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Introduccion

1. GENERALIDADES SOBRE LA FBPasa.

La fructosa-1,6-bisfosfatasa  (D-fructosa-1,6-bisfosfato-1-fosfohidrolasa, E.C.
3.1.3.11, FBPasa) es una enzima que cataliza la hidrolisis de la fructosa-1,6-bisfosfato
(FBP) a fructosa-6-fosfato (F-6-P) y ortofosfato:

\
J— a-
V2 S FBPasa |
) ol : //—'O‘sm2 . oH
H : ° H off
HO H \o
| H CH0H
.07%0 Pi HO "
.0
FBP F-6-P

La reacciéon enzimatica es dependiente de iones divalentes metalicos (Mg"",
Mn"™, Hg"™, Fe'", Co™, Zn™), aunque todas las FBPasas estudiadas operen

fisiologicamente con Mg como cofactor.

bd b4

La enzima se encuentra tanto en procariotas como en todos los tejidos de
eucariotas, donde aparece asociada a la glicolisis/gluconeogénesis (Pontremoli 1972;
Horeker et al., 1975; Pilkis et al., 1978; Hue 1981; Benkovic et al, 1982; Tejwani,
1983; Hers et al., 1983; Fischer et al., 1983; El-Maghrabi ef al., 1988). Es regulada por
adenosina monofosfato (AMP) y fructosa-2,6-bisfosfato (F-2,6-P). El AMP actua como
inhibidor de la enzima gluconeogénica porque impide la union de metales bivalentes,
esenciales para la actividad enzimatica (Scheffer et al., 1986; Liu et al., 1990, Fromm et
al., 1990). Ademas, el AMP, que tiene un sitio propio de union alejado del centro
activo, induce cambios conformacionales en el mondmero, asi como una rotacion R-T
con respeto a los dimeros.

En este contexto hay que indicar que la FBPasa, sea cual fuere su origen y
funcién fisiologica, tiene una estructura homotetramérica, con cuatro subunidades de
unos 40 kDa, unidas dos a dos en una configuracion uni planar (configuracién R) en al
enzima gluconeogénica soportando al sustrato FBP. Cuando el modulador AMP se une
a la enzima, el plano de dos subunidades rote 15° respeto al de los otros dos
(configuracion T). (Ke et al,, 1991a, 1991b; Liang et al., 1992; Xue et al., 1994; Gigh-
Jain ef al., 1994; Iversen ef al., 1997, Kurbanov ef al., 1998). El giro es de 20° para la
FBPasa reducida fotosintética (configuracion S), que no modula el AMP (Villeret ef al,
1995).

|
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La actividad FBPasa en vegetales en relacion con la gluconeogénesis se ha
puesto de manifiesto en una gran variedad de semillas (Surendranathan et al., 1972; Rao
et al,, 1976; Kruger et al., 1985; Li et al., 1988), observandose un incremento de la
actividad durante la germinacion (Thomas et al., 1972; Youle et al., 1976; Bortman et
al., 1981), lo cual se ha relacionado con una movilizacion de las reservas lipidicas. Por
otro lado, en la célula fotosintética hay una enzima localizada en el citosol, implicada en
la sintesis de sacarosa a partir de las triosas fosfato exportadas desde el cloroplasto
(Zimmermann et al., 1978, Stitt ef al., 1983; Krugel ef al., 1984; Stitt et al., 1985,
Brauer et al., 1990; Khayat ef al., 1991; Prado et al., 1991). Al igual que la enzima de
mamifero, esta regulada por AMP y F-2,6-P.

Una segunda FBPasa se encuentra implicada en la fotosintesis, habiendo sido
descrita en bacterias fotosintéticas (Springgate et al., 1972a; Joint ef al., 1972), y en
cloroplastos de algas (Cséke et al., 1981; Schmidt, 1981), liquenes (Brown et al., 1986)
y plantas superiores (Scala ef al., 1968b; Nishizawa et al., 1981).

La FBPasa cloroplastidica es una enzima clave del ciclo de Benson-Calvin,
donde esta implicada en la fase de regeneracion de la ribulosa fosfato. Tiene la
particularidad, como varias otras enzimas del ciclo, de estar regulada por la luz. La
activacion de esa enzima se debe a una transferencia electronica del ditiol de la
tiorredoxina f (Trx f) al disulfuro del sitio regulador. El sitio activo de la Trx f contiene
dos cisteinas reguladoras (cisteinas 46 y 49 en espinaca) que reducidas por el sistema
ferredoxina-tiorredonia, activan enzimas dianas reduciéndolas (Wolosiuk y Buchanan,
1976; Buchanan et al., 1994). Otros acontecimientos contribuyen a la activacion de la
enzima, como el aumento de pH (aproximadamente de 7 a 8) y de iones Mg** (alrededor
de 2 a 5 mM) que proporciona la transicion oscuridad/luz (Pradel et al., 1981; Herting et
al., 1983; Soulié et al., 1988, 1991; Ballicora et al., 1990; Ladror et al., 1990).

La FBPasa es de codificacion nuclear, poseyendo la enzima cloroplastidica un
péptido de transito de 50 a 60 aminoacidos para su importacion en el cloroplasto. Como
hemos apuntado, la forma nativa de la FBPasa es homotetramérica (Zimmermann ef al.,
1976, Trianello et al., 1971, 1972; Villeret et al., 1995), con un peso molecular
oscilando entre 120 y 160 kDa. La comparacion de las estructuras primarias ensefia que
las FBPasas estain muy conservadas, con un 80 % de homologia entre las
gluconeogénicas, y del mismo orden entre las cloroplastidicas. Sin embargo, la
homologia no supera el 50 % cuando se compara la enzima cloroplastidica con la
gluconeogénica (Lamina 1). Ademaés, la enzima cloroplastidica se destaca de la
citosolica por poseer en la mitad de la molécula, una secuencia propia de 17-20
aminoacidos que forma, en la estructura terciaria, un bucle llamado “lazo 1707,
expuesto al solvente. Estd secuencia posee tres cisteinas muy conservadas (cisteinas
153, 173 y 178 para la FBPasa de guisante) (Marcus et al., 1988), siendo también rica
en aminoacidos cargados negativamente (Hermoso et al., 1995), probablemente
implicados en la interaccion con la tiorredoxina. Mutaciones dirigidas a nivel del lazo
de la enzima de Pisum sativum, sugieren que se forman enlaces disulfuros, bien entre las
cisteinas 153 y 173, bien entre las 153 y 178 (Jacquot et al., 1995, 1997). La rotura de
este puente disulfuro por la tiorredoxina provocaria un cambio conformacional de la
enzima, activandola.

La FBPasa cloroplastidica, como otras enzimas del ciclo de Benson-Calvin,
presenta el fendmeno de histéresis (Hertig y Wolosiuk, 1983), motivado por la
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Lamina 1. Alineamiento de FBPasas cloroplastidicas (1-5), de mamiferos (6-10), y citosélicas (11-15).
La numeracion horizontal es virtual mientras que la lateral es la real para cada proteina.
Porcentaje de identidad entre los residuos: rojo = 100; azul > = 75; verde > = 5
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existencia de dos estadios con propiedades cinéticas diferentes, el estadio de
modulacion y el catalitico. Es posible separar ambos procesos in vifro mediante el
ensayo en dos pasos, de manera que la determinacion de la catalisis vaya precedida por
la incubacion de la enzima con los moduladores. Esto permite determinar si una
sustancia activa o desactiva la transicion de la enzima entre sus formas, oxidada
(inactiva) y reducida (activa), y si de mismo activa o inhibe la catalisis.

2. COMPARACION

El gen de la FBPasa ha sido aislado y secuenciado en diferentes ramas
eubacteriales, tales Nitrobacter vulgaris (Strecher et al., 1994), Rhodobacter
sphaeroides (Gibson et al., 1990), Xanthobacter flavus (Meijer et al., 1990),
Alcalygenes eutrophus (Yoo et al., 1995), Synechocystis (Kaneko et al., 1996),
Anabaena (Newman et al., 1995), Nostoc puntiforme (Summers et al., 1994),
Escherichia coli (Marcus et al., 1986), Haemophilus influenzae (Fleischmann et al.,
1995), etc.

De ellos, la enzima de Rhodobacter, Alcalygenes y la de la cianobacteria
Synechocystis es bifuncional (Abdelal ef al., 1974; Amachi et al., 1979, Gerbling et al.,
1986, Springgate et al., 1972; Tamoi et al., 1998). En efecto, estas FBPasas pueden
utilizar como sustrato tanto la FBP como la sedoheptulosa-1,7-bisfosfato (SPB). En
cambio, la enzima de E. coli carece de actividad SPBasa (Fraenkel ef al., 1966). Hay
que indicar que el gen de la enzima bifuncional puede provenir de una transferencia
genética lateral, pues la enzima de dos de las eubacterias anteriores es codificada por un
plasmido.

En eucariotas, la cuestion ha sido muy controvertida. Mientras que en los afios
70 y primicia 80 se consideraba la enzima como bifuncional (Buchanan et al., 1976,
Gerbling ef al., 1986), mas recientes investigaciones han puesto de manifiesto la
existencia de enzimas diferenciadas para cada sustrato (Cadet, 1996; Dunford et al.,
1998; Ashton et al., 1998), habiendo sido clonado y secuenciado la SBPasa de trigo
(Raines et al., 1992).

El alineamiento de la secuencia de las FBPasas eubacterianas, citosolicas y
cloroplastidicas, asi como las SBPasas cloroplastidicas, pone de evidencia que la
mayoria de las regiones altamente conservadas de la FBPasa se encuentra también en la
SBPasa. Esto confirma que FBPasa y SBPasa comparten un ancestro comin (Martin ef
al., 1996). Efectivamente, la SBPasa presenta 30 % de identidad con la FBPasa de
diversas fuentes, lo que junto con las homologias antes sefialadas entre las FBPasas
citosolicas y cloroplastidicas, han hecho a Martin e al., (1996) proponer una hipotesis
para dar cuenta de la evolucion de esta enzima. La FBPasa citosolica de plantas
superiores, asi como la eucariota de organismos no fotosintéticos son bastante similares
a la enzima eubacterial, lo que indica un origen eubacterial de los genes nucleares
eucariotas. Respeto a la enzima cloroplastidica, ésta se diferencio de la citosolica por
una serie de duplicaciones genéticas ocurridas tempranamente en la evolucion de los
eucariotas. Las FBPasa y SBPasa cloroplastidicas se especializaron a partir de una
enzima FBP/SBP eubacterial (Figura 1). Un dendograma generado a partir de las
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secuencias peptidicas de FBPasas de diferentes fuentes presenta el perfil que se exprime
en la Lamina 2.

FBPasa SBPasa
eubacterial cloroplastidica

FBPasa

cloroplastidica

FBPasa/SBPas
a
eubacteri

FBPasa
> citosdlica

De origen mitocondrial, FBPasa
transferencia genética
da lugar a FBPasa citosélica

citosolica

FBPasa /
— citosdlic
Duplicacién

genética da lugar
a FBPasa cloroplastidica

BPasa
animal o
de

. hongo
Divergencia de
los eucariotas
superiores

Figura 1. Diagrama de la evolucion de los genes de la FBPasa de procariotas y eucariotas. +Trp
indica la adquisicion de un péptido de transicion para la importacion al cloroplasto. Las flechas
indican acontecimientos ocurridos en la evolucion de la FBPasa (Martin ef al., 1996).
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Lamina 2. Arbol filogénico de FBPasas de diferentes fuentes.
(Sahrawy, comunicacion personal).
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3. ESTRUCTURA Y FUNCCION

3.1. La FBPasa gluconeogénica de mamifero

Algunos genes de las FBPasas de mamiferos han sido identificados y clonados:
Ovis aries, oveja (Fischer ef al., 1983), Rattus norvegicus, rata (El-Magrhabi et al.,
1988), Sus scrofa, cerdo (Williams et al., 1992), Homo sapiens (El-Maghrabi et al.,
1993), Mus musculus, raton (Cloix et al., 1997), Oryctolagus cuniculus, conejo (Kaiser
et al., 1996). La proteina ha sido cristalizada y la estructura determinada para la enzima
de cerdo (Ke ef al., 1989), humana (Zhang et al., 1995) y conejo (Weeks et al., 1999),
siendo la de cerdo la mas estudiada.

El estudio cristalografico revelo que la FBPasa es una enzima alfa-beta
homotetramérica (Lamina 3). La clasificacion establecida por el servidor CATH
(www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/pdbsum/), (Orengo et al, 1997), presenta el primer
monomero con 15 hélices alfa, 12 laminas beta y 7 vueltas beta (Figura 2) y hace
aparecer variabilidades entre los monomeros. Cada uno esta formado por 2 dominios
unidos por un puente polipeptidico (Ke ef al., 1989). En la enzima de higado humano
los residuos 1 a 199 soportan el sitio alostérico, formando el dominio AMP. Los
residuos 200 a 335, que soportan el sitio de acoplamiento del sustrato, constituyen el
dominio FBP.

Dormains:-
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285 2840 2685 270 27s 290 2ds 2do 295 300 305 ilo
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Figura 2. Estructura secundaria de la FBPasa humana (Zhang et al., 1995).
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A

Lamina 3. A. Estructura terciaria del monomero acomplejado con FBP,
Mg %'y AMP. La estructura secundaria aparece indicada con las hélices

aifa y laminas pbeta.

B. Estructura cuaternaria del tetramero acomplejado con AMP.
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El sitio alostérico esta situado a 28 & de un centro activo definido por el sitio de
union del ion Mg ** (o 2 iones Mn ?"), y por residuos en contacto con el fosfato-1 del
sustrato ( Ke et al., 1990ay 1990b; Liang et al., 1992 y 1993; Zhang et al., 1993).

El sustrato existe bajo 2 formas principales en equilibrio, el anomero alfa (15 %)
y el beta (81 %). Segun Marcus ef a/ (1976) la forma beta es probablemente el sustrato
hidrolizado por la enzima. Para Liang et al., (1992), ambos anémeros pueden unirse al
centro activo en presencia o ausencia del ion metalico. En cambio, Frey et al., (1977) y
Zhang et al., (1993) concluyen que solo el anomero alfa es hidrolizado por la enzima.

El AMP se une de manera no competitiva y levemente cooperativa. Establece
enlaces hidrogenos con una constelacion de residuos tales como Val 17, Thr 27, Gly 28,
Gly 29, Leu 30, Thr 31, Lys 112, Tyr 113, Arg 140, Val 160 y Met 177 (Figura 3) en la
enzima de higado humano. Esos residuos son conservados en todas las secuencias
publicadas de mamiferos mamifero (Gidh-Jain et al, 1994), salvo en la enzima de
cerdo, que presenta una metionina en lugar de la Leu 30.

8y-30D
Gly-29 L;J
N

R K R
3-1 0.2‘5

2_3.0'?'0
Thr"'b’?N 3'1.0

Nz 2.5 Met.177

Lys-112 OH--z.'.?
Tyr-113 OH  OM

val-161

Figura 3. Representacion de las interacciones entre el AMP y los residuos del sitio alostérico en
la enzima de higado humano (Iversen et al., 1997).

En la estructura de la enzima de rifion de cerdo, de higado humano y de higado
de conejo, la unién del AMP provoca cambios conformacionales. En efecto, como ya se
apunto anteriormente, el nucledtido provoca una rotacion del segundo dimero con
respecto al primero de 16 ° en la enzima humana (17° en la enzima del cerdo),
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conformacion T, frente a la R primitiva. Esto provoca una reorienta la estructura
secundaria, en particular en la zona de los aminoacidos 50-72, en la reorganizacion de
las interacciones por enlaces hidrogenos y de van der Waals, cambiando la
conformacion del sitio de union del ion metalico (Lamina 4). Todos estos elementos son
responsables del cambio conformacional del tetramero que ocurre en la transicion R-T.

La subtilisina, tripsina y proteasas lisosomales hidrolizan el lazo de la parte N
terminal de la FBPasa, lo que genera una forma de enzima con un pH éptimo 9.2, y
reduce o hace desaparecer el efecto del AMP (Marcus et al., 1981). Recientemente se ha
puesto de evidencia que el AMP activaba la FBPasa muscular de serpiente a pH 9.2
(Zhao et al., 1998), hecho no observado en otras enzimas animales. Esta activacion es
dependiente de Mg **, pero se observa solo a partir de una concentracion de Mg 1
mM. Esto sugiere que el pH puede ser un factor de regulacion de la enzima en la
interaccion con el AMP, ya que el acoplamiento del nucleotido puede ser diferente a pH
neutro que a pH alcalino; residuos que se ionizan con un pKa de 8.9 pueden estar
involucrados en el proceso.

El sistema FBPasa / fosfofructokinasa-1 (PFKasa-1) es el mayor sitio de
regulacion de la gluconeogénesis / glicolisis. Esas dos enzimas tienen la misma
ubicacion celular y controlan dos reacciones opuestas e irreversibles. Gluconeogénesis y
glicolisis son reciprocamente reguladas por AMP, citrato y fructosa-2,6-bifosfato (F2,6-
P) en la etapa de interconversion de la F-6-P en FBP. La PFKasa-1 es activada por la
F2,6-P y AMP e inhibida por ATP y citrato. En cambio, la FBPasa es activada por
citrato e inhibida por F-2,6-P en sinergia con AMP (van Schaftingen ef al., 1981; Pilkis
et al., 1981; Frangois ef al., 1983; Liu ef al., 1988). La buena coordinacion de esas dos
enzimas es un ejemplo de regulacion del metabolismo que, en caso contrario, conduciria
a una rapida depresion de la energia celular.
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Lamina 4. Cambios estructurales que ocurren el el tetramero inducidos por la
union del AMP en el sitio alosterico. De manera jerarquica son: (1) rotacion de

17° del dimero (rotacion Rp- T), (2) reorientacion de los dominios AMP y FBP

en el monomero, (3) reorientacion de la estructura secundaria y de los lazos en

el monémero, y (4) reorganizacion de los enlaces hidrogenos y de las interacciones

de van der Waals (Liang et al., 1994).
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Control por F-2,6-P

En el organismo humano el mantenimiento de la homeoestasis de la glucosa
sanguinea es de primera importancia para su supervivencia, ya que la glucosa es la
fuente de energia de los tejidos cerebrales, eritrocitarios, renales o testiculares. La
gluconeogénesis es la sintesis de novo de glucosa a partir de metabolitos no
carbohidratados, como el acido lactico, aminoacidos y glicerol. La glucosa puede
formarse también a partir de intermediarios carbohidratados, como el piruvato, la

dihidroxiacetona-fosfato o el oxaloacetato. Esta reaccion es muy costosa en términos de
ATP consumidos (Tabla 1).

Sustratos Productos

Gluconeogénesis

2 Piruvatos + 4 ATP + 2 GTP + 2 NADH | Glucosa+4 ADP+2 GDP+6Pi+2
+2H +6H0 NAD’
AGO’ = - 47.6 KJ/mol

Glicolisis

Glucosa + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD' 2 Piruvatos + 2 ATP+2NADH+2H’
+ 2H,0
AGO’ = - 73.3 KJ/mol.

Tabla. 1. Balance de las reacciones de gluconeogénesis y glicolisis.

El higado es el principal tejido de respuesta a sefiales que indican un nivel
anormal (reducido o elevado) de glucosa sanguinea. De hecho, una de las principales
funciones del higado es la de producir glucosa para la circulacion. Ambos, elevados y
reducidos niveles de glucosa circulatoria, generan respuesta hormonal para restaurar la
homeoestasis. La hipoglucemia genera liberacion de glucagon de las células alfa del
pancreas. La hiperglucemia genera la de insulina de las células beta. Otras hormonas,
como la de crecimiento, el ACTH y otros glucocortocoides, estimulan el nivel de
glucosa circulatoria.

