comparative studies of the
intronic-exonic regions of PrxIl F from P. sativum and Arabidopsis thaliana revealed
a high conservation in the alternative splicing places indicating an evolutionary

conservation of PrxIl F in different species.

2. Trx 02, PrxIl F and mutants C59S and C8S have been overexpressed as
recombinant proteins using pET expression systems. We have developed a simple
protocol for purification of PrxIl F proteins and Trx O2 which include respectively

two or one chromatographic steps.

3. The gel filtration analysis of recombinant purified PrxIl F demonstrated the
existence of two oligomeric states namely dimers and hexamers. The hexamerization
is favoured by the oxidation of the protein and pH increase. This points to a link
between the oligomerisation state and conformational or charge changes. On the
contrary, the dimeric form of PrxIl F is stabilised under reducing conditions. The
participation of disulfide bridges in stabilizing the hexameric state of recombinant
PrxIl F- is confirmed. Furthermore, Cys59 was found to play an important role in the

formation of the hexameric structure.

4. Chemical modification studies using DTNB have revealed that Cys59 and
Cys84 are solvent accessible, which allows interaction with the cysteines of other

monomers to form higher oligomers.
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5. The formation of a redox-independent heterocomplex between PrxIl F and
the Trx O2 has been revealed in vivo and in vitro. ITC and gel filtration experiments
have shown that the mutants C59S and C84S fail to interact with Trx O2, which is
founded in conformational changes produced by the absence of the Cys59 or Cys84,
as evidenced by intrinsic fluorescence measurements. Also, the presence of dimmers

and hexamers of Prxll F has been demonstrated in vivo.

6. The mitocondrial localization of PrxIl F from P. sativum has been
demonstrated by means of inmunocytochemistry. Inside the mitochondrion, the
enzyme is located primarily in the matrix and is partially associated to the

mitocondrial membrane when the enzyme is oxidized.

7. The kinetic characterization of the PrxIl F and mutants C59S and C84S
reveals the antioxidant activity of the PrxlIl F, presenting properties comparable to
previously described Prx. The total loss of activity of the protein C59S indicates that
Cys59 is indispensable for the reaction mechanism of the PrxIl F. The replacement of
the Cys84 also gave rise to an important decrease in the DTT dependent peroxidase
activity, but the capacity to protect the DNA against free radicals was similar to the
wild enzyme. Therefore, the Cys84 does not seem to be entirely necessary for the

PrxIl F activity.

8. Two-dimensional electrophoresis studies have lead to the identification of
two PrxIl population characterised by similar masses but different pl, which are
attributed to different oxidorreduction forms of the enzyme. This type of analysis
appears to be a convenient tool to determine the cellular redox state of this type of

protein.

9. PrxlIl F was found to be upregulated under stress conditions such as cold,
NaCl and CdCl,.
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10. The experimental conditions for the growth of crystals of recombinant
Prxll F of P. sativum have been determined, which represents the base for the
resolution of the three-dimensional structure. The size of the unit cell as determined by

X-ray diffraction is consistent with a hexameric state of the enzyme.
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