El glucagon se une a receptores de membrana de célula hepatica, induciendo un
incremento de la conversion de ATP en cAMP por medio de una adenilato-ciclasa. El
CAMP activa la proteina kinasa (PKA) que fosforila numerosas enzimas, incluida la
fosfatasa bifuncional PFKasa-2/F-2,6-Pasa. Esta defosforila la F-2,6-P, lo que induce
una disminucion del nivel de F,2-6-P en los hepatocitos y, subsiguientemente, un
aumento de la actividad FBPasa y una reduccion de la PFKasa-1 (Figura 4 ). En esas
condiciones el higado deja de consumir glucosa y se vuelve, metabolicamente hablando,
gluconeogénico, produciendo glucosa para restablecer la normoglicemia. La actividad
FBPasa es también regulada por la ratio ATP/ADP. Cuando ésta es elevada, la
gluconeogénesis procede a su maximo nivel.
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ou At Fructosa-6-fosfato *'* o

PFKasa-2

( PFKasa-2)

Fructosa-1,6-bisfosfato

A

i

\/

2 Piruvatos

Figura 4. Regulacion de la gluconeogénesis / glicolisis por la F-2,6-P a nivel de las enzimas
FBPasa / PFKasa-1.
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3.2. FBPasa fotosintética

El gen de diferentes FBPasas de plantas superiores ha sido identificado, como el
de la cloroplastidica de Triticum aestivum, trigo (Raines et al., 1988), Arabidopsis
thaliana (Horsnell et al., 1991), Solanum tuberosum, patata (Kossmann et al., 1992),
Brassica napus, colza, (Rodriguez-Suarez er al., 1993), Pisum sativum, guisante
(Carrasco et al., 1994), Spinacia oleracea, espinaca (Martin et al., 1996), Oryza sativa,
arroz (Takhashi et al., 1998), y Glycine max, soja (Jeon et al., 1998), asi como el de las
citosolicas de Beta vulgaris, remolacha (Harn et al., 1992), Spinacia oleracea (Hur et
al., 1992), Brassica napus (Laroche et al., 1995) y Oryza sativa (Takahashi et al.,
1998).

La enzima de espinaca ha sido la mas estudiada, y Villeret ef al., (1995)
determinaron la estructura de la enzima reducida. Esta es igualmente homotetramérica,
y cada monomero presenta la misma estructura en hélices alfa y laminas beta que la
enzima de cerdo (Figura 5). La enzima cloroplastidica se destaca por el “lazo 170” que
presenta diversas conformaciones en el modelo de Villeret (Figura 6). El tetramero
presenta una forma “super T” llamada S, pues el plano del dimero C3C4 forma un
angulo de 20 ° con respecto al de C1C2.

Como ya se apuntd, las cisteinas implicadas en la modulacion rédox estan
ubicadas en el “lazo 170”, y se encuentran a una distancia bastante larga una de otra en
el modelo. Eso sugiere que la reduccion de la enzima se acompafia de cambios
conformacionales importantes del tetramero, a no ser que los “lazos 170 hayan sido
deformados en el proceso de cristalizacion.

Aunque no se regula por AMP, la enzima conserva el sitio alostérico de union al
nucleotido. La FBPasa cristalizada en presencia de AMP no presenta densidad
electronica en la zona de union del nucleodtido. Eso sugiere que el AMP no se une ala
enzima cloroplastidica, lo que viene explicado por la orientacion diferente de las tres
primeras hélices alfa. Ademas, los residuos que interaccionan con el nucleotido en la
enzima de cerdo no son conservados en la enzima de espinaca. El sito de union del
AMP debe ser una reliquia del antecesor.

Domains:- - S
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Figura 5. Estructura secundaria de la FBPasa cloroplastidica de espinaca (Villeret ef al., 1995).
El lazo 170 se ubica entre los residuos 150-185.
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Figura 6. Estructura tetramérica de la FBPasa cloroplastidica de espinaca. El “lazo 170” , con
las tres cisteinas representadas, forma una estructura sobresaliente accesible al solvente (Villeret
et al., 1995),

4. FBPasas Y FOTOSINTESIS

4.1. Fotosintesis

La fotosintesis es uno de los fendmenos mas deslumbrados del planeta. Se puede
definir como el conjunto de reacciones por las cuales los organismos autétrofos utilizan
la energia luminica solar para fotolisar el agua, generando asi energia quimica y poder
reductor en forma de NADPH y ATP. Estos son luego utilizados para la asimilacion, y
reduccion a formas biologicamente activas, de elementos que se encuentran en la
naturaleza en alto estado de oxidacion (CO,, NOs, SO4 ¥ ), o en formas de baja
reactividad (Nz). Por lo que se refiere a la fotosintesis del carbono, la mas importante en
término de biomasa, tiene lugar gracias a un conjunto de enzimas solubles ubicados en
el estroma del cloroplasto.
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Las reacciones de la primera fase de la fotosintesis, captacion fotonica y sintesis
de NADPH y ATP, son catalizadas por un sistema de pigmentos, transportadores y
enzimas fijados a las membranas tilacoidales. Dos complejos multiproteinicos
directamente excitables por la luz solar, los fotosistemas I y II (PS L, PS II), forman los
componentes principales. La fotolisis del agua es catalizada por una especie de H;O-
deshidrogenasa del PS II, liberando protones y electrones en el espacio tilacoidal. Los
electrones entran en un proceso de transporte electronico, que va desplazando los
equivalentes de reduccion a través de varios componentes, reproduciendo un diagrama
llamado “esquema Z”. Al final de la cadena de transporte una proteina soluble, con un
nicleo de dos 4tomos de azufre y dos de hierro, la ferredoxina, acepta dos electrones,
reduciéndose. El poder reductor llegado hasta la ferredoxina se emplea en reducir la
NADP+ a NADPH a través de la ferredoxina-NADP-reductasa. Parte de la ferredoxina
reducida puede ceder sus equivalentes de reduccion a otros aceptores, como la
tiorredoxina, a través de ferredoxina-tiorredoxina reductasa. Los protones generados
sirven para sintetizar ATP. La reaccion, acoplada al flujo electronico, es catalizada por
una H -ATP-sintetasa.

Ferredoxin-
-NA.DP-ngduct:sa

Figura 7. Esquema en Z de la ruta del transporte electronico fotosintético. El eje vertical del
diagrama representa energia. Los procesos de transferencia electronica que se producen en
direccion ascendente necesitan que se capture energia luminosa. La ruta normal de transporte no
ciclico comienza en el PS II, y tras una serie de transportes de electrones, finaliza con la sintesis
de NADPH. La ruta alternativa de transporte ciclico se produce cuando no se dispone de
NADP+ como aceptor de electrones de la ferredoxina, y en ella, se sintetiza ATP sin formacion
paralela de NADPH. Los aceptores estan fijos a la membrana tilacoidal, mientras que la
ferredoxina v la ferredoxina-N ADP-reductasa estan parcialmente solubles en el estroma.
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En la secunda fase de la fotosintesis, el ATP y el NADPH precedentes, solubles en el
estroma, son utilizados en la sintesis de hidratos de carbono a partir del dioxido de
carbono atmosférico, mediante el ciclo reductivo de las pentosas fosfato o ciclo de
Benson-Calvin (Lamina 5).

Pueden distinguir tres etapa en el ciclo:

1. Fijacion del CO, atmosférico mediante la carboxilacion de la ribulosa-1,5-
bisfosfato (RBP);

2. Reduccion del carbono fijado a triosas-fosfato;

3. Regeneracion del aceptor del carbono, la RBP.

Se inicia el ciclo de Calvin con la carboxilacion de la RBP, reaccion catalizada por
la ribulosa-1,5-bisfosfato-carboxilasa-oxigenasa (RUBISCO), la proteina mas
abundante de la biosfera. La RBP se transforma en dos moléculas de acido 3-
fosfoglicérico (PGA). Este es fosforilado y reducido para originar gliceraldehido-3-
fosfato (GAP), que puede isomerizarse a dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) mediante
una reaccion catalizada por la triosa-fosfato-isomerasa. Con este proceso, el carbono
pasa de un estado de oxidacion +4 en el CO2 hasta 0 en el DHAP, consiguiéndose asi la
completa reduccion del carbono atmosférico para su posterior utilizacion en el
metabolismo celular.

El ciclo se completa por un conjunto de nueve reacciones (isomerizaciones,

condensaciones e hidrolisis) que sirven para regenerar la RBP. Las triosas-fosfato
(GAP, DHAP) pueden atravesar la membrana cloroplastidica para integrarse en la
sintesis y metabolismo de la sacarosa, bien reaccionar en el cloroplasto para regenerar
los metabolitos del ciclo asimilativo, o dirigirse en la organela hacia la sintesis de
almidon. Cuando la fotosintesis alcanza un estado de equilibrio, 5/6 de las triosas-
fosfato se emplean para la regeneracion de la RBP, y 1/6 es convertido en almidon en el
cloroplasto, o exportado al citoplasma para ser transformado en sacarosa.

La regulacion del ciclo de Calvin, que supone la coordinacion de 11 sistemas
enzimaticos, asi como de los niveles de ATP y NADPH, es critica para el buen
funcionamiento de la planta. La FBPasa es una enzima clave en la regulacion del ciclo,
pues define la concentracion de FBP y F-6-P en el estroma. Una baja actividad de
FBPasa inducira una alta concentracion de FBP y, por efecto “feed-back”, también de
DHAP y GAP, quedando disponibles para su exportacion al citosol para la sintesis de
sacarosa. En cambio, con una alta actividad de FBPasa se formara un exceso de F-6-P,
parte del cual se transformara en G-6-P para empezar la sintesis de almidon.
Controlando la actividad de la FBPasa, se podra dirigir el metabolismo del vegetal en el
sentido de la sintesis de sacarosa o hacia la produccion de almidon.

Las triosas-fosfato generadas en el cloroplasto son transportadas en el citosol en
una reaccion de cambio con Pi por medio del translocator de triosa-P / Pi del
cloroplasto. Las triosas-P son utilizadas en la sintesis de sacarosa con liberacion de Pi.
Cuando se reduce ésta sintesis, se reduce la exportacion de triosa-Pi por la depresion de
la concentracion de Pi en el citosol. La carencia de Pi induce también la reduccion de la
concentracion de ATP. Una alta razon triosa-P/Pi induce la acumulacion de almidon.
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Asi, la fluctuacion de la concentracion de Pi es también importante en la regulacion de
reparto del fotosintetizado entre almidon y sacarosa.

Dos son las enzimas que controlan la sintesis de sacarosa, la FBPasa citosolica y
la sucrosa-fosfato-sintasa (SPS). Las triosas-P se combinan para formar FBP, que es
defosforlilada por la FBPasa a F-6-P. Cuando el nivel de triosas-P en el citosol limita la
sintesis de sacarosa, la F-2,6-P frena la conversion de las triosas-P en hexosas-P
inhibiendo la FBPasa, lo que inhibe la sacarosa-fosfato-sintetasa por falta de sustrato.
Debida a su estratégica ubicacion en al ruta de sintesis de la sacarosa, la FBPasa
citosolica controla el flujo de triosas fosfato del cloroplasto y, por lo tanto, coordina la
tasa de sintesis de sacarosa con el nivel de fotosintesis.
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Lamina S. Ciclo de Benson-Calvin y su relacion con la sintesis de almidon y sacarosa. La
numeracion corresponde a las distintas etapas enzimaticas:

1. RUBISCO; 2. Fosfoglicerato quinasa, 3. NADP-gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa; 4. Triosa-fosfato-isomerasa; 5. Aldolasa; 6. FBPasa; 7. Transacetolasa, 8.
Aldolasa; 9. SBPasa; 10. Transacetolasa; 11. Fosforribulosa isomerasa;, 12. Ribulosa-5-
fosfato 3-epimerasa; 13. Fosforribuloquinasa; 14. Fosfoglucosa isomerasa; 15.
Fosfoglucomutasa, 16. ADP-glucosa pirofosforilasa, 17. Pirofosfatasa; 18. Almidon
sintetasa; 19. Triosa fosfato isomerasa; 20. Aldolasa; 21. FBPasa citosolica; 22. Fructosa-6-
fosfato 2-quinasa; 23. Fructosa-2,6-bisfosfatasa; 24. Fosfoglucosa isomerasa; 25. Fosfoglu-
comutasa; 26. UDP-glucosa pirofosforilasa; 27. Sacarosa fosfato sintetasa, 28. Sacarosa
fosfato fosfatasa; 29. Pirofosfatasa.
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S. TIORREDOXINAS

5.1. Generalidades

Las tiorredoxinas son proteinas ubicuas de bajo peso molecular (~12 KDa)
mantienen dos cisteinas muy conservadas en un centro activo (-CXXC-) de secuencia
igualmente altamente conservada (Eklund ef al., 1991). Las células vegetales poseen, al
menos, 3 diferentes tipos de tiorredoxina caracterizadas por su funcion, localizacion y
estructura primaria (Buchanan e al., 1994). De ellos dos han sido encontrados en el
cloroplasto, en el cual actian como proteinas reguladoras en la asimilacion carbonada,
mientras que un tercer tipo esta presente en el citoplasma. Ambas formas
cloroplastidicas han sido diferenciadas por su especificidad respeto a enzimas diana. La
Trx f presenta alta especificidad para la FBPasa y otras enzimas del ciclo de Calvin,
como la SBPasa, la fosforribulokinasa y la NADP-gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa. La Trx m interacciona eficazmente con la NADP-malato-
deshidrogenasa, a la que activa, en una enzima crucial para las plantas C4. En cambio,
desactiva la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, una enzima de la ruta oxidativa de las
pentosas-fosfato.

La estructura primaria de las dos tiorredoxinas cloroplastidicas presenta
solamente un 30 % de identidad en espinaca y un 23 % en guisante. Por en contrario, las
Trx m de origen procariota, (Jacquot ez al., 1997), son unas similares a la Trx de £. coli,
con un 46 % de identidad. Mas diferentes son las Trx f de origen eucariota. No
obstante, como ya se ha dicho, los centros activos de las dos Trxs son estrictamente
conservados.

La Trx h participa en numerosas reacciones. Interviene en la movilizacion de
proteinas de reservas en la germinacion. Ha sido identificada en arroz como una de las
proteinas mayoritarias en la savia del floema (Ishiwatari et al., 1995). Ademas, su
capacidad de formar complejos multiprotéicos, intervendria en la conformacion de
proteinas en el citosol.

Recientemente se ha caracterizado una tiorredoxina mitocondrial (Spyrou ef al.,
1997) presente en células de rata. Su secuencia se acerca a la de Trx m y de bacterias. Se
ha sugerido un papel en la defensa frente a radicales libres que se derivan de la
respiracion mitocondrial. De hecho, la tiorredoxina mitocondrial se expresa
preferencialmente en tejidos con gran gasto respiratorio, como el corazéon, musculo
esquelético, cerebro y testiculos.
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Figura 8. Resumen de las diferentes funciones de las tiorredoxinas vegetales. Adaptado de
Jacquot et al., (1997).

5.2. Estructura

La estructura tridimensional de la tiorredoxina de £. coli (Eklund ef al., 1991) y
las tiorredoxinas humanas (Qin er al, 1994; Weichsel et al, 1996) han sido
ampliamente estudiadas. Entre organismos fotosintéticos se ha determinado la
estructura tridimensional de la tiorredoxina-2 de Anabaena (Saarinen ef al., 1995) vy la
Trx h de Chlamydomonas por RMN (Mittard et al., 1997). Mas recientemente, se han
cristalizado las Trx f'y Trx m de espinaca (Capitani ef al., 1998). La estructura de ambas
proteinas presenta el perfil tipico de la conformacion tiorredoxina, a saber, una proteina
globular con un centro formado por 5 laminas beta, envuelto por 4 hélices alfa. El 90%
de la proteina esta involucrado en esta estructura alfa-beta, lo que explica su alta
estabilidad. Este tipo de conformacion se encuentra en estos biocatalizadores con grupos
tioles, como la glutaredoxina y proteina disulfuro isomerasas. El centro activo se
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encuentra en un entorno de residuos hidrofobos que delimitan un surco, coronado por
un conjunto de residuos cargados.

La desviacion RMS (Root Mean Square) entre Trx m de espinaca y la de £. coli
para 104 carbonos alfa comunes es de 1.0 R, mientras que la desviacion entre las Trx f'y
m de dicha especie para 102 carbonos alfa es de 1.2 A. Este dato confirma que, a nivel
estructural, la Trx m esta mas proxima a la proteina de £. coli que a la Trx f. ademas,
hay cierta similitud en torno al centro activo entre la Trx de E. coli y la Trx m, lo que
explica que la proteina de L. coli puede sustituir a la Trx m en algunas reacciones. No
obstante, la zona en torno a la cisteina del lado N-terminal del centro activo de la Trx m
es mas polar y menos hidrofobica que en la proteina de E. coli.

La Trx f posee una tercera cisteina expuesta a la superficie. Esta cisteina es
conservada en todas las secuencias de Trx f Mutagénesis dirigida de este aminoacido
reduce la capacidad de la Trx f en activar la FBPasa (Del Val ef al., 1993). Eso indica
que este residuo puede estar implicado en la interaccion con la enzima diana. Ademas
de esta cisteina, la Trx f presenta en torno al centro activo una distribucion de residuos
polares, cargados e hidrofobos sustancialmente diferente respeto a la Trx m y de E. coli.
Esto debe tener su importancia en la orientacion de la molécula a la hora de
interaccionar con proteinas diana.

Figura 9. Estructura tridimensional de la Tiorredoxina de E. coli (Eklund et al., 1991)
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Figura 10. Alineamiento de secuencias de la Trx f (1) y Trx m (3) de espinaca (Spinacia
oleracea) con la tiorredoxina de E. coli (2) (segin Capitani ef al., 1998).

5.3. Mecanismo de reaccion

Hermoso et al., (1996) demostraron que un fragmento del “lazo 170 de la
FBPasa de guisante era capaz de unirse a la Trx /'y Trx m homélogas. Eso sugirio que,
si bien las cisteinas por si solas no podian justificar la interaccion, deberian existir otros
componentes, electrostaticos y/o hidrofobicos, implicados en la reaccion.

La cristalizacion del complejo de ADN-polimerasa del fago T7 con la
tiorredoxina de k. coli (Doublie et al., 1998) mostré6 que la uniéon entre esas dos
entidades se llevaba a cabo a través de un bucle de la polimerasa expuesto al medio, con
la cara del centro activo de la tiorredoxina. En este complejo, la tiorredoxina no cumple
una funcion rédox, sino estructural. La mayoria de las interacciones resultan ser de tipo
hidrofobico.

Qin et al., (1995, 1996) estudiaron el complejo de la tiorredoxina humana con
dos péptidos distintos de 13 aminoacidos cada uno, correspondientes a los bucles
reguladores del factor de transcripcion NFkB y del factor de acoplamiento nuclear Ref1.
Ambos péptidos incluyen la cisteina objeto del ataque nucleofilico primario por la
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cisteina 32 de la Trx, de modo que formaran complejos covalentes. En los dos casos,
existe un encaje el mismo surco de la superficie de la Trx.

Esos datos sugieren que, presumiblemente, las tiorredoxinas, ya sean
bacterianas, humanas o vegetales, se unirian a sus proteinas diana a través del canal
hidrofobo, en medio del cual sobresale la cisteina reactiva. A continuacion, la reduccion
de la proteina se iniciaria por un ataque nucleofilo del tiolato reactivo sobre un atomo de
azufre de la diana, generando un intermediario disulfuro mixto e inestable. El ciclo
catalitico se completaria por la rotura del complejo y la liberacion de una Trx oxidada vy
una proteina ditiol.

La tiorredoxina oxidada necesita ser reducida a su forma inicial. Como se ha
sefialado anteriormente, en el cloroplasto, durante la fase luminica, la ferredoxina de la
cadena de transporte electronico cede equivalentes de reduccion a las Trx fo Trx m. La
reaccion es catalizada por la ferredoxina-tiorredoxina-reductasa. En el citosol existe un
sistema similar a aquél encontrado en células animales o bacterianas, no fotosintéticas
para la reduccion de las tiorredoxinas. En este caso el donador de electrones es el
NADPH, vy la transferencia electronica entre el NADPH y la Trx 4 es catalizada por una
flavoproteina, la NADPH-tiorredoxina-reductasa.
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El Grupo de investigacion sobre Fotosintesis de la Estacién Experimental del
Zaidin ha mantenido un interés constante en la comprension de la modulacion por la luz
de la fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) cloroplastidica, asi como por el sistema
ferredoxina-tiorredoxina que modula la relacion entre la luz y el metabolismo vegetal.
En ese sentido mantiene una linea de investigacion para elucidar a nivel molecular la
union de la FBPasa a la tiorredoxina, la eficiencia de la transferencia electronica a
traves de las cisteinas de ambas proteinas sulfuradas, asi como el nivel de expresion de
las diferentes tiorredoxinas en la planta.

Por otro lado, recientes investigaciones (Anderson ef al., 1997) apuntan a que
modificaciones en el potencial redox pueden ejercer alglin efecto modulador indirecto
sobre la FBPasa citosolica de la célula vegetal. Como hemos apuntado repetidas veces,
la enzima citosolica presenta una estructura similar a la de la cloroplastidica, excepto el
“lazo 170” de esta Gltima que contiene las 3 cisteinas implicadas en la modulacion
redox.

A la vista de los antecedentes expuestos en la Introduccion, nos proponemos
transformar la FBPasa citosolica de remolacha (Beta vulgaris)' asi como la enzima de
higado humano’, en una forma modulable por regulacion redox, insertando en la mitad
de la proteina la secuencia reguladora (“lazo 170”) de la enzima fotosintética de
guisante (Pisum sativum).

Para ello se propuso el siguiente plan de trabajo:

1. Prediccion de las caracteristicas de las proteinas putativas por medio de soporte
bioinformatico.

2. Construccion de las FBPasas quiméricas.

3. Expresion heterologa y purificacion de las diferentes FBPasas vegetales, animales y
quiméricas, y analisis de su modulacion por 6xido reduccion.

4. Aislamiento de la FBPasa citosolica de guisante (Pisum sativum L.).

5. Analisis del efecto de la luz sobre la expresion del gen .

' . La donacién del gen (¢cDNA) fue una cortesia de Dra. Jaleh Daie, Department of Botany, Birge Hall,
University of Wisconsin, Madison, W1 53706, USA.

?. La donacién del gen codoficante (cDNA) fue una cortesia de Dr. M. Raafat El-Maghrabi, Department
of Physiology and Biophysics, State University of New York at Stony Brook, Stony Brook, New York
11794-8861, USA.
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I. MANIPULACION DE MATERIAL VEGETAL

1. CONDICIONES DE CULTIVO DE LA PLANTA

Se lavan las semillas de guisante (Pisum sativum var. Lincoln) al grifo, y se dejan embeber
en agua durante una noche, rechazando las deterioradas. Se esterilizan lavandolas superficialmente
con H,0; al 3 % (dilucion al 10 % del perhidrol Merck) y formaldehido al 3 %, se escurren en
agua de nuevo, y se llevan a germinar en vermiculita dispuesta en bandejas de plastico hasta que
emerjan las primeras foliolas (aproximadamente 10 dias). La germinacion se conduce a 25 °C, con
fotoperiodo de 16 horas, y unos 50 umoles.m™.seg™ de irradiacion, con riego periédico, somero,
de agua, evitando encharcamientos.

Al cabo de este tiempo se pasan las plantulas a cultivo hidropénico en cubetas de plastico
de unos 2 litros de capacidad, en las que se instalan hasta 8 plantulas por cubeta, insertadas en
pequefios cilindros de espuma de plastico que acceden a través de sendos agujeros de la tapa de
la cubeta. El fondo, la pared lateral y la tapa de las cubetas son opacas a fin de evitar la
implantacion de algas en el medio. La tapa tiene la posibilidad de insertar finas guias extensibles
de madera, que se instalan a medida que el desarrollo de la planta lo exija. Finalmente, el medio
de cultivo es continuamente aireado a través de un fino tubo de vidrio, que se introduce por el
centro de la tapa hasta media altura del cultivo, y por el cual se insufla una pequefia corriente de
aire gracias a bombas de impulsion. Para evitar la entrada de esporas de hongos, y la
contaminacion subsiguiente del medio de cultivo, el aire debe filtrarse previamente por algodon
cardado y, st resulta necesario, hacerse barbotear por agua.

El medio de cultivo liquido es de Hewitt (1966), cuya formula de preparacion es la
siguiente:

Solucién A de micronutrientes (en 500 ml):

BO;H; 14375 g
SO.Zn TH,0 0.1099 g
ClhMn 4 H,O 0.9002 g
SO4Cu 5 H,O 0.1000 g

Solucién B de macronutrientes (en 1000 ml):

(NO;),Ca 4 HO 225220 g
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NO:K 1.7620 g
(NOs):Mg 6 H,O 3.1932¢g
EDTA/Fe 14112 ¢g

Solucidén C de macronutrientes (en 1000 ml):

| SOMg 7 H,0 15.7460 g

|

Solucién D de macronutrientes (en 1000 ml):

| POH.K 112.6880 g

|

La formula para la preparacion de S litros de medio nutritivo es la siguiente, siguiendo el
orden indicado, y agitando bien después de cada adicion:

H,O destilada 4000 ml
Solucion B de macronutrientes 250 ml
Solucién C de macronutrientes 250 ml
Solucion D de macronutrientes 250 ml
Solucidén A de micronutrientes 5 ml
H,0 destilada csp S litros

La concentracidn de este medio de cultivo en los distintos nutrientes es:

NO5 11.65 miliequivalentes / litro
PO.H, 4.66 miliequivalentes / litro
SO > 2.33 miliequivalentes / litro
K 5.96 miliequivalentes / litro
Ca” 9.54 miliequivalentes / litro
Mg*' 3.58 miliequivalentes / litro
Fe 10 ppm
Mn 0.5 ppm
B 0.5 ppm
Cu 0.05 ppm
Zn 0.05 ppm

Se ajusta a pH 5.5 con KOH 1IN (aproximadamente 1.3 a 1.4 ml por 5 litros de medio),
valor que a los 5-7 dias desciende a 5.3-54. El medio de cultivo debera renovarse cuando el pH
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se desvie 0.5 unidades de su valor inicial, lo que viene a ser cada semana. El agua transpirada
debera reponerse diariamente (agua destilada), hasta el nivel habitual del pote.

Las condiciones de cultivo hidroponico son las siguientes:

Temperatura dia/noche |25 °/ 20 °C

Fotoperiodo 16 horas

Humedad 80 %

Iluminacién 300 pmoles.m™.
seg” (65.2 W.m?)

II. MANIPULACION DE CEPAS BACTERIANAS Y DE VECTORES
PLASMIDICOS

1. CEPAS BACTERIANAS

En este trabajo se utilizan las cepas MC1022 y IM109 de Escherichia coli (E. coli)
para clonar y amplificar los plasmidos, y la cepa BL21(DE3) para la expresion de proteinas.

Resumen de las caracteristicas de las cepas utilizadas:

Cepa Genotipo Aplicacién Referencia

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

JM109 recAl endAl gyrA96 thi Hospedador Messing et al. , 1981
hsdR17 (v, my’) supE44 con alta
A(lac- proAB) relAl [F capacidad de
traD36 proAB transformacién
lac'ZAM15IN

BL21(DE3) | F ompT g mg’ ( DE3)" Expresion Studier et al., 1990

L El bacteriofago ADE3 lisogénico porta el gen de la T7-ARN-polimerasa, bajo el control del promotor
lacUV3, cuya expresion puede ser inducida por IPTG (isopropil-B-D-tiogalact6sido).
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2. PLASMIDOS

Se utilizaron tres plasmidos para clonar los fragmentos de ADN y expresar el ADNc.
Todos ellos portan el gen de la B-lactamasa que confiere resistencia a la ampicilina.

Los plasmidos pET12a y pET 3d (Studier ef al. , 1990) pertenecen a la familia de los
vectores pET (plasmids for Expression in T7), disefiados para la expresion de proteinas
recombinantes en £. coli de forma muy eficiente. Los genes clonados quedan bajo el control del
promotor T7, reconocible por la ARN-polimerasa del fago T7, cuya actividad es muy superior
a la polimerasa bacteriana, que no reconoce este promotor. De este modo los plasmidos pueden
quedar latentes en cepas bacterianas que carecen del gen de la polimerasa T7. Cuando la cepa
posee dicha polimerasa, la proteina recombinante puede llegar a constituir 50% de las proteinas
expresadas por la bacteria.

Con el vector pET12a (Lamina A) el péptido lider, a saber, la secuencia comprendida
entre el inicio de la transcripcion y el comienzo del gen subclonado, es un péptido sefial. Este
implica que la proteina recombinante se dirige al periplasma, lo que facilita su correcto
plegamiento y evita que aparezca como cuerpos de inclusion. Esta caracteristica se simboliza por
ompT.

Con el vector pET3d la secuencia lider contiene 11 aminoacidos del extremo amino
terminal del péptido producto del gen 10 del bacteri6fago T7. Este fragmento es reconocido por
anticuerpos T7eTag, suministrados por Novagen, lo que permite seguir la expresion y purificacion
del gen subclonado. Esta caracteristica se simboliza por T7eTag"™".

El plamido pGEM7-T (Lamina A) proviene de otro vector de Promega, el pGEM-
5Zf(+), que ha sido cortado por EcoR V y afiadido una timidina en 3’ en ambas extremidades.
Este vector se emplea para clonar directamente fragmentos de ADN amplificado por PCR, puesto
que ciertas polimerasas termoestables afiaden una deoxiadenina en la extremidad 3” del ADN
amplificado. pGEM7-T contiene el origen de replicacion del fago filamentoso f1. El plasmido
contiene los promotores de las RNA polimerasas T7 y SP5 en ambos lados del sitio de clonaje,
que incluye sitios Gnicos para las enzimas de restriccion Apa 1, Aat 11, Sph 1, Nco 1, Sac 11, Spe
I, Not 1, Pst1, Sal I, Nde 1, Sac 1, BstX 1y Nsi 1. Este se ubica dentro de la region codificante del
a-péptido de la f-galactosidasa, que permite seleccionar plasmidos recombinantes. En efecto,
células transformadas y cultivadas en un medio complementado con el inductor IPTG y con X-gal
daran colonias azules si la secuencia de lectura del gen LacZ no esta interrumpida por un inserto.
En el caso contrario, produciran colonias blancas. En la practica, los insertos con mas de 500 pb
tienden a generar colonias azuladas (Murray et al., 1993). En este caso, para identificar las
colonias recombinantes se tiene en cuenta del didametro de éstas. En general, las colonias con
actividad f-galactosidasa crecen poco relativamente a aquéllas que carecen de esta actividad.
Tras una noche de crecimiento, las colonias negativas son puntitos azules, mientras las positivas
tienen aproximadamente un milimetro de diametro.

El plasmido pGEX (Lamina A), comercializado por Pharmacia, es un vector de expresion
empleado para obtener proteinas conjugadas a las glutation S-transferasas (GST). Consta de un
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promotor zac y un operador lac, que permite un alto nivel de expresion quimicamente
inducible mediante IPTG. El vector contiene un sitio de inicio de la traduccion, seguido del gen
GST, un sitio de proteolisis, y un sitio de clonaje multiple (MCS) con codones de parada detras
del MCS. Contiene un gen lac M interno, util para cualquier cepa de F. coli. Este gen tiene una
mutacion en su promotor que produce una mayor cantidad de represor lac /. El vector posee un
gen amp' que le confiere resistencia frente a ampicilina, asi que un origen de replicacion para E.
coli (ori). En este trabajo se emplea el vector de la serie, pGEXT-4T-1. El gen fue clonado entre
los sitios BamHI y Sal I del MCS.

Resumen de las principales caracteristicas de los pldsmidos:

Vector Promotor | Lider Sitio Sitios de clonacion Secuencias para
proteasas ATG Fusién oligos

pET 12a T7 OmpT Sefial para | Nde I Bam HI Promotor T7
peptidasa Terminator T7

pET 3d T7 T7eTag™ | ninguna Neol Bam HI Promotor T7
Terminator T7

PGEM7-T T7 Muiltiple - pUC/MI3F

pUC/MI3R

PGEX-4T-1 tac Trombina Multiple 5’-pGEX S P
3’ pGEXSP

3. MEDIOS DE CULTIVO

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

CINa 10g
Bactotriptona 10g
Extracto de levadura 5g

H,O csp 1L

Para preparar el medio solido (LBA), se adiciona al LB Bacto-Agar al 1.5% (p/v).
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El tnico antibidtico empleado fue la ampicilina, disuelta en agua destilada a una
concentracion de 100 mg/ml. La concentracion final en los medios de cultivo fue 100 pg/ml.

Los reactivos utilizados para hacer crecer bacterias, y para aislamiento y manipulacion de
ADN y de ARN, fueron esterilizados por calor himedo en autoclave a 1 atm de presion durante
30 minutos, excepto las soluciones de IPTG y de ampicilina, que lo fueron mediante filtracion
esterilizante a través de filtros de tamafio de poro de 0.45 pm.

4. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

La transfeccion de ADN a células de E. coli fue estudiada por Cohen et al. (1972), a
partir de las observaciones preliminares de Mandel y Higa (1970), segun las cuales la exposicion
de E. coli a Cl,Ca y otros iones divalentes a temperaturas proximas a 0°C, favorecia la
penetracion del ADN extrafio en la célula. El tratamiento con Cl,Ca origina un estado especial de
la célula denominado competencia.

Para preparar células competentes se inoculan 3 ml de LB con una colonia bacteriana
fresca y se deja crecer durante 16 horas a 37°C con agitacion. Se inoculan 250 mi de LB con 1.5
ml del cultivo, y se deja crecer en las mismas condiciones hasta alcanzar la densidad optica 0.4-0.6
a 600 nm, lo que corresponde a la fase temprana de crecimiento. A partir de este momento, para
mantener la integridad de las bacterias, conviene trabajar en frio y usar pipetas, puntas y tubos
frios.

Se transfiere el cultivo a tubos de 50 ml y se deja en hielo 10 minutos. Se recogen las
células por centrifugacion a 3000 g durante 10 min, y se resuspenden en 30 ml de una solucion
de Cl,Ca 0,1 M fria. Se incuba 40 min en hielo, y se vuelve a recoger por centrifugacion 10 min
a 2100 g. Se resuspende con 6 ml de Cl,Ca 0.1 M y glicerol al 15% (v/v). Se hacen alicuotas de

200 pl en tubos Eppendorf, se congela en bafio de N, liquido y se almacena a —80°C.

5. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES

Se afiade de 0.1 a 1 pg de ADN plasmidico a una alicuota de 200 ul de células
competentes previamente descongelada en hielo, y se deja incubar en hielo durante 1 hora.
Posteriormente se las somete a choque térmico (1.5 min a 42°C) para facilitar la penetracion del
ADN, dejandose nuevamente en hielo durante 10 min. A continuacion se afiaden 800 ul de LB
y se incuba media hora a 37°C. Finalmente, se siembran de 2 a 200 ul del cultivo en placas
selectivas de LBA-ampicilina, y se deja crecer toda la noche a 37 °C.
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6. TRANSFORMACION EN GEL

Para una transformacion a partir de una solucion de ligacion en gel (ver apartado III. 10), se
afiaden a la mezcla de ligacion 40 pl de tampon TNE (Tris-CIH 50 mM pH 7.5, CINa 100 mM,
EDTA 5 mM) y 40 pl de tampén 10x TCM (Tris-CIH 100 mM pH 7.5, Cl;Ca 100 mM, Cl,Mg
100 mM). Se calienta 10 min a 65 °C. Se enfria 5 min. Agregamos 200 pl de bacterias
competentes, se mezcla cuidadosamente incubandose 1 hora en hielo. Se somete a choque térmico
(1.5 min a 42°C), y se procede como anteriormente.

Ili. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

1. PREPARACION DE ADN GENOMICO DE TEJIDO FOLIAR.

Para preparar ADN gendmico de plantas se utilizo el método basado en el tratamiento con el
detergente monoidnico bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) que ayuda a lisar las células
vegetales y extraer los acidos nucleicos. Estos se recuperan luego por precipitacion alcohdlica
(etanol o isopropanol). Con este método se obtiene ADN con una pureza menor que cuando se
usa cloruro de cesio, pero mas adecuado para las siguientes manipulaciones.

1. Colocar 3 g de hojas en un mortero al cual se afiade nitrégeno liquido, y reduciendo el
tejido vegetal a un fino polvo. Se afiaden 15 ml del tampén de extraccion previamente
calentado a 95°C, y se sigue moliendo con el pistilo.

2. Transferir a un tubo de centrifuga de 50 ml, y se incuba en bafio Maria a 56 °C durante 20-
30 min, agitando suavemente. Luego se deja enfriar a temperatura ambiente.

3. Se afiaden 15 ml de cloroformo / alcohol isoamilico (24/1 v/v) mezclando hasta formar una
emulsién. Luego se centrifuga a 8000 g durante 10 min a 20°C.

4. Transferir la fase acuosa superior a un nuevo tubo, y se afiade 1/10 volumen (1.5-2 ml)
de CTAB al 10 % (p/v) en CINa 0.7 M.

5. Se repite la extraccion con 15 ml de cloroformo / alcohol isoamilico, y se proceda como
anteriormente.

6. Transferimos la fase acuosa a un tubo de vidrio Corex estéril, y se afiade un volumen igual

de tampo6n de precipitacion, y se deja estar 20 a 30 min a temperatura ambiente. Se recoje |
el precipitado con una varilla de vidrio y se transfiere a un tubo de centrifuga.
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7. Se centrifuga a 1500 g durante 10-15 min. El sedimento contiene ADN complejado con
CTAB. En una buena preparacion el sedimento deberia ser blanco o ligeramente colorado.
Si fuera amarillo (presencia de polifenoles), se procede a un tratamiento con PVPP.

8. Resuspender el precipitado en tampéon TE o en agua, calentar a 65 °C durante 5 min. Si
hubiera mucho ADN se va recogiendo lo disuelto, y agregando mas tamp6n de extraccion,

reuniéndose las fracciones extraidas.

9. Se precipita el ADN con 2 volumenes de etanol absoluto frio ( —20 °C) dejando estar

desde 30 min hasta toda la noche, si fuera necesario.

10. Para eliminar los restos de CTAB vy sales, se lava el precipitado 2 veces con etanol al 65 %

y 2 veces con etanol al 85 %. Luego se seca el sedimento al vacio.

11. Se resuspende el ADN en TE y se reparte en alicuotas de 100 pl.

12. Se incuba la solucion de ADN con RNasa a 37 °C durante 1 hora; (RNasa A: 100 ug / mi;

RNasa T1: 10 ug / mi).

Reactivos:
Tampon de extraccion (2X):

CTAB al 2%

Tris-CIH 100 mM, pH 8
EDTA 20 mM, pH 8
ClNal14M

PVPal 1%
2-mercaptoetanol al 2%

Tampén de precipitacion:

CTAB al 1 %
Tris-CIH 50 mM, pH 8
EDTA 10 mM, pH 8

TE alta sal:

Tris-CIH 10 mM pH 8
EDTA 1 mM pH 8
CiINa1l M
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2. PREPARACION DE ARN DE TEJIDO FOLIAR
2.1. Extraccion de ARN total

Todo el material utilizado fue tratado previamente para evitar contaminaciones con
ARNasas. Se empled el siguiente protocolo:

1. Se colocan aproximadamente 500 mg de tejido foliar en un mortero enfriado previamente a
-80°C, o con nitrogeno liquido. Se agrega al mismo mas nitrogeno liquido, y se reduce el tejido
a un fino polvo. Para lograr este punto y evitar que se descongelara prematuramente, a veces es
necesario agregar mas nitrogeno liquido.

2. Agregar al mortero 5 ml de solucién desnaturalizante (tiocianato de guanidina 4M, citrato de
sodio 25 mM, N-lauril sarcosina 0.5% p:v, 2-mercapto etanol 0.1M), y se homogeiniza el tejido.

3. Se transfiere el homogenado a un tubo de polipropileno. Se agrega 0.1ml de acetato de sodio
2M pH 4, y se mezcla suavemente por inversion. Adicionar 1ml de fenol saturado en agua, se
mezcla suavemente, y se agregan 0.2 ml de cloroformo:alcohol isoamilico 49:1 v:v. Se mezcla
suavemente y se incuba la suspension 15 min a 4 °C.

4. Una vez centrifugado 20 min a 10000 g a 4°C, se transfiere la fase acuosa superior a un tubo
limpio.

5. Se precipita el ARN agregando 1 volumen (5 ml) de isopropanol. Se incuba a -20°C durante
30 min, se centrifuga 10 min a 10000 g a 4°C, descartandose el sobrenadante.

6. Disolver el pellet de ARN con 1 ml de solucion desnaturalizante, transferiendo la suspension
a un tubo de Eppendorf de 2 ml.

7. Se precipita el ARN con 1 ml de isopropanol durante 30 min a -20°C, se centrifuga 10 min a
10000 g a 4°C y se descarta el sobrenadante

8. Resuspender el precipitado en etanol del 75%, se mezcla por vortex y se incuba 15 min a
temperatura ambiente para disolver las cantidades residuales de guanidina que contaminan el
ARN.

9. Se centrifuga 5 min a 10000 g a 4°C, y descartar el sobrenadante. Se seca el precipitado de

ARN a vacio durante 5 minutos, y se disuelve en 200 ul de agua libre de ARNsas. Se incuba 15
min a 60°C, conservandose la solucion de ARN a -80°C..
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2.2 Extraccion de ARN mensajero

Se utilizo el kit de Boehringer Mannhein, con el que se aisla ARN mensajero 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 ARNasa de los tejidos vegetales.

El protocolo es el siguiente:

1. Se colocan 100 a 500 mg de tejido en un mortero enfriado previamente. Se afiade nitrogeno
liquido y se reduce el tejido a un fino polvo. Sin dejar que se descongele se agrega tampon de lisis
(Tris-HC1 0. 1M pH 8, tiocianato de guanidina 4 M, DTT 1% p:v, laurilsarcosina 0.5% p:v) en una
proporcion de 400 pl de tampén por cada 100 mg de tejido. Se homogeiniza éste y se pasa 4
veces el homogenado por aguja y jeringa estériles. El homogenado se deposita en tubos
Eppendorf de 2 ml, centrifugandose 30 seg a 11000 g.

2. Se pasan 400 pl del sobrenadante a otro tubo conteniendo 1.1ml de tampon de dilucién (Tris-
CIH 0.1M pH 7.5, CILi 5 M, EDTA 0.5 M, y se ajusta finalmente a pH 8-8.5).

3. Agregamos 1.5 ul de oligo-dT biotina y se dejan los tubos en mezcla frigorifica de CINa
mezclado con hielo granizado.

4. Se preparan las particulas magnéticas disponiendo alicuotas de 150 pl de la suspension de éstas
en nuevos tubos. Estos se colocan en el separador magnético y se descarta el liquido de
conservacién. Las particulas se lavan una vez con tampoén de lisis suministrado con el kit. Se
vuelven a separar y se descarta el tampon de lisis. Sobre los tubos con las particulas se vuelcan
los extractos con oligo-dT biotina. Se mezcla suavemente hasta dispersar las particulas. Se dejan
en la mezcla frigorifica 5 min y 3 min en el separador, descartando el liquido sobrenadante.

5. Se lava 3 veces con el tampon de lavado provisto por el kit, separando las particulas y
descartando el liquido cada vez. Se resuspenden las particulas en 25 pl de agua libre de ARNasas,
y se calienta a 65°C 2 min.

6. Se separan las particulas y la solucién de ARNm se transfiere a un nuevo tubo, conservandose
a -80°C hasta su uso.

7. Las particulas magnéticas se pueden reutilizar dos veces mas. Para ello, luego de quitar la
solucién de ARNm, se resuspenden en 100 pl de agua libre de ARNasas. Se calienta 2 min a
65°C. Se separan las particulas, se descarta el agua y se resuspenden en 150 pl del tampén de
conservacion suministrado con el kit. A

3. PREPARACION DE ADNc POR AMPLIFICACION DE MOLDE (PCR).

37



000000000000000000000000000000000000000000000000000000000060

Material y Métodos

Para amplificar fragmentos de ADN, secuenciar, ¢ introducir sitios de restriccion, se ha
empleado la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et a/., 1988; Innis et al., 1990,
Arnheim, 1990; McPherson ef al., 1992), que permite copiar un fragmento de ADN o ARN de
manera exponencial. Consiste en el apareamiento de dos oligonucleotidos que actuan como
cebadores o primers a ambos lados del fragmento que se desea amplificar, y repetir ciclos de
calentamienos y enfriamientos para sucesivamente obtener la desnaturalizacion del ADN, el
acoplamiento de los cebadores con el molde, y la polimerizacion del fragmento de ADN. Esta
reaccion es posible gracias al empleo de una ADN polimerasa extraida de la bacteria Thermus
aquaticus, conocida como Taq-polimerasa, que es capaz de soportar repetidas incubaciones a
temperaturas proximas a 95 °C sin desnaturalizarse ni disminuir significadamente su actividad. El
termociclador empleado para el desarrollo del presente trabajo ha sido el Perkin-Elmer Geneamp
2400.

Las reacciones de amplificacion se pueden hacer con fines analiticos o preparativos. Para
llevar a cabo la reaccion, se mezclan los componentes en las condiciones siguientes:

Componente Volumen Concentracion final
10X Tampoén con Mg™ Sul 1X
dNTP (solucion de los 4 dNTP al 8 ul 200 uM
1.25 mM cada uno) cada ANTP
Cebador #1, 10 uM 25u 0.5 uM
Cebador #2, 10 uyM 2.5 ul 0.5 uM
ADN molde 1-4 ng de ADN
Tag-polimerasa 0.5 ul 2.5 unidades
Agua estéril csp 50 pl

Se programa el termociclador para ejecutar las tres etapas de la reaccion, y se establece
el niimero de ciclos segun la concentracion de ADN que se pretende obtener, puesto que, en cada
ciclo se dobla la cantidad de ADN de partida.

La primera etapa (5 minutos a 95 °C) consiste en la desnaturalizacién completa del molde,
durante la cual se separan las dos hebras del ADN;

La segunda etapa conste de tres fases:

1. Desnaturalizaciéon del complejo molde-oligo amplificado (1 min, 95 °C).

2. Apareamiento del cebador con el molde. La temperatura de hibridacion o Tm (melting
temperature) depende de la proporcion de adenina (A), timina (T) , citosina Oy
guanina (G) del cebador. Se establece la Tm por la formula: Tm=2 (A + T) + (C+
G). Se excluye del calculo la porcién del cebador que no se aparea (sitios de
restriccion, etc.). En general, es recomendable utilizar una temperatura de
apareamiento 5 °C inferior a la Tm de los cebadores.
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3. Extension del cebador sobre el molde. Tipicamente 1 min a 72 °C, aunque el tiempo
de extension depende de la longitud del fragmento que se pretende obtener.

La tercera etapa es la de extension final (5 min a 72 °C) para rellenar los posibles huecos y
completar las cadenas de ADN que hayan podido quedar a medio terminar

La reaccién de polimerizacién en cadena en gel de bajo punto de fusion obedece a los
mismos criterios descritos anteriormente. La concentracion final de agarosa no debe superar el
1.5 % del medio reaccional.

4. PREPARACION DE ADNc POR RT-PCR

4.1. RT-PCR

Se han desarrollado numerosas técnicas para medir la expresion de genes en células y
tejidos. Se pueden mencionar entre las més usadas la transferencia, previa electroforesis en geles
de poliacrilamida, del ARN a membranas de nylon o nitrocelulosa, y la hibridacién con una sonda
de ADNc marcada, seguida de revelado (Northern blot); sintesis de ADN copia (ADNCc) a partir
de un molde de ARN mediante una transcriptasa reversa, acoplada a la amplificacién por PCR del
fragmento obtenido (RT-PCR), ensayos de proteccion frente a RNasas, hibridacion in situ;
"primer extension"; "dot blots", etc. De todas ellas la técnica de RT-PCR es considerada la mas

sensible y versatil. Puede ser usada para determinar la presencia o ausencia de un transcrito, para
estimar los niveles de expresion de un gen dado e, incluso para clonar ADN sin necesidad de una
libreria de ADNc. Aunque adolece de una falta de precision a la hora de calcular los niveles
exactos de expresion de un gen, debido principalmente a la naturaleza exponencial de la
amplificacion, es muy apropiada para comparar las cantidades relativas de un mARN especifico
en diferentes tejidos, o en un mismo tejido en distintas condiciones fisiologicas. Para llegar a este
objetivo se necesita una cuidada puesta a punto de la técnica, que comienza con el disefio de los
oligonucledtidos y finaliza con la determinacion del programa mas adecuado en el equipo de PCR.

Generalmente para la primera reaccion, la sintesis de ADNc, se utilizan las transcriptasas

reversas de AMV (avian myeloblastosis virus), o de MMLYV (Moloney murine leukemia virus)
y para la segunda, la amplificacion por PCR, las DNA polimerasas de Thermus aquaticus (Taq)
o de Thermus flavus (T1l). La mayoria de los protocolos de RT-PCR en los que se usa AMV RT
y Taq polimerasa, recomiendan la inactivacion de la transcriptasa reversa después del primer paso
mediante dilucion, con el objeto de eliminar los efectos inhibitorios de la primera sobre la segunda.
En el presente trabajo se ha optado por la utilizacion del kit de Promega "Access RT-PCR
System" que incorpora AMV RT para el primer paso de sintesis de ADNc, y ADN polimerasa de
Thermus flavus (Tf]) para la amplificacion, sobre la que, aparentemente, la AMV RT no tiene
efectos negativos. Este sistema incluye un Ginico tampén, optimizado para ambas reacciones, lo
que permite realizar la reaccion completa de RT-PCR de una sola vez en un nico tubo. El evitar
la necesidad de diluciones redunda en un menor tiempo de mano de obra, y en la obtencion de
resultados con menor error experimental.
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4.2. Diseito de oligonucleétidos

La aplicabilidad de la técnica de RT-PCR tropieza con dificultades cuando se trata de
genes de una longitud mayor de 1kb, como es el caso de los correspondientes a la FBPasa. En
estos casos es apropiado utilizar oligonucle6tidos de alrededor de 30 bases, complementanas a
secuencia que se quiera amplificar.

Secuencias oligonucleotidicas utilizadas:

Nombre |Sentido |Secuencia

FBP-N () |5 ATGGCTGTGAAGGAAGCAACTAGTGAGAC 3’

FBP-C ) 5> TTAAGCTAAGTACTTTTCAACCTTCTCCAC 3’

FC4 () [S’TGGTTGCTGCTGGTTATTGTATG 3’

FC5 () |5 CATACAATAACCAGCAGCAACC 3’

4.3. Condiciones operatorias

Mezcla de reaccion para un volumen total de 25 pl:

Tampon de Reaccion 5x 5ul
dNTP (dATP,dCTP,dGTP,dTTP) 10 mM 0.5 ul
Digoxigenina-11-dUTP 1 mM 0.25 ul
SOMg 25 mM 1ul
AMYV RT (5 unidades/ul) 0.5 ul
Tfl DNA polimerasa 0.5 ul
H,0 libre de Rnasas 10.25 ul
Inhibidor de Rnasas (40 unidades/pl) 1 ul
Molde de mRNA (aproximadamente 50 ng/ul) 5 ul

La adicion de digoxigenina a la mezcla de reaccion, para que fuera incorporada durante
la amplificacion del fragmento de interés, evito la necesidad de realizar hibridaciones con sondas
marcadas para efectuar el revelado.

Programa:
Reaccion Temperatura | Tiempo
1 paso Transcripcidn reversa 48°C 45 min
Desnaturalizacion 94°C 2 min
Desnaturalizacion 94°C 30 seg
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40 ciclos Hibridacion 58°C 2 min

Polimerizacion 68°C 3 min

1 paso Polimerizacién 68°C 10 min
Conservacion 4°C

4.4. Analisis de los productos de RT-PCR

Concluida la reaccion de RT-PCR se realiz6 la electroforesis en gel de agarosa (ver IL6)
al 1.5% en tampon TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA Na, .2H,0 2 mM, pH 8.5). En cada pocillo
se depositd 1ul de la solucion de ADNc producto del RT-PCR y 5ul del tampon de carga (azul
de bromofenol al 0.3% p/v en glicerol al 30% v/v). El desarrollo se llevd a cabo bajo una tension
de 10 volt/cm.

Finalizada la electroforesis se realiz la transferencia neutra del ADN a una membrana de
nylon cargada positivamente (Boehringer), durante una noche utilizando tampén SSC 20x (CINa
3 M, citrato de Na3.3H,0 0.3 M, pH 7.0). El gel se limpi6 durante 30 seg en el tampén SSC, y
se depositod sobre 3 tiras de papel Whatman 3 previamente humedecidas, con los extremos de una
de ellas sumergidos en el tampon. Sobre el gel se colocd la membrana también impregnada con
tampon, y encima de esta se depositaron tres tiras de Whatman 3 humedecidas. Finalmente, se
deposito un bloque de 15 cm de grosor de papel absorbente. Sobre el papel absorbente se coloco
un peso aproximado de 2 kg. El tampon SSC ascendia haciendo pasar el ADN del gel a la
membrana de nylon cargada positivamente, donde quedaba fijado.

Para visualizar las bandas de ADN se utilizo el kit de Boehringer de deteccion de digoxigenina
por reaccion colorimétrica de la fosfatasa alcalina. Se empleo el siguiente protocolo, en relacion
a una membrana de 10x10 cm:

1. Se lavo la membrana 1 min en tampon-1 (4cido maléico 0.1 M, CINa 0.15 M pH 7.5)
adicionado con 0,3% (v/v) de Tween 20.

2. Desechado el liquido de lavado, se incubd la membrana durante 30 min con 100 mi de tampén-
2 (solucién de bloqueo del kit al 10%, p/v, en tampén 1).

2. Se descart6 el tampdn 2 y se incub6 la membrana en 20 ml de solucion de conjugado anti-
digoxigenina-fosfatasa alcalina 150 mU/ml en tampon 2.

3. Desechamos la solucidn y se lavé la membrana 2 veces 15 min con 100 ml de tampén 1, y una
vez 2 min con tampén 3 (Tris-CIH 100 mM, CINa 100 mM, Cl, Mg 50 mM, pH 9.5).

4. Se descart6 el liquido de lavado y se depositaron sobre la membrana 10 ml de solucién de
sustrato (200 ul de solucion de NBT/BCIP al 67% en dimetil sulféxido, por cada 10 ml de
tampon 3). Se permitié el desarrollo del color en oscuridad sin agitacion.

5. Se detuvo la reaccidén sumergiendo la membrana en 50 ml de tampon 4 (Tris-CIH 10 mM,
41
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EDTA 1mM pH 8.0) durante 5 min. Finalmente, la membrana se dejo secar al aire y se procedio
a su densitometria.

La densitometria y cuantificacion de las bandas resultantes se realizaron en un equipo (averiguar
modelo) o bien utilizando un scanner y el programa QuantiScan. En ambos casos se considero el
area debajo de los picos de absorbancia para realizar los célculos.

5. AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO: MINIPREP

En este trabajo se utilizd el procedimiento de lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979,
Birnboim, 1983) para aislar plasmidos de las bacterias. Basicamente consiste en el tratamiento
del cultivo con una solucion de OHNa y SDS para lisar las células y desnaturalizar las proteinas
(SDS) y el ADN cromos6mico y plasmidico (OHNa). A continuacién se neutraliza la mezcla con
acetato potasico que provoca la renaturalizacion y solubilizacion del ADN plasmidico. La mayoria
del ADN cromosomico y las proteinas precipitan, eliminandose por centrifugacion. Finalmente,
se concentra el ADN plasmidico precipitandolo con etanol.

Se centrifugan 3 ml de cultivo en fase estacionara en una centrifuga de mesa, y se
resuspenden las células en 100 ul de solucién I (Tris-CIH 50 mM pH 7.6, EDTA 10 mM),
incubandose 5 min a temperatura ambiente. Se adicionan 200 pi de solucion IT (OHNa 0.2%, SDS
1%), se mezcla y se incuba en hielo 5 min. Se neutraliza el lisado afiadiendo 150 pl de solucion
I1I (AcOK 3M, AcOH 1.8 M). Mezclamos bien y se incuba 10 min en hielo. Los restos celulares
se eliminan por centrifugacién durante 10 min. Se transfiere el sobrenadante a un tubo Eppendorf
con 200 ul de isopropanol frio, se agita y se deja precipitar 15 min a 4 °C. Alternativamente se
precipita el ADN plasmidico afiadiendo al sobrenadante 1 ml de etanol absoluto. Se centrifuga
10 min y el precipitado se lava con etanol al 70% frio. Se seca el sedimento y se resuspende en
50 upl de TE con ARNasa (Tris-CIH 10 mM pH 7.6; 100 pg/ml ARNasa A).

6. ELECTROFORESIS DE ADN EN GEL DE AGAROSA

La electroforesis horizontal en geles de agarosa (McDonell et al., 1977), se utiliza para
identificar y purificar fragmentos de ADN. Esta técnica se fundamenta en el hecho que, a pH
basico o cerca de la neutralidad, la relacion carga/masa de una molécula de ADN es constante e
independiente de su longitud. Al someter una mezcla de fragmentos de ADN a un campo
eléctrico, cada cual migrara de forma inversamente proporcional a su tamafio, lo que permite
calcular el tamafio de los fragmentos por referencia a unos marcadores de peso molecular. En el
caso de ADN circular, como un plasmido, la migracion dependera también del grado de
enrollamiento. Migrara més el fragmento que tendra un menor enrollamiento.

Los dos tampones generalmente empleados en electroforesis de ADN son el Tris-Acetato-
EDTA (TAE :Tris-acetato 40 mM, EDTA 1mM), y el Tris-borato-EDTA (TBE: Tris-borato 89
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mM, EDTA 1 mM). El pH de ambos es bésico y en consecuencia, el fosfato del ADN tendra una
carga neta negativa y migrara hacia el anodo. A pesar de esta similitud, cada tampon tiene sus
caracteristicas propias, de las que conviene sacar provecho. En electroforesis analitica ambos
tampones, 1X TAE o TBE (1X 0 0.5X), dan el mismo resultado con ADN de 1 a 12 kb. Con
ADN mas largo el TAE, combinado a un bajo voltaje (1 a2 V/ cm), da una mejor resolucion,
mientras que los fragmentos de ADN menores de 1 kb se separan mejor en el TBE. En
electroforesis preparativa se recomienda utilizar el TAE. En efecto, el borato del TBE reacciona
con los grupos hidroxilos del polisacarido de la agarosa formando un complejo tetrahidro-borato

no covalente.

Rutinariamente se prepararon geles de agarosa al 0.8% (p/v) en TAE para analizar
plasmidos, al 1.5% para fragmentos intermedios (0.3 a 2 kb), y al 2% para los fragmentos
menores de 0.3 kb. Se empleé agarosa de bajo punto de fusion NuSieve GTG (FCF Corporation)
cuando se deseaba realizar reacciones enzimaticas en gel. En este caso se emplea un tampon TAE
con bajo concentracion en EDTA (0.1 mM), puesto que a mayor concentracion el EDTA reduce
el nivel de Mg ** libre, que es un cofactor imprescindible de muchas reacciones enzimaticas.

La electroforesis se lleva a cabo disponiendo el gel solidificado en una cubeta para
electroforesis horizontal. Se carga en cada pocillo una mezcla (5:1) de la muestra con el tampon
de carga (azul de bromofenol al 0.3% en glicerol al 30%), y se corre la electroforesis a un voltaje
de 5 a 10 V/cm. Para visualizar el ADN se tifie el gel por inmersion en una solucion de bromuro
de etidio de 1pug/ml durante 10-15 min. Se lava el gel con agua, y se expone a luz ultravioleta de
254 nm en un transiluminador.

Como referencia de peso molecular se emplearon los Marcadores n® X de Boehringer
Mannheim, que incluyen fragmentos de 0.13 a 12.2 kb. Ocasionalmente se emplearon los
marcadores de LABGEN, que incluyen fragmentos de 0.25 a 10 kb.

7. EXTRACCION DE ADN DE GELES DE AGAROSA

La extraccion de ADN de un gel de agarosa con fenol se basa en el hecho de que éste
impide la formacion del gel, ya que los mon6émeros que forma la agarosa son solubles en fenol.
Se corta con un bisturi 1a banda deseada y se dispone en un tubo Eppendorf. Es conveniente que
la masa de agarosa no supere los 200 mg por tubo. Cuando el trozo de gel es myor, se reparte €n
tubos diferentes, combinando el contenido antes de precipitar con etanol o isopropanol. Al tubo
conteniendo el gel se le afiaden 500 pl de fenol neutro. Con una varilla de vidrio se fragmenta el

- gel, agitando vigorosamente al vortex hasta la obtencién de una emulsion. A continuacion se
sumerge en nitrogeno liquido, lo que descompone los fragmentos de agarosa y libera el ADN en
la fase organica. Se centrifuga 10 min a temperatura ambiente, y se recupera la fase acuosa que
contiene el ADN, a la cual se afiade un volumen de fenol:cloroformo (1:1). Se mezcla
enérgicamente al vortex y se centrifuga 5 min. Se recupera de nuevo la fase acuosa y se le afiade
un volumen de isopropanol fio, y un décimo de volumen de acetato sodico 3 M. Se mezclay se
{leva a — 80 °C una media hora para que precipite el ADN. Se centrifuga a 4 °C a 10000 g durante
15 min, se elimina el sobrenadante, y se seca el precipitado a vacio. Se resuspende el ADN en 20

43



0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

]

Material y Métodos

ul de agua estéril.

Caso de agarosa de bajo punto de fusién (Nusieve):

Se corta con un bisturi la banda deseada y se la dispone en un tubo Eppendorf. Se funde
la agarosa calentandola a 67°C, 10 min. Se afiade un volumen adecuado de TE precalentado a 67
°C, de manera que suministre una concentracion de agarosa del 0.5 %. Agregamos un volumen
de fenol neutro, y se mezcla enérgicamente al vortex. Se centifuga 3 min a temperatura ambiente,
recuperandose la fase acuosa conteniendo el ADN. A continuacion se procede como
anteriormente.

8. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE ADN

Para evaluar la concentracion y la pureza de una muestra de ADN se emplea el método
espectrofotométrico descrito por O’Hara-Mays y Capwell (1993). Consiste en determinar la
absorbancia de la solucién de ADN a 340, 280, 270 y 260 nm. La concentracion de la muestra
se calcula sobre la base de una absorcion de Asg = 1 para soluciones de 50 pg / ml de ADN de
doble hebra. La relacion Asg/Azgo indica si existe contaminacion con ARN, proteinas o fenol.
Cuando esta relacién es mayor de 1.85, existe contaminacion con ARN. Si es menor de 1.65, la
contaminacion es con proteinas o fenol. La presencia de fenol en la muestra se confirma cuando
la relacion Aze/Azeo s mayor de 1. Cuando la relacion Ass/Azso es mayor de 0.5 el ADN esta
contaminado con proteinas.

9, RESTRICCION DE ADN

Las endonucleasas de restriccion mas utilizadas en biologia molecular son las de tipo II
(Fush y Blakesley, 1993). Se caracterizan por poseer exlusivamente actividad nucleasa y
reconocer secuencias especificas de 4 a 6 nucle6tidos. Cortan ambas cadenas de la molécula de
ADN dentro de la secuencia que reconocen, generando extremos romos o cohesivos. Todas las
enzimas de restriccion empleadas en este trabajo generan extremos cohesivos, por ser mas
practicos a la hora de subclonar insertos en plasmidos.

Las digestiones con las restrictasas se realizaron en las condiciones 6ptimas que fija el
fabricante para cada enzima. Con fines analiticos una reaccion tipica consiste en el corte de 0.5-
1pg de ADN con 1-2 unidades enzimaticas, en un volumen final de 25 pl de tampo6n. Con fines
preparativos se cortan hasta Sug de ADN con 10 unidades enzimaticas, en un volumen final de
100-150 pl de tampon. Normalmente se incuba a 37 °C durante 1 6 2 horas, en funcién de la
cantidad de enzima que digiere completamente 1 pg de ADN (habitualmente del fago lambda) en
1 hora en las condiciones de digestiones dptimas.

10. LIGACION DE ADN

La ligacion de dos fragmentos de ADN consiste en la formacion de un enlace fosfodiéster
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entre los extremos 3’-hidroxilo y 5’-fosfato de ambas moléculas. Esta reaccion puede ser
catalizada por diferentes ligasas, pero para el clonaje molecular, la mas empleada es la ligasa del
fago T4 debido a su eficacia, permitiendo ligar tanto extremos cohesivos como romos. El
resultado de la reaccién viene condicionado por la concentracion de ADN, la temperatura de
incubacion v el tiempo de reaccion (Dugaiczyk ef al., 1975 y Maniatis ef al., 1982).

Para la ligacion de ADN, se parte de plasmido linearizado y del inserto a clonar, ambos
cortados con enzimas de restriccion compatibles. Estas moléculas se combinan segin
proporciones variables, no sobrepasando la cantidad final de 300 ng de ADN total. La ligacion
se lleva a cabo en 10 pl del tampon de ligasa adecuado suministrado por el fabricante conteniendo
ATP necesario a la actividad de la ligasa. Se utiliza 1 unidad de ligasa del fago T4, y se incuba
toda la noche a 12-15 °C.

Para la ligacién en gel de bajo punto de fusion, se procede de la manera siguiente:

Después de la electroforesis de los fragmentos a enlazar, se funde la agarosa conteniendo
el ADN en bloque de calor 10 min a 65 °C. Se calienta 9 pl de agua en un tubo de Eppendorf
durante 1 min a 65 °C, y se transfiere a este 2 pl de vector y 6 pl de inserto. Se deja estar 2 min
a temperatura ambiente, afiadiéndose 2 pl de tampén de ligacion (10X). Se adiciona 1 pl de ADN
ligasa T4, y se incuba 16 horas a 12-15 °C.

11. SECUENCIACION DE ADN

La secuenciacion de los plamidos obtenidos en este trabajo han sido realizado por el
Servicio de Secuenciacion del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra que dispone
de un secuenciador automatico ABI-Prism. El método utilizado es el de terminacion de cadena
de Sanger et al., (1977), llamado también método “dideoxi”. Consiste en la realizacion de una
copia complementaria del ADN de cadena sencilla empleando para ello una ADN polimerasa y
un cebador. El método aprovecha la capacidad de la ADN polimerasa que reconoce como
sustrato a los 2°,3’-didesoxirribonucleotidos (ddNTPs), los cuales, por carecer del grupo -OH
en 3’, bloquea la reaccion.

12. CONSTRUCCION DE FBPasas QUIMERICAS

Se construyeron dos tipos de genes quiméricos para FBPasa. En el tipo X1 se enlazo la
mitad N-terminal del gen codificante para la FBPasa citosolica de remolacha azucarera
(aminoécidos 1 a 134) (Harn and Daie, 1992), o del gen que codifica a la FBPasa humana
(aminoécidos 1 a 143)(El-Maghrabi et al., 1993)(A), con la mitad C-terminal (aminoacidos 151
a 357) del gen codificante para la FBPasa cloroplastidica de guisante (Carrasco ef al.,
1994)(LB). Este tltimo fragmento es portador, en el extremo 5'-terminal, de la secuencia
nucleotidica que codifica el denominado "lazo 170" (aminoacidos 151 a 178)(L), no existente en
la FBPasa citosolica, en el que se encuentran las cisteinas reguladoras de la FBPasa cloroplastidica
(C-154, C-174, C-179):
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A+LB = A-LB

Para ello se amplificaron por PCR ambos fragmentos de forma independiente, usando
como moldes los genes correspondientes a las FBPasas citosolica de remolacha o humana, y el
codificante para la enzima cloroplastidica de guisante, y como cebadores las siguientes parejas
de oligonucleotidos sintéticos, complementarios de los extremos 5° y 3" de ambos fragmentos:

Ndel
s
5" AC CATATGACCATAACACGTTTCGTATTG 3 (a)
A (remolacha)
3" ATGTACCACTTITCTGCTC 5°
Y MV K D E

Ndel
\’
"ATACATATGGCTGACCAGGC 3° (b)

L

A (humana)
3" CTTGGTAAAAACCCTAAATGTC 5°
I F G I Y

v K D E C L
" GTTAAAGACGAGTGTCTT 3°

wn

LB (guisante)

[v8)

" TTCATGAATCGAATTCCTAGGAT 5 (c)
1
BamH]1

I F G 1 Y
5" CCATTTTTGGGATTTACAG 3’
LB (guisante)
3' TTCATGAATCGAATTCCTAGGAT 5 (d)
' T
BamH1

en donde aparecen en negritas las zonas de restriccion incluidas en el extremo 5 del fragmento

A,y enla zona 3" del fragmento LB. Posteriormente los fragmentos A y el fragmento LB se

ligaron mediante un nuevo PCR, utilizando como moldes ellos mismos, y como cebadores los
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oligonucledtidos (a) y (c), o (b) y (d), correspondientes respectivamente al extremo 5 de A
(remolacha o humana), y 3’ de B (guisante). En los oligos descritos se sefialan los aminoacidos
codificados por las zonas de unién de ambos fragmentos, apareciendo subrayadas las secuencias
complementarias de los lugares de solapamiento. Finalmente, la quimera resultante se cloné en
el vector de expresion pET-12a via las zonas de restriccion comunes arriba indicadas.

En la construccién quimérica X2 se insertaron en la zona correspondiente del gen
codificante para la FBPasa citosolica de remolacha azucarera y de la FBPasa humana, los codones
que codifican el "lazo 170" de la FBPasa cloroplastidica de guisante. Ello se puede llevar a cabo
enlazando el extremo 3’ de la mitad N-terminal de la FBPasa citosélica (A), con el 5” de la zona
codificante del "lazo 170" (L), y el extremo 3 de ésta con el 5° de la secuencia que codifica la
mitad C-terminal de la FBPasa citosélica (C) de remolacha o humana:

A+L => AL
A-L+C = A-L-C

Otra forma de construccion de esta FBPasa quimérica consiste en ligar el extremo 3" de
A con el 5° de LB, al igual que se hizo para la construccion de la FBPasa quimérica X1, pero
utilizando ahora un cebador que limite la ligacion al fragmento regulador L, dejando fuera la zona
no reguladora B. Finalmente, se enlaza el lado 3" de L con el extremo 5° de la mitad C-terminal
de la FBPasa citosolica (C):

A+1IB= A-L+B
A-L+ C=> A-L-C

Esta ultima fue la alternativa que se utiliz6. Como hemos apuntado, la construccion X2
se llevé a cabo por partida doble, insertando la zona reguladora de la FBPasa cloroplastidica de
guisante (L) tanto en la FBPasa citosélica de remolacha azucarera, como en la FBPasa humana
Los cebadores oligonucleotidicos usados en la construccion de A-L fueron los siguientes:

para A-L (remolacha azucarera) se emple¢ la pareja de oligonucleotidos:

Ndel

\
5" ACCATATGACCATAACACGTTTCGTATTG 3° (e)

A-L (remolacha-guisante)
3 TTACACACAGTTGGTCCG 5’

NV C Q P G

mientras que para A-L (humana) los oligonucleétidos utilizados fueron:

Ndel
{
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5" ATACATATGGCTGACCAGGC 3" (f)
A-L (humana-guisante)
' 3" TTACACACAGTTGGTCCG 5
N vV C Q P G

en donde aparecen en negritas la zona de restriccion incluida en el extremo 5 del fragmento A.
En los cebadores descritos se sefialan los aminoacidos codificados por la zona C-terminal de
ambos fragmentos A-L. Como moldes se emplearon las secuencias nucleotidicas codificantes
para el fragmento A de las FBPasas citosolicas de remolacha y humana, construidas tal como se
dice anteriormente, y la secuencia codificante para el fragmento LB de la FBPasa cloroplastidica
de guisante, obtenida segin mas arriba se dice.

El fragmento C se construyd de forma analoga, tanto de la FBPasa citosolica de remolacha
como humana, utilizando como moldes los genes correspondientes a una y otra enzima, y las
siguientes parejas de oligonucledtidos:

v €C Q P G K
5" GTGTGTCAACCTGGAAAA 3’
C (remolacha)
3" GACTTGTCTT CTTACGAACTCCTAGfAT 5 (g)

BamHI

AL QP G R N
5" GCTCTGCAACCAGGCCGGAAC 3’

C (humana)
3" GTGAGACGGGTCACTCCTAGG 5° (h)
\2
BamHI

en donde de nuevo aparecen sefialadas en negritas las zonas de restriccion incluidas en el
extremo 3 del fragmento C, se indican los aminoacidos codificados por la zona de union de este
fragmento, y se subrayan las secuencias complementarias de los lugares de acoplamiento.

Finalmente, los fragmentos A-L y C se fusionaron mediante un ultimo PCR en que se
empleo la pareja de cebadores (€) y (g) para la FBPasa quimera de remolacha azucarera, y la
pareja () y (h) para la enzima quimérica humana. En ambos casos se utilizaron como moldes las
correspondientes construcciones de remolacha y humana, A-L y C.

Para un mejor entendimiento de lo que antecede, recomendamos seguir la descripcion de
las construcciones a la vista de las secuencias nucleotidicas completas de la FBPasa citosolica de
remolacha azucarera, de la FBPasa de higado humano, y de la FBPasa cloroplastidica de guisante,
desarrolladas en la Lamina 1.2.
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13. ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS POR HIBRIDACION ES

Consiste en la transferencia de moléculas de ADN o ARN separadas por electroforesis
en gel de agarosa a una membrana de nitrocelulosa (Southern, 1975). Tras la inmovilizacion son
hibridadas con una sonda de ADN o ARN marcados. Existen diversas técnicas de transferencia,
pero las mas usadas son las basadas en fenomenos de capilaridad. Se utilizaron sondas marcadas
con digoxigenina. Sobre éste se fija un anticuerpo conjugado con la fosfatasa alcalina que
reacciona con el lumigen PPD (Boehringer, Mannheim) originando luminiscencia.

El marquaje de la sonda se hizo por random-primed por PCR aiiadiendo en la mezcla de
dNTP el Dig-UTP, y la purificacion de la sonda marcada de los residuos no deseables (cebadores,
dNTP, etc.) se llevo a cabo por filtracion sobre columna Microspin S-300 HR (Pharmacia),
preempaquetada con Sephacryl S-300 y equilibrada con buffer TE.

14. ANALISIS DE ADN POR SOUTHERN BLOTTING

Se corre una electroforesis en gel de agarosa. A continuacion se incuba con un volumen
suficiente de solucién desnaturalizante (OHNa 0.5 My CINa 1.5 M) durante 30 min y agitacion
suave. Se lava con agua destilada y se incuba en las mismas condiciones otros 30 min con un
volumen similar de solucién de neutralizacion (Tris-CIH 1 M, pH 7.5 y CINa 3 M). Paralelamente,
se corta un trozo de membrana de nylon de GeneScreen Plus (NEM) de un tamafio superior al
del gel y se incuba durante15 6 20 min en tampon SSC 10X (citrato sodico 0.3 M, pH 7 y CINa
3 M). Posteriormente se monta el siguiente sistema: se corta dos tiras de papel Whatman 3MM
de un ancho similar al gel y de una longitud suficiente como para alcanzar un reservorio inferior
de solucién de transferencia (SSC 10X) y otras dos de tamafio similar al gel y todas ellas se
humedecen en solucién SSC 10X. Se colocan las tiras mayores sobre un cristal, con los extremos
sumergidos en SSC 10X y sobre ellas el gel, en posicion invertida. A continuacion, sobre el gel
se deposita la membrana y sobre ésta las dos tiras de papel Whatman de menor tamafio. Por
altimo, se coloca abundante papel absorbente y un peso de 1 Kg homogéneamente distribuido.
Con plastico flexible o con parafina se sellan los bordes del gel al objeto de evitar el paso marginal
de la solucién de SSC a la membrana, obligandola a ascender por capilaridad de la solucién a
través del gel. Se deja transferir durante toda la noche. A la mafiana siguiente, la membrana se
lava con SSC 2X y se incuba 1 hora a 80°C para fijar el ADN transferido.

Tras fijar, la membrana se prehibrida incubandola al menos 1 hora a 68°C con 20 ml de
solucion de hibridacion (SSC 5X, reactivo de bloqueo (Boehringer Manheim) 2 %, N-lauril
sarcosina 0.1 % y SDS 0.02 % por cada 100 cm? de membrana. Posteriormente, se cambia la
solucion empleada en la prehibridacion por 2.5 ml / 100 cm’ de solucion de hibridacién con la
sonda marcada (previa desnaturalizacion) y se incuba a 68 °C durante toda la noche. A la mafiana
siguiente se lava dos veces a temperatura ambiente con 1 volumen de solucién de lavado 1 (SSC
2X y SDS 0.1 %) durante 10 min, y otras dos a 68 °C durante 15 min cada vez, con la solucion

de lavado II (SSC 0.1X y SDS 0.1 %). Por Gltimo, se lava la membrana con SSC 2X a

temperatura ambiente, y se expone a una pelicula durante un tiempo conveniente, tras lo cual se

revela por métodos estandar.
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IV. MANTPULACION DE PROTEINAS

1. SINTESIS IN VIVO. DETERMINACION DE LA VIDA MEDIA

El método utilizado para determinar la vida media de la FBPasa citosélica de guisante fue
el mismo desarrollado por Sharawy ef al. (1990) para la determinacion de la vida media de la
FBPasa cloroplastidica de guisante. En esencia, se lleva a cabo el marcado in vivo de proteinas
foliares por incorporacién de **S-metionina a la hoja. Se toman muestras de la misma a distintos
tiempos, y se acompleja la proteina a analizar por tratamiento del extracto foliar con su anticuerpo
especifico. Dicho complejo se aisla con Proteina A-Sepharosa, que fija las inmunoglobulinas tipo
G. Aislado el complejo insoluble, y separada la proteina del mismo, se mide la radioactividad
incorporada en un contador de centelleo liquido. La vida media se calcula en funcion del tiempo
de incorporacion y del decaimiento de la radioactividad en la proteina seleccionada.

La metodologia seguida fue la siguiente:
1. Se diluyen 500 uCi de **S-metionina (a. e. > 1000 Ci/mmol, Amersham) en solucion al 2%
de Tween-80, y se pincelan hojas jovenes de guisante. Se recogen muestras foliares entre 1
y 27 horas, que se pesan y guardan a —20°C hasta su procesamiento.

2. El material foliar se homogeiniza en tampén PBS (PO,H,K-PO4HNa, 20 mM pH 7.4, CINa
150 mM), recogiéndose el sobrenadante por centrifugacién. De éste se retira una primera
alicuota para medir proteinas. Una segunda, de 3 pl, se dispone sobre el trozo de papel
Whatman n° 3 para medir la radioactividad total incorporada. Una tercera, de 5 pl, se deposita
también sobre otro trozo de papel Whatman para medida de las proteinas precipitables con
acido tricloroacético.

3. El resto del sobrenadante se llevo a un tubo Eppendorf, al que se agregé tampén PBS
conteniendo metionina SO mM y Tritén X-100 al 10%, hasta una concentracion final en Triton
de 2%. Se agrega el anticuerpo frente a la FBPasa citosolica, dejandose incubar la mezcla a
4°C durante una noche.

4. Se adiciona Proteina A-Sepharosa a razon de 0.5 mg por pl de la solucion de anticuerpo
agregada anteriormente, y se incuba 90 min a temperatura ambiente con agitacion suave. Se
centrifuga 1 min a 20000-25000 g, lavandose el sedimento de Proteina A-Sepharosa 3 veces
con tampon PBS conteniendo metionina 10 mM y 1% de Triton X-100, y dos veces mas con
PBS conteniendo metionina 10 mM y 0.1% de SDS. Tras el ultimo lavado se adicionaron 25
pl de tampén de carga para proteinas, calentandose a bafio maria durante 5 min. Del
sobrenadante de una tltima centrifugacion se tomaron 5 pl en un vial de centelleo, midiéndose
la radioactividad incorporada en un contador de centelleo liquido Packard Tri-Carb mod.
1500.

5. Para un analisis mas preciso las muestras se someten a electroforesis en SDS-PAGE. Tras la
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tincion y decoloracion con Azul Coomassie, se secan los geles sobre papel Whatman, y se
procede a una autoradiografia por exposicion al Phosphoimager. Con el soporte informatico
asociado al equipo se densitometraron las bandas obtenidas.

6. La radioactividad incorporada en las proteinas precipitdas con acido tricloroacético se
determin6d agregando a la tira de papel Whatman anterior solucion de tricloroacético
conteniendo 0.1% de metionina, calentando la mezcla a bafio maria durante 20 min. Las tiras
se lavaron con la misma solucién precipitante fria, después con etanol y, finalmente, con éter,
dejandose secar. Se colocaron en un vial de centelleo, efectuandose el contaje previa adicion
de 15 ml de Aquasol. Lo mismo se procedié con la otra tira de papel Whatman, para
determinar la radioactividad total.

2. PREPARACION DE PROTEINAS SOLUBLES DE HOJAS

Se homogeneizan en frio 0.4 g de hojas congeladas (en nitrégeno liquido, 6 a —80 °C) con
buffer Tris-CIH 25 mM, pH 7.5, Cl,Mg 5 mM, 2-beta-mercaptoetanol 5 mM y EDTA/Na, 0.5
mM, en proporcion 1:4 (p:v). Se centrifuga a 15 000 g durante 15 min y se decanta con cuidado
de forma cuantitativa sobre una probeta graduada, midiéndose el volumen total de extracto. Sobre
éste se puede determinar el contenido de proteinas y medir actividades enzimaticas.

3. SEPARACION DE LA FBPASA CITOSOLICA DE LA PLASTIDICA

Las dos isoenzimas son separadas seglin el método de Sharkey et al. (1988). Se aclara
el extracto anterior por centrifugacion a 15 000 g durante 2 min. Se elimina el precipitado y se
afiade SO4(NHy), al 28% de saturacion. Tras disolucion se centrifuga como antes. Se recupera
el sobrenadante, al cual se afiade SO4(NH,), al 65% de saturacion. Se recupera el precipitado por
centrifugacion, resuspendiéndolo en un volumen minimo del tampon de elucion (PO4H K-
PO4HNa, 20 mM, pH 7.5, EDTA 0.4 mM, CINa 50 mM y DTT 10 mM). Las dos isoformas de
FBPasas se separan por cromatografia de intercambio ionico sobre DEAE-Sephadex A-50
(Sigma) como sigue. Se afiade la solucion anterior a un volumen x10 de la suspension de la matriz
preequilibrada en el tampon de elucion. Se deja estar el extracto con el gel durante 2 min a
temperatura ambiente con agitacion suave, y se sedimenta el Sephadex por centrifugaciéon a 200
g durante 30 seg. Se recupera el sobrenadante S1. Se lava el Sephadex con un volumen de tampén
de elucidn igual, recuperandose el sobrenadante S2 como anteriormente. Se repite el lavado una
vez mas obteniéndose el sobrenadante S3. La FBPasa citosolica se encuentra en S1y S2.

Se incrementa la fuerza i6nica del tampon de elucion. Se lava el DEAE-Sephadex dos

veces como anteriormente con el tampon de elucion (CINa 1 mM), y se recuperan los
sobrenadantes S4 y S5, en los cuales se encuentra la FBPasa plastidica.
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4. EXPRESION DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES EN E.COLI

Les genes de las proteinas que se deseaban expresar fueron clonado en plasmidos de la
familia pET. Se transformaron bacterias de la cepa BL21 (DE3) que porta en su genoma el ADN
del bacteriofago lisogénico 8DE3, el cual contiene el gen de la T7-ARN-polimerasa. Este esta
bajo el control del promotor lacUVS un derivado del promotor lac inducible-per-ut Sustijuto no
metabolizable de la lactosa, el IPTG (isopropil- beta-D-jrogatat 1dQ) Al-afiadir el inddctor, se
libera el represor, lo que permite a la ARN-pohmerasa b4 Wﬁtxar 14 transcripgion de T7-

proteina deseada. :
c,oM\sxowB-j
La polimerasa T7 es mas eficiente que la bacteriik_lg que=perty
recombinante alcance el 50 % de la proteina expresada. AdeMas, los plasmidos de la familia pET
son de alto nimero de copias, lo que contribuye a la eficiencia de este sistema de expresion.

Para expresar proteinas en esas condiciones, se parte de una colonia de BL21(DE3)
transformada con el plasmido ad hoc, y se incuba en 3 ml de LB suplementado con ampicilina a
37 °C durante unas 8 horas para alcanzar la fase estacionaria de crecimiento. De este ultimo se
toman 150 pl y se inoculan en 150 ml de LB con ampicilina, dejando incubar con agitacion toda
la noche a 37 °C. A la mafiana siguiente se reparten los 150 ml del cultivo en tres matraces de 2
litros, conteniendo 1 L de LB con ampicilina cada uno. Se incuba con agitacién hasta que se
alcance la fase exponencial temprana (DOs om = 0.8-1). En este momento se afiade IPTG hasta
una concentracion 100 mM para inducir la expresion de la ARN polimerasa T7 y, por
consiguiente, la expresion del gen de la proteina recombinante. Se incuba a 37 °C durante 4 a 6
horas. Finalizada la expresion, se recogen las células por centrifugacion a 6000 g durante 10 min,
y se almacenan a — 80 °C hasta el momento de la purificacion proteica.

5. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

5.1. FBPasa cloroplastidica de guisante

El método utilizado fue el desarrollado por Jacquot et al. (1995), con algunas
modificaciones. Las células correspondientes a 5 L de cultivo se resuspenden en 60 ml de tampon
Tris-CIH 30 mM, pH 8, 2-mercaptoetanol 1.4 mMy EDTA 1 mM, y se pasan tres veces a través
de una prensa French a 60 Mpa. A partir de este momento se trabaja en frio. El material insoluble
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se elimina por centrifugacion de 30 min a 50 000 g, sometiéndose el sobrenadante a un
tratamiento térmico de 60°C durante 5 min. Las proteinas desnaturalizadas se precipitan por
centrifugacion a 50 000 g durante 20 min, y el sobrenadante es fraccionado con SO«(NH,), entre
el 35y 80 % de saturacion, tras lo cual las proteinas precipitadas se disuelven en tampon acetato
sodico 50 mM, pH 5.5. Esta solucion se pasa por una columna de filtracion Sephadex G-50
(Pharmacia) de 4.5 x 60 cm, equilibrada con el mismo tampén. Las fracciones que presentan
actividad FBPasa se reunen, por una columna de intercambio ionico DEAE Sephacel (Pharmacia)
de 2.5 x 50 cm, equilibrada con tamp6n acetato. La elucion se lleva a cabo a un flujo de 60 ml /
h, y un gradiente de CINa de 0 a 500 mM en el mismo tampén. Las fracciones que presentan
actividad FBPasa se justan y concentran para, a continuacion, pasarlas por una columna de
filtracion ACA 44 (LKB), equilibrada con el tampén acetato anteriormente descrito. Tras eluirla
con el mismo tampon, se concentran y distribuyen en alicuotas de 1 ml. Se almacenan a - 80 °C.

5.2. FBPasa humana

El método utilizado fue el desarrollado por El-Maghrabi et al. (1993). Tras la lisis y
eliminacion del precipitado, se calienta el sobrenadante a 58 °C durante 3 min, eliminandose las
proteinas desnaturalizadas por centrifugacién a 50 000 g durante 15 min. Se fracciona el
sobrenadante con SO4(NH,), entre el 45 y 75 % de saturacion, y se resuspende el precipitado
tiltimo en un volumen minimo de tampén 4cido malénico 5 mM pH 7.2, DTT 1 mM, EDTA 0.1
mM y PMSF 1.5 mM. Se dializa a temperatura ambiente durante 2 horas frente a 1 L del tampon
de resuspension en una membrana de 12-14 kDa de corte (Spectrx / Por 2). Se centrifuga para
eliminar el material insoluble, y se filtra sobre una columna de Sephadex G-50 (Pharmacia)
equilibrada con el mismo tampon para eliminar el SO4(NH,)... Se reunen las fracciones
conteniendo la proteina identificadas por medida de la actividad FBPasa.

Las fracciones activas reunidas se pasan por una columna de carboxi-metil Sephadex G-50
equilibrada en tampén malonato, lavando la columna con el mismo hasta que la absorbancia
vuelva a la linea de base. Se eluye la FBPasa unida a la columna con el mismo tampén hecho en
AMP 1 mM y FBP 2 mM. La FBPasa eluye justo después del volumen muerto. A causa de que
el AMP absorbe a la longitud de onda de seguimiento de la elucion de proteinas (280 nm), la linea
de base del espectro de elucion de éste enmascara los picos de elucion de las fraciones proteicas.
Por otro lado, puesto se esta eluyendo FBPasa con AMP, un inhibidor de la FBPasa citosolica,
la enzima sale con escasa actividad. Las fraciones enzimaticas se detectan por electroforesis en
gel de acrilamida, y tincion con plata.

Se ha visto que el AMP estabiliza la enzima, al igual que el FBP, aunque a un grado

menor. Por ello es preferible congelar las muestras tras la elucion sin dialisis previa para una mejor
conservacion, y proceder a la eliminacion del AMP y FBP cuando haga falta.
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5.3. FBPasa citosolica de remolacha

El gen de la FBPasa de remolacha fue clonado en vector pGEXT-4T-1, expresndo la
enzima como proteina de fusion-GST. Las glutation S-transferasas son una familia de proteinas
que conjugan glutation a través del atomo de azufre de la cisteina de este a diversos grupos
electrofilicos de aquellas. Se han purificado GSTs de diversas especies animales, siendo las de la
rata las mejor caracterizadas. Las GSTs forman homodimeros, existiendo en la rata 7 subunidades
diferentes, cuya expresion es inducible por medio de agentes xenobidticos. La funcion de las
GSTs parece estar relacionada con procesos de detoxificacion y de eliminacion de radicales libres
de oxigeno.

La GST utilizada para crear proteinas de fusion es una proteina de 26 kDa y un pI = 5.0,
aislada y clonada a partir del nematodo Schistosoma japonicum. Es una proteina con una afinidad
alta por el glutation reducido, lo que permite su purificacion mediante cromatografia de afinidad
con glutation-Sepharose. Las proteinas asi purificadas pueden ser eluidas en condiciones suaves
(5-10 mM glutation), lo que preserva su estructura nativa y su actividad biologica. La
incorporacion en los vectores de expresion, después de la secuencia de la GST, de secuencias
reconocidas por proteasas, permite, tras una incubacion con una proteasa adecuada, la obtencion
de la proteina de interés sin GST. La deteccion de la proteina de fusion se puede hacer mediante
electroforesis SDS-PAGE vy tincion con Coomassie, electroforesis SDS-PAGE y Western-blot
con anti-GST o anti-proteina expresada, o por valoracion de la actividad enzimatica GST con 1-
cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB).

Las células se resuspenden en tamp6n PBS con PMSF (1.5 mM), procediéndose a la lisis
y eliminacion del precipitado como anteriormente se indico. Se colocan 200 pl de GS-Sepharosa
(Pharmacia) en un tubo Eppendorf de 1 ml, se decanta la fase solida por centrifugacion a 500 g
durante 5 min, y se elinina el sobrenadante. Se afiade 1 ml de PBS frio, se mezcla bien y se
centrifuga y elimina el sobrenadante como anteriormente. Repetir el lavado 2 veces mas.
Agregar 200 ul de tampén PBS, mezclar bien y adicionar 1 ml del extracto proteico. Se agita
suavemente 30 min a temperatura ambiente. La proteina-GST se fija a la matriz solida que se
recupera por centrifugacion. Este se lava 4 veces con 1 ml de PBS, agitando 5 min cada vez.
Finalmente, se lava el sedimento 4 veces con 200 pl de glutation 10 mM, incubando 10 min
cada vez. Se centifuga y recogen las muestras sobrenadantes, donde se encuentra la proteina-
GST.

Para recuperar la proteina sin el peptido GST, se somete la matriz GS-Sepharosa portando
la proteina de fusién a una hidrdlisis en trombina. Para ello se afiade 10 pl de solucion de
trombina (Pharmacia) y 190 ul de PBS. Se agita suavemente toda la noche a temperatura
ambiente, se centrifuga y se recupera el sobrenadante con la proteina de interés. El GST queda
fijado a la matriz s6lida. '

5.4. FBPasa quiméricas
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Se realizo una purificacion parc1al de las FBPasas quiméricas siguiendo los pasos del
protocolo inicial hasta el fraccionamiento con SO4(NH.),, omitiendo la fase de calentamiento. Se
ajusté el pH del tampon maléico de resuspension en funcién del pl teérico de cada enzima.

6. ANALISIS DE PROTEINAS
6.1. Cuantificacién de las proteinas

La determinacion de la concentracion de proteinas en disolucién se hizo utilizando el
método descrito por Bradford, (1976), basado en la relacion directa existente entre la cantidad
de proteina y la coloracién que este produce en Azul de Coomassie. Se ha seguido el protocolo
indicado para disoluciones de proteina de concentracion menor a 25 pg/ml (microensayo). Se
prepara una curva patron de seroalbimina bovina en el mismo tampon que las proteinas a
cuantificar. A 800 pl de disolucion patron, o problema, se afiaden 200 pl del reactivo (Azul
Coomassie G-250 en 4cido fosforico y metanol) , kit de Bio-Rad, se deja estar 5 min y se mide
su absorbancia a 595 nm. El color es estable durante 1 hora. El ensayo se hace por triplicado. La
interpolacion en recta de regresion de la curva patron permite la determinacion de proteina de las
muestras.

6.2. Electroforesis

La movilidad electroforética de una proteina es funcién, no solo de su masa molecular,
sino también de su carga neta y de su forma. El SDS (lauryl sulfato sodico) se acopla a las
proteinas, rompe su estructura y forma, disociandolas en cadenas polipeptidicas lineales, con una
densidad de carga neta proporcional al tamafio de esas cadenas. En consecuencia, los complejos
proteina-SDS tienen una movilidad electroforética en gel de poliacrilamida inversamente
proporcional al logaritmo de la longitud de la cadena polipeptidica.

La electroforesis vertical en gel de poliacrilamida sin (nativa) o en presencia de SDS
(SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) fue la técnica empleada para determinar pesos moleculares, y
como primer paso en inmunoblotting. Se ha utilizado el equipo Mini-Protean II (Bio-Rad).

Protocolos para la preparacion de los geles:

SDS - PAGE
Gel separador Gel concentrador
15 % 12,5 % 4%
Agua destilada 235ml 3.35ml 6.1 ml
Tris- CIH1.5M pH 8.8 25ml 2.5 ml -
Tris- CTHO0.5M pH 6.8 - - 2.5 ml
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SDS 10 % 100 ml 100 pl 100 ml
Acrilamida / Bis 30 % ' 5 ml 4 ml 1.3 ml
Persulfato amonico 10 % 50 pl 50 ul 50 ul
TEMED ° 5ul 5ul 10 pl

1. Solucion de acrilamida al 29.2 %, y N-N"-metilenbisacrilamida al 0.8 %

2. N,N,N’N’-tetrametilendiamina

Nativa - PAGE

Gel separador Gel concentrador

7% 4%
Agua destilada 511 ml 1.82 ml
Tris-CIH 1.5M pH 8.8 2.5 ml -
Tris-CIH 0.5M pH 6.8 - 0.75 ml
Acrilamida / Bis 30 % 2.33 ml 0.4 ml
Persulfato aménico 10 % 50 ul 15 ul
TEMED 5ul 3.6 ul

6.3. Tincion con Coomassie

Se sumergen los geles durante 30 min en una solucion de Azul Coomassie R-250 al 0.1 % en
solucion fijadora (metanol 40 % y 4cido acético 10 %). Para decolorar, se incuba durante 1-3
horas en solucién fijadora con frecuentes cambios de solucién para eliminar el colorante extraido
(Garfin, 1990). Se detectan bandas con una concentracion de proteina del orden de 0.1-1 pg.

6.4. Tincion con plata

Se incuban los geles durante 30 min en una solucion de fijacion (metanol 50 %, acido acético
12 %y 0.5 ml /L de formaldehido al 37%), y se lavan dos veces con etanol al 50 % durante 10
min cada vez. Posteriormente se tratan con una solucion de S;03Na, 5 H,O 0.8 M durante 1 min,
lavandose con abundante agua destilada, 3 veces durante 20 seg. Se incuban con la solucion de
impregnacion (NOsAg 11.8 mM y 0.75 ml/L de formaldehido al 37 %) durante 10 min, lavando
con agua destilada 3 veces durante 20 seg. se tratan con la solucion de revelado (CO3Na; 0.723
M, 0.5 ml/L de formaldehido al 37 %, y S,0:,Na; SH,0O 16 uM ) hasta que aparezcan las bandas.
Por ultimo, se lavan con agua destilada varias veces, deteniéndose la reaccion con la solucion de
parada (metanol 50 %, acido acético 12 %). Se detectan bandas con una concentracion de
proteinas del orden de 10-100 ng (Merril et al., 1984; Blum et al., 1987).

6.5. Tincion por actividad
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FBPasa
Fructosa-1,6-bisfosfato  ________ 5 Fructosa-6-fosfato + Pi

La reaccion se hizo utilizando el método desarollado por Chen ef al.(1956), con unas
modificaciones. La reaccion del ortofosfato liberado con el reactivo sulfomolibdico da lugar a un
fosfomolibdato, el cual es reducido por el 4cido ascérbico. El color (azul de molibdeno) generado
es proporcional a la concentracion de ortofosfato liberado, y se podria medir en el
espectrofotometro con un maximo de absorcion a 820 nm. La determinacion se efectua con las
FBPasas cloroplastidica y quiméricas en tampén Tris-CIH 100 mM pH 8.8, en presencia de FBP
4 mM, C,Mg 10 mM y EDTA Na, 0.5 mM. Con las FBPasas citosolicas, la determinacion se
realiza en Tris-CIH 100 mM pH 7.5, en presencia de FBP 300 uM y CbMg 5 mM.

Tras hacer la electoforesis nativa de las muestras cuya actividad FBPasa se pretende
detectar, se preincuba el gel durante 30 min y a 28 °C (20 °C con las FBPAsas quiméricas) en la
mezcla de determinacion e, inmediatamente, se incuba el gel en el tampén de revelado
conteniendo el reactivo sulfomolibdico (18 ml de molibdato amonico al 0.4 % en éacido sulfurico
al 3 %, y 4.5 ml de acido I-ascorbico al 66.7 mg / ml) a 37°C, de 10 a 45 min. Se observa la
aparicion de un color azul alli donde hay FBPasa activa.

6.6. Actividades enzimaticas

La determinacion de la actividad FBPasa se realizé midiendo la reduccion de NADP+ en
NADPH a 340 nm, reacciéon producida en presencia de las enzimas auxiliares fosfoglucosa
isomerasa (FGI) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), seguin la secuencia de reacciones
acopladas:

FBPasa FGI G6PDH

Fructosa-1,6-bisfosfato » Fructosa-6-fosfato > Glucosa-6-fosfato » 6-fosfogluconato

(\.L Pi NADP+ NADPH

La actividad de la enzima cloroplastidica se midi6 rutinariamente en presencia de exceso
de Mg”* (10 mM) a pH 8.8 (Lazaro et al.,1974), mientras que la citosOlica se determin6 a pH 7.5
frente 2 S mM magnesio. La actividad de las enzimas quiméricas se midieron a pH 8, con 5 mM
Mg™" .
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Reactivos Plastidica Citosoélica Quimérica
ul MM ul mM |ul mM

Tris-CIH 0.5 mM pH 8.8  [pHT7.S 1,44 1190 |200 |100 [200 |100

citosolica)

EDTA S mM 100 |05 |- - - -

ClbMg 100 mM 100 |10 50 S 50 5

NADP 3 mM 100 (0.3 (100 (03 100 |03

FBP 6 mM [0. 6 mM 100 |0.6 |100 |0.06 |50 0.3

citosolical

G6PDH 0.7U 1 1 1 1

FGI 14U 2 2 2 2

Agua destilada csp 1000 1000 1000

FBPasa X X X

La determinacién de FBPasa activada por tiorredoxinas se realiz6 siguiendo el protocolo
descrito por Prado et al. (1992). El ensayo se basa en que a pH 7.9 la FBPasa cloroplastidica no
es activa a no ser que previamente sea reducida por un donador de equivalentes de reduccion. La
tiorredoxina, tras ser reducida por ditiotreitol (DTT) (Herting y Wolosiuk, 1980), actia como
agente reductor, cediendo equivalentes de reduccion a la FBPasa activandola. Aunque con menor
efectividad el DTT también puede reducir la FBPasa, activandola.

El ensayo se realiza en dos pasos:

1. Activacién: en un volumen de 100 pl se incuban tiorredoxina y FBPasa en la mezcla de
incubacién (Tris-CIH pH 7.9 100 mM, DTT 2.5 mM, FBP 0.4 mM, CL,Ca 0.05 mM) durante
10 min a 28 °C.

2. Catalisis: transcurrido el tiempo, la mezcla se pasa a una cubeta con 900 wl de tris- C1 H 50
mM pH 7.9, CbMg 1 mM, FBP 0.36 mM, EGTA (écido etilenglicol-bis(beta-amninoetil éter)-
N.N.N’,N’-tetraacético) 0.02 mM, NADP' 0.3 mM, FGI 1.4 Ul y G6PDH 0.7 UL Se mide
la progresion de la reaccion a 340 nm.

6.7. Western blotting

La transferencia se realizo de acuerdo con el protocolo prescrito por Tobwin ef al. (1979)
y, posteriormente por Gershoni y Palde (1983). Se empleé el equipo Mini Trans-Blot (Bio-Rad),
que es compatible con el Mini-Protean (Bio-Rad).

Tras realizar la electroforesis de las muestras, se corta un trozo equivalente de membrana
de nitrocelulosa (Millipore), sumergiendo ambos, gel y membrana uno sobre otro 15 min en el
tampon de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, pH 8.3, y metanol 20 %). Se monta el
equipo de manera que la membrana quede en el anodo y el gel en el catodo y se realiza la
transferencia a 100 V durante 1 hora.
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Finalizada la transferencia, se sumerge en el tampon suplementado con leche desnatada
al 5 %, a temperatura ambiente y agitacion durante 2 horas, 6 a 4 °C toda la noche.
Posteriormente se lava 3 veces con tampdén PBST (PBS con Tween 20 al 0.05 %) durante 10 min,
y se incuba la membrana con una dilucién 1/1000 del anticuerpo en PBSTA (PBST con albumina
sérica bovina al 1 %), 2 horas a temperatura ambiente, o toda la noche a 4 °C.

Finalmente, se lava la membrana como anteriormente, y se incuba con una dilucion 1/1000
de anti-IgG peroxidasa, durante 2 horas a temperatura ambiente y agitacion. Transcurido el
tiempo, se lavan las membranas tres veces con PBST, y dos veces con PBS. El revelado final se
llevé a cabo sumergiéndola en una solucion de 20 pg de 4-cloro-1-naftol disuelto en 4 ml de 1-
propanol en 20 ml de PBS suplementado con 20 ul de H,0,. Se lava la membrana con agua
destilada, y se deja secar en papel de filtro al abrigo de la luz.

Cuando se desea incrementar la sensibilidad del medio, se recurre a la deteccion por
quimiluminiscencia. El protocolo es basicamente el mismo, pero la dilucion del anticuerpo
secundario (anti-IgG peroxidasa) es 1/4 000. Se incuba la membrana en el reactivo de revelado:
8 mg de luminol (Boehringer, Mannheim) en 20 ml de Tris-CIH 50 mM pH 8.6, CINa 150 mM,
al cual se afiade en el momento del revelado 200 pl de 4-yodofenol al 1 % en DMSO mas 3.2 pl
de H,0,, durante 2 a 3 minutos. Se escurre y envuelve con plastico de cocina, exponiéndose a
una pelicula para auto-radiografia (Hyperfilm MP, Amersham) de unos segundos a 30 min, segin
la intensidad de la luminiscencia. La pelicula se revele utilizando métodos estandar.

V. BIOINFORMATICA

1. HERRAMIENTAS GENERALES

Para analizar las secuencias en bases de acidos nucleicos, asi como las de aminoacidos en
proteinas, se utilizé el paquete de programas en linea del Instituto Pasteur, accesible a la direccion
http://bioweb pasteur fr, en donde se encuentran todas las herramientas de base. Se utilizo este
sitio en particular para la conversion de formato (ReadSeq), el alineamiento de secuencias
(Dialign, Clustaw), interrogar al banco de datos para identificar una secuencia (Blast), etc.

La prediccion de estructura secundaria de las proteinas se realizo utilizando Stride (Frishman,
D. Y Argos P., 1995). Este programa genera la estructura secundaria de una proteina a partir de
sus coordenadas atomicas, teniendo en cuenta simultaneamente los enlaces higrogeno y los
angulos dihedrales de la cadena principal.
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2. MODELIZACION POR HOMOLOGiA MOLECULAR

Los modelos de las proteinas quiméricas, asi como el de la FBPasa citosolica de Beta
vulgaris, han sido generados por homologia por el servicio en linea de modelacion de SWISS-
MODEL accesible a la direccion http://expasy.hcuge.ch/swissmod/SWISS-MODEL .htmi.
SWISS-MODEL es un servicio desarrollado por M. C. Peitch (1995, 1996), y M. C. Peitch y N.
Guex (1997). La modelizacion ha sido realizada por el programa ProMod 11, y la minimizacion
de energia por GROMOS 96.

3. EVALUACION DE LOS MODELOS

La evaluacion de los modelos se llevo a cabo utilizando la suite de programas del servicio
WHATCHECK, accesible a la direccion http.//w.w.w.sander. embl-heidelberg de/whatcheck, en
donde se encuentran las herramientas para analizar los parametros globales y locales de una
estructura asi como el volumen y la superficie. En éste se utilizd de preferencia la suite
PROCHECK (Laskowski ef al., 1993), que permite averiguar la calidad de las caracteristicas
estereoquimicas de una extructura experimental o tedrica.

4, INTERACCION MOLECULAR

La prediccion de complejos ha sido realizada por el algoritmo GRAMM]1 (Global Range
Molecular Matching), desarrollado por Katchalski-Katzir ez al. (1992). El programa realiza una
busqueda exhaustiva en 6 dimensiones, tres translaciones y 3 rotaciones del ligando con respeto
al receptor. El Gnico requisito para operar es disponer de las coordenadas atomicas de las dos
moléculas. GRAMM puede operar acoplamientos geométricos, hidrofobicos y de baja resolucion.

4.1. Acoplamiento geométrico

De manera general, el algoritmo trabaja con estructuras moleculares proyectadas como
rejillas tridimensionales. consideremos 2 moléculas: A (receptor) y B (ligando). Los atomos de
A y B, representados como esferas de un didmetro dado, son en primer lugar proyectados en una
red tridimensional. Cada punto de la red esta incluido en una esfera, a la cual se atribuye un valor
diferente de cero. Una o dos superficies de la molécula A son generadas por proyecciones
secuenciales de los atomos. Esas superficies representan un volumen disponible para la
interaccion con B. Se atribuye al interior de A valores negativos para prevenir penetracion

1. La donacién del programa fue una cortesia de Dr. Ilya A. Vakser - Department of Cell and Molecular
Pharmacology — Medical University of South Carolina — 171 Ashley Avenue, Charleston, SC 29425.
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intermolécular.

A continuacion, a una orientacion dada del ligando, se superponen las rejillas del receptor
y del ligando, y se calculan las proyecciones por correlacion. Luego se cambia la orientacion del
ligando, y se repite el mismo proceso. Se prueban sistematicamente todas las orientaciones
posibles, con un angulo de rotacion predefinido. Las configuraciones potenciales del complejo se
definen en funcién de la marca, que es proporcional a la superficie de contacto entre las
moléculas. Para cada configuracion del complejo el programa genera las coordenadas atomicas
que permiten visualizar la entidad.

4.2. Acoplamiento hidrofébico

El objetivo de esta alternativa es afinar la técnica, eliminando determinados grupos
responsables de los falsos positivos (Vakser et al., 1994). Conservando el mismo esquema, se
eliminan determinados grupos atémicos, no hidrofébicos, en la representacién tridimensional de
las moléculas.

La molécula B est4 representada Unicamente por sus grupos atomicos hidrofobicos,
mientras que se excluyen de manera selectiva grupos no hidrofobicos de la superficie de A. En
efecto, antes de proyectar en la red, se sortean los grupos atomicos de forma que los hidrofobos
sean proyectados los primeros, a fin de conferir a los puntos de la red un caracter hidrofébico.

En resumen, se trata de una situacion intermedia entre una interaccion entre todos los atomos
de la superficie, como es el caso en un acoplamiento geométrico, y una interaccion puramente
hidrofébica.

4.3 Acoplamiento de baja resolucién

Esta otra alternativa (Vakser, 1996) ha sido disefiada para estructuras de baja resolucion (7
R para las proteinas). Por lo tanto, se deben eliminar los componentes de alta resolucion de las
moléculas. A esta escala no se observan los detalles que permiten evaluar la superficie de
contacto, como en los métodos precedentes. La marca de la interaccion entre A y B ya no serd
proporcional a la superficie de contacto, sino a la densidad atémica en la interface de A-B. Para
obtener mas informacion con respeto a la densidad atomica, se sustituye la representacion del tipo
“si 0 no” (blanco y negro) por otra que da cuenta de diferencias de grados en la proyeccion
(escala de grises).

Los resultados obtenidos con este método sugieren algunos aspectos del reconocimiento entre
ligando y receptor. En efecto, se puede representar el acoplamiento en tres etapas simbolizandolas
en términos de llave (ligando) y cerradura (receptor):
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Material y métodos

Etapa 1. El ligando B se traslada al sitio de acoplamiento. A esta escala (7 R), los detalles
atomicos no estan presentes, pero los elementos conformacionales del mismo tamafio (giro beta,
etc.) pueden ser responsables de esta etapa de reconocimiento.

Ftapa 2. La orientacién del ligando manifiesta ciertas preferencias con respeto a las buenas
soluciones, o sea, la llave se coloca preferencialmente en el eje de la cerradura.

Etapa 3. Cuando el ligando esta lo suficiente cerca del sitio de acoplamiento, hay un reajuste de
sus elementos para encajar en el sitio idéneo; o sea, la llave tiende a adaptarse al agujero de la
cerradura. Formalmente, en la representacion de baja resolucion, los detalles atomicos del reajuste
estan ausentes, aunque en la realidad esos elementos atémicos son los protagonistas en esta ultima
etapa.

Las etapas formalizadas aqui no deben considerarse en un orden rigido. Las etapas 1y 2
son intercambiables. No todos los acoplamientos pueden describirse segun esta fenomenologia.

4.4. Andlisis de los complejos

El analisis de los complejos ha sido realizado por medio del algoritmo LIGPLOT2
(Wallace ef al., 1995). En un complejo, lee la estructura tridimensional del ligando a partir de las
coordenadas atomicas de los residuos proteicos con los cuales interacciona; desenrolla cada
objeto con respeto a sus enlaces, y los presenta en un diagrama bidimensional.

2. La donacién del algoritmo fue una cortesia de Dr. Roman Laskowski — Biomolecular Structure and Modelling
Unit — Dept. of Biochemistry- University College - Gower street- London WCIE GBT.
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Resultados

L. 1. RESULTADOS

1. ESTRUCTURA PRIMARIA

1.1 Construccién de las FBPasas quiméricas

Antes de iniciar la explicacion de las construcciones llevadas a cabo, queremos
advertir que se ha adoptado la numeracién que se indica en la Lamina 1.1 para la
secuencia de aminoacidos, bien sean reales o virtuales.

Las proteinas iniciales utilizadas en las construcciones son la FBPasa cloroplastidica
de guisante (Pisum sativum 1..), la FBPasa citosolica de remolacha (Beta vulgaris L.) y
la FBPasa gluconeogénica de higado humano. El alineamiento de esas tres entidades
(Lamina 1.1) muestra que el grado de identidad entre las FBPasas citosolicas y la
enzima cloroplastidica es del orden del 45%, mientras que la identidad entre ambas
FBPasas citosolicas es del 51%. Dos zonas aparecen fundamentalmente discrepantes
entre las enzimas cloroplastidica y del citosol. El extremo N-terminal de la FBPasa de
remolacha azucarera carece de los primeros 18 aminoacidos, una caracteristica
compartida con la enzima homoéloga de espinaca (Marcus and Harrsch, 1990). Una
carencia de este tipo, aunque mas corta, de s6lo 6 aminoacidos, se da también en la
enzima de higado humano.

La segunda discrepancia es el denominado "lazo 170", una secuencia de unos 25
aminoacidos (entre los residuos 152 y 178 para la FBPasa de guisante) exclusiva de las
FBPasas del cloroplasto, que sustenta los tres restos de cisteina (Cys-154, Cys-174 y
Cys-179) implicados en la regulacion por la luz de esta enzima fotosintética. Puesto
que las FBPasas citosolicas y cloroplastidicas parecen exhibir un mecanismo de accion
equivalente, con un centro activo com(in, ambas conservan las secuencias implicadas
en la unién al sustrato (FBP), fundamentalmente en la mitad C-terminal de la enzima,
mientras que las citosolicas mantienen restos esenciales para el anclaje del modulador
AMP, un regulador no operativo en la FBPasa del cloroplasto

Con estos antecedentes se construyeron dos tipos de FBPasas quiméricas (Lamina 1.2).
El primero (construccion X1) consiste en la sustitucion del dominio FBP (mitad C-
terminal) de la enzima citosolica por el correspondiente de la FBPasa cloroplastidica,
incluido el "lazo 170". Asi pues, y siguiendo la numeracion indicada, la primera
quimera se compone de los aminoacidos 1 a 152 (reales 1 a 134) de la enzima citosolica
de Beta vulgaris, enlazados a los aminoacidos 152 a 357 de la FBPasa cloroplastidica
de Pisum sativum. Esta proteina quimérica ha sido denominada BV1. Lo mismo le
ocurrre a la FBPasa quimérica constituida por la mitad N-terminal de la enzima de
higado humano (aminoacidos 1 a 148, reales 1 a 143), y por la mitad C-terminal de la
FBPasa cloroplastidica de guisante (aminoacidos 148 a 357) Esta otra FBPasa
quimérica se denomind HL1.

El segundo tipo (construccién X2) resulta de la insercion del "lazo 170" de la FBPasa
cloroplastidica de guisante (aminoacidos 152 a 178) en la posicion equivalente de
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Lamina 1. 1. Alineamiento de las tres FBPasas silvestres: cloroplastidica de
Pisum sativum (P.S.), citosolica de Beta vulgaris (B.V.), y gluconeogénica
de higado humano (H.L.). Los colores indican el porcentaje de 1dentxdad entre
losresiduos: rojo = 100 %; azul >= 75%; verde >= 50;
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Lamina L 2. Alineamiento de las FBPasas silvestres con las quiméricas.
Porcentaje de identidad entre los residuos: : rojo = 100%; azul
>= 75%; verde >= 50%; . La numeracion
central es una numeracion virtual deducida del alineaiento, mientras que
la lateral es la real para cada proteina.
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ambas enzimas citosolicas. Ello implica la deleccién de una corta secuencia de
aminoacidos presente en dicho lugar en ambas FBPasas citosolicas: residuos 154 a 177
virtuales (8 aminoacidos reales) en la enzima de remolacha, y residuos 149 a 167
virtuales (14 aminoacidos reales) en la de higado humano. A ambas FBPasas quiméricas
se les ha denominado BV2 y HL2, respectivamente.

1.2. Composicion de las FBPasas quiméricas

Las FBPasas gluconeogénicas (citosolicas) y cloroplastidicas tienen estructuras
terciarias y cuaternarias equivalentes (Ke et al., 1989; Villeret et al., 1995). Ambas
son tetrameros constituidos por 4 subunidades iguales de 40000 Da. Por ello no debe
resultar extrafio que las quimeras de tipo X1 no muestren significativas diferencias de
composicion y estructurales, aunque si las puedan tener en aspectos cinéticos y de
especificidad. Eso es lo que refleja la Tabla 1.1, donde lo mas significativo es el
incremento del nimero de restos de cisteinas en BV1, derivado de los 3 residuos de
este aminoacido aportados por el "lazo 170" , lo que compensa con creces el menor

numero de restos de cisteina en la mitad N-terminal de la FBPasa cloroplastidica
respecto de la citosolica.

También es de resaltar el aumento de la acidez de BV1 con relacion a su parental
citosolico, lo que se debe tanto al incremento del porcentaje de aminoacidos acidos
como a la disminucion de los basicos, lo que se debe fundamentalmente al elevado
numero de restos acidos del "lazo 170". En general, tanto los parentales cloroplastidico
y citosdlico, como el hibrido de ambos, exhiben un fuerte porcentaje de aminoacidos
hidrof6bicos, lo que se traduce en una estructura globular de las proteinas.

Respecto a las quimeras tipo X2, la insercion del "lazo 170" incrementa en 3
el nimero de restos de cisteina, tanto en BV2 como en HL2. Por la misma razon
aumenta el porcentaje de restos acidos y disminuye el de basicos, cosa especialmente
evidente en la enzima de higado humano, cuya zona deleccionada es extremadamente
rica en estos ultimos. Por otro lado, la estructura terciaria de la molécula no debe suffir
modificaciones, ya que el "lazo 170" ocupa en la FBPasa cloroplastidica, y
presumiblemente también en las quimeras X2, una posicion externa al nucleo de la
molécula, tanto bajo una perspectiva de estructura terciaria como cuaternaria.
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Pisum Beta Higado
Aminoacidos |  sativum vulgaris humano

N | % | N | % N | %

Acidos 48 4] 36 11.8

Basicos 36 S 41 124

Hidrofobicos 45.6

Hidroxilados 41 125

Cys 9 273
Asn 5 455
Gin 8 243

Total 329

Masa
Molecular 3 5 04
kDa )

TABLA 1.1. Composicion en las distintas categorias de aminacidos de las diferentes FBPasas.

1.3. Perfiles de hidropatia.

La hidrofobicidad de la cadena lateral de un aminoacido varia con el método de
determinacion. Por eso se prefiere utilizar el término mas neutro de hidropatia para
describir la preferencia relativa de una cadena lateral de un aminoacido hacia un entorno
acuoso, polar o no polar. El estudio de los diferentes perfiles de las proteinas salvajes
globulares, confirman la correlacion positiva entre antigenicidad, hidrofilicidad,
flexibilidad y accesibilidad al solvente. En efecto, las zonas de la molécula susceptibles
de actuar como determinantes antigénicos deben corresponder a regiones expuestas al
medio y, por ello, hidrofilicas.

El analisis de los perfiles de la enzima cloroplastidica (Lamina I. 3) ensefia que
las cadenas laterales hidrofilicas se reparten en las zonas (1-30), (60-131), (217-265) y
(285-322), simétricas con respeto al “lazo 170 (152-178), también hidrofilico y que
representa una importante region de antigenicidad potencial. Hay que subrayar que la
proteina humana presenta un perfil similar, con una zona de fuerte antigenicidad
potencial en el centro de la cadena (137-158), una zona que corresponde a la estructura
que enlaza los dos dominios de la proteina.

El perfil de la enzima de la Beta vulgaris se aleja sensiblemente de los
precedentes. No se observa esa zona de mayor antigenicidad potencial en el centro de la
cadena. Ademas, aparece una zona hidrofilica (187-230) que pertenece al dominio FBP,
(lado C-terminal), correspondiente a regiones hidrofobicas en las proteinas homoélogas,
(82-217) en el caso de la cloroplastidica, y (158-194) para la proteina humana. Se
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Lamina I. 3. Perfil de hidropatia de las FBPasas clroroplastidica de guisante (A),
citosolica de remolacha (B), y gluconeogénica de higado humano (C).
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trataria de saber si esas caracteristicas tienen algunas implicaciones en la
especificidad de los anticuerpos generados por esas proteinas.

Las entidades HL1 y BV1 (Lamina 1. 4.) heredan las caracteristicas de la
cloroplastidica en su parte C-terminal. A causa de la similitud del perfil de hidropatia
entre la enzima humana y la cloroplastidica, el perfil de HL1 se acerca a la de ambas
FBPasas salvajes.

En la entidad BV2, se nota la aparicion de residuos hidrofobicos en la mitad de
la cadena, lo que hay que vincular a algunos residuos hidrofobicos del “lazo 170”. En la
entidad HL2, se detecta unicamente la sustitucion de los residuos delecionados (141-
154) por los del “lazo 170”. En ambos casos se trata de residuos presentando un grado
de accesibilidad al solvente, superior al resto de la cadena, lo que establece una
similitud de perfil hidropatico entre las cadenas de la cloroplastidica, la humana y la
quimérica HL.2.

De acuerdo con estos perfiles, habra que esperar ciertas reacciones
inmunologicas cruzadas entre esas diferentes proteinas. Frente a un anticuerpo contra la

FBPasa cloroplastidica el orden de reconocimiento antigénico sera el siguiente:

Cloroplastidica > Humana > Quimérica HL2 > Quimérica HL1 > Quimérica BV1 >
Quimérica BV2

Frente a un anticuerpo contra la FBPasa humana el orden sera:

Humana > Cloroplastidica > Quimérica HL2 > Quimérica HL1 > Quimérica BV1 >
Quimérica BV2

Y frente a un anticuerpo contra la FBPasa de Befa vulgaris:

Beta vulgaris > Quimérica BV2 > Quimérica BV1

2. ESTRUCTURA SECUNDARIA

La prediccion de la estructura secundaria de las FBPasas salvajes y quiméricas fue
determinada por el algoritmo STRIDE, que calcula los elementos estructurales a partir
de las coordenadas atomicas. Realiza la prediccion en 7 categorias:

Estructura Codigo

Alfa hélice

Hélice 3 10

Hélice pi

Estructura beta

Puente aislada

Vuelta (turn)

Giro (coil)
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Lamina 1. 4. Perfil de hidropatia de las FBPasas quiméricas BV1(D), BV2 (E),
HL1 (F), y HL2 (G).
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En este trabajo utilizamos dos estructuras de referencia, la de la FBPasa
cloroplastidica de espinaca y la enzima humana, ya que ambas proteinas han sido
cristalizadas, y sus estructuras determinadas.

Los modelos que genera el algoritmo coinciden con los datos estructurales de la
literatura, a saber, que la FBPasa es una proteina estructurada en 9 alfa hélices, 13 hojas
beta y 15 giros (Lamina I. 5). Las estructuras secundarias de las quiméricas se alinean
con las referencias con un porcentage de identidad del 80 % en la parte C terminal. Las
discrepencias surgen al nivel de las tres primeras hélices alfa en BV1 y HL1. Ademas,
SWISS-MODEL propone dos soluciones para BV1 (BVla y BVI1b) con respeto a lo
antes dicho.

En la parte N terminal la estructura de la enzima humana se corresponde con la
de la proteina de rifion de cerdo (Jiin-Yun Liang ef al., 1992). Se encuentran las tres
primeras hélices H1 (12-14), H2 (28-50) y H3 (72-88) en la misma posicion. No
obstante, el programa interpreta los residuos 54-58, al principio del “lazo 50-72”, como
formando una hélice alfa. Los datos de la literatura no mencionan los detalles de la
estructura secundaria de la enzima humana lo que permitiria comprobar si esta proteina
presenta una hélice alfa supernumeraria respeto a su homologa de cerdo. Se trataria de
una hélice 3 1o como en el caso del modelo de la FBPasa de Beta vulgaris. Este tipo de
hélice, cuyo nombre se refiere al hecho de presentar 3 residuos por vuelta y 10 atomos
entre el donador del enlace hidrogené y el aceptor, se observa en condiciones
especiales, o como final de hélice alfa normal. Esta estructura puede ser, pues, la final
de la hélice H2. El programa interpreta la hélice H4 como hélice 3 1o.

En el caso de la enzima cloroplastidica de espinaca, las coordenadas atomicas
empiezan con el aminoacido 4. Se encuentran las hélices H1 (22-34) y H2 (38-60) en la
posicion que las habia descrito Villeret ef al. (1995). El “lazo 50-72”, que sustente los
residuos 61-81 en el caso de espinaca, es una zona sin estructura determinada en la
prediccion. Esto corresponde a residuos sin densidad electronica en difraccion por rayos
X, como lo indica en el trabajo. En el modelo, la hélice H3, compuesta de los residuos
87-94, esta entre dos vueltas. En la estructura de Villeret las dos vueltas conforman
parte de la hélice H3, que se extiende asi del aminoacido 82 hasta el 98. A continuacion
la prediccion coincide con los datos cristalograficos. Esto constituye un test de
calibracion del programa para poder interpretar los datos de la FBPasas quiméricas.

Las estructuras secundarias de BVla y HL1 empiezan con retraso con respeto a
las proteinas silvestres. Por lo tanto, se produce un desplazamiento de las 3 hélices alfa
hacia la parte C terminal de las proteinas. Esta organizacion de H1 (24-32), H2 (40-61)
y H3 (67-78) de BVla, y HI (34-41), H2 (50-71) y H3 (75-89) de HLI, reduce en
ambos casos el lazo 50-72 con respeto a las referencias.

La alternativa BV1b hace coincidir las hélices H1 (3-9) y H2 (20-40) con las de
las proteinas silvestres. Se nota la presencia de la hélice supernumeraria (44-48), como
en el caso de la proteina humana. Al igual que en esta, puede ser una hélice 3 1o como
final de H2. La hélice H3 (53-79) de BV1b empieza en la region ocupada por el lazo
50-72, lo que modifica su conformacion con respeto a la estructura silvestre.
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Lamina L. 5. Comparacion de la estructura secundaria de la FBPasa cloroplastidica
de Spinacia oleracea (SO), con la de la enzima citosolica de Beta vulgaris (BV),
enzima humana (HL), asi como las quiméricas BV1, BV2, HL1y HL2.

elic 1, hoja beta, vuelta, hélice 3, . La numeracion central es
una numeracion virtual deducida del alineamiento, mientras que la lateral es la real
para cada proteina.
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El “lazo 170” de la FBPasa cloroplastidica de espinaca se ubica entre dos hojas
beta, la E4 (142-149) y la E5 (181-185). Presenta una estructura no determinada, con
algunas vueltas. Como en el caso del “lazo 50-72”, los residuos no presentan una
densidad electronica en difraccion por rayos X.

En el lazo introducido en tres de las FBPasas quiméricas, sin embargo, aparecen
hélices 3 1o en BV1b (148-150, 158-160), BV2 (147-149, 157-159) y HL2 (157-159).
El modelo de la estructura secundaria de la FBPasa cloroplastidica de guisante, como en
el caso de la enzima de espinaca, no presenta hélices 3 1 en el “lazo 170”.

3. ESTRUCTURA TERCIARIA

3.1. Los modelos

Los modelos de las FBPasas quiméricas generados por homologia
conformacional estan representados en la Lamina 1. 6.

3.2. Andlisis de los modelos por alineamiento

Se alinean las cadenas principales de las proteinas. El analisis toma en cuenta la
desviacion entre esas cadenas en RMSD (Relative Mean Square Deviation). Cada
aminoacido de la proteina de interés se colorea segin la desviacion RMS de su cadena
alfa con respeto al aminoacido correspondiente de la proteina de referencia. El color
azul oscuro significa una buena superposicion mientras que el rojo indica una mala
superposicion. Los colores entre el azul y el rojo indican el grado en la exactitud del
alineamiento.

HL1/11SPI

Numero de atomos

Atomos M " RMS en A
implicados en el caculo

Carbono alfa 333 3.06

Cadena principal 999 2.79

* El computo del RMSD se realizo con el Swiss-PdbViewer segin la ecuacion :

D2

B
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Lamina L. 6. Modelo estructural de las FBPasas quiméricas BV1 (A),

BV2 (B), HL1 (C) y HL2 (D). Estas protemas estan compuestas de fragmentos
de la FBPasa citosolica de Bera vulgaris o higado humano, con fragmentos

de la isoenzima cloroplastidica de Pisum sativum, (ver 1. 1. Construccion de las
FBPasas quiméricas).
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D es la distancia en Angstroms entre la pareja de atomos relatados.

El computo requiere seleccionar el mismo numero de grupos en cada cadena, puesto
que cada aminoacido debe tener su correspondiente, lo que obliga descartar atomos del
calculo cuando las dos cadenas no tienen el mismo niimero de residuos.

11SPI, se refiere al monémero A del tetramero de la FBPasa cloroplastidica de espinaca
(1SPI), estructura resuelta por Villeret et al. (1995) a 2.8 A, factor R: 0.203.

El color blanco de 11SPI (Lamina I. 7) indica que el alineamiento de HL.1 con
esta estructura presenta el menor RMSD, asi que 11SPI nos servira de referencia para
evaluar HL1. HL1 aparece en azul, que significa lo antedicho. Los problemas de
alineamiento aparecen sobre todo en la extremidad N terminal de la cadena, al nivel del
“lazo 50-72” como hemos mencionado anteriormente.

11SPI y de HL1 comparten el mismo dominio FBP. Sin embargo, aparecen
diversos huecos en el alineamiento de éste. Eso significa que la entidad construida no
consiste en una justaposicion de dominios, sino que la interaccion entre esos dominios
genera reajustes que no existian en las proteinas silvestres.

HL1 / 21SPI

El alineamiento de HL1 con el monomero B de la FBPasa espinaca (21SPI)
ensefia que se trata de una buena superposicion, pero no optima como la precedente
(Lamina 1. 7). Se incrementan los desajustes en toda la cadena, lo que indica que el
angulo entre los dos dominios de la enzima no es el mismo que el de la proteina de
espinaca.El alineamiento de HL1 con otras FBPasas citosolicas resulta con un RMS
mayor. Asi, se puede concluir que el programa modela HL1 como si su estructura ideal
se acercara a la de una FBPasa cloroplastidica.

HL2 /11FTA

Numero de atomos

Atomos R . RMS en A
implicados en el ciaculo

Carbono alfa 317 3.03

Cadena principal 951 2.78

* Se descartaron del calculo los residuos (Glu136-Phel41, Glul51-Cys162) del “lazo
1707, asi como Gly53-GIn61 del “lazo 50-72” de BV2, residuos que no forman parte de
11FTA.

11FTA se refiere al monomero A del tetramero de la FBPasa de higado humano
(1FTA), estructura resuelta por Zhang ef al. (1993) a 2.3 A, factor R: 0.200.
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HL1/118PI

Lamina I. 7. Alineamiento estructural de HL1 con 11SPI'y 21SPL

HL1 /218SP1
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Resultados

La entidad 11FTA, unica estructura de la proteina humana registrada, sirve de
referencia para modelar HL2 (Lamina 1. 8). Sobresale el “lazo 170" que esta
conformado en una estructura intermedia entre la de los lazos de 11SP1'y 21SPI. Se nota
el desajuste al nivel del “lazo 50-72” por su extension. Acomplejado con AMP, el
tetramero de esta proteina esta en un estadio alostérico T, y es la Unica referencia para
modelar HL2. La existencia de un tetramero en estadio R hubiera dado elementos
suplementarios para una mejor aproximacion de los reajustes estructurales que
conllevan la insercion del lazo 170 en la proteina humana.

HL2 / 11FSA / 11RDX

11FSA se refiere al monomero A del tetramero de la FBPasa de rifion de cerdo en el
estadio alostérico T, con una mutacion K42A, estructura resuelta por Lu ef al. (1996) a
2.3 A, factor R: 0.184.

11RDX se refiere al monémero A del tetramero de la FBPasa de rifion de cerdo en el
estadio alostérico R con una mutacion R242A, estructura resuelta por Stec ef al. (1996)
a2.75 A, factor R: 0.223.

Existen mas datos sobre la FBPasa de cerdo. El alineamiento de las dos
estructuras de la proteina gluconeogénica en estadio R (11RDX) y T (11FSA) permite
visualizar los cambios que conllevan en la estructura de la proteina (Lamina L. 8). Se
observa una diferencia total de RMS entre las dos cadenas principales. Se nota en
particular la diferencia de conformacion a nivel del “lazo 50-727. El AMP provoca no
s6lo una torsion del tetramero, sino también reajustes a nivel del monomero.

Segtn el modelo, la insercion del “lazo 170” en la enzima humana tiene como
consecuencia la extension del “lazo 50-72”, que adquiere la misma amplitud que en
11FSA.

BV1 / 11SPI

Atomos de BV1a Nun.lero .de Alomos RMS en A
implicados

Carbono alfa 332 16.93
Cadena principal 996 16.81

Atomos de BV1b Nun.lero .de Atomos
implicados

Carbono alfa 332
Cadena principal 999
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HL2/11FTA

HL2/11FSA/ RDX

Lamina I. 8. Alineamiento estructural de HL2 con 11FTA, 11FSA y 11RDX.
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No existe ninguna FBPasa citosolica de plantas cuya estructura cristalografica se
conozca. Los datos disponibles provienen de proteinas gluconeogeénicas, principalmente
de la enzima del cerdo (25 estructuras), conejo (1 estructura), humana (1 estructura), y
de la cloroplastidica de espinaca. Como en el caso de la entidad HL1, los programas de
modelizacion generan una estructura similar a 11SPL Se observa la misma discrepancia
que en HL1a nivel del “lazo 50-72” (Lamina I. 9).

BV1 : “Lazo 50-72”
La Lamina L. 10 presenta las propuestas conformacionales para BV1. El “lazo

50-72” de BV1b conserva una estructura clasica, a pesar de la tension que introduce el
alargamiento de H3. BV 1a, como también le ocurria a HL1 presenta un lazo truncado.

BV2/ 11FSA

Numero de atomos RMS en A

Atomos misal™
implicados

Carbono alfa 328 3.05

Cadena principal 984 2.77

* Se descartaron del calculo los residuos (Glu135-Phe140, Glu152-Cys161) del “lazo
170” de BV2, residuos que no forman parte de 11FSA.

La cadena A del tetramero de la proteina de cerdo 1FSA es la referencia del
modelo BV2. Como es una proteina que se encuentra en una estructura T, el perfecto
alineamiento se extiende incluso al “lazo 50-70”. El alineamiento de BV2 con 11RDX
aumenta notablemente el RMS al nivel de la cadena principal. Esto confirmaria el perfil
conformacional de esta proteina. El “lazo 170” tiene la misma estructura que en de
HL2, y presenta la tres cisteinas accesibles al solvente (Lamina I. 9).

4. ESTRUCTURA CUATERNARIA

Los datos precedentes sugieren que las proteinas HL1 y BVI (Lamina 1. 11)
tendrian el perfil cuaternario de la FBPasa cloroplastidica de espinaca (1SPI). La
estructura del tetramero de HL2 se acercaria a la conformacion de la proteina humana
(1FTA). El perfil de BV2 tendria como referencia la proteina de rifion de cerdo (1FSA).
Se generan los modelos por reconstruccion de coordenadas. Consiste en enlazar
fragmentos convenientes en las bases de datos de estructuras conocidas y luego operar
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BV1/118SP1

BV2/11FSA

Lamina I. 9. Alineamiento estructural de BV1 con 11SPL, y de BV2 con 11FSA.
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Lamina I. 10. Conformacion del lazo 50-72 en BVlay BV1b.
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Lamina I. 11. Perfil tedrico de la estructura tetramérica de BV1 o
HL1 (A), y BV2 o HL2 (B), generadas por reconstruccion de
coordenadas atomicas.
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una minimizacion de energia para corregir las distorsiones introducidas (Jones y
Thrirup, 1986).

5. VERIFICACION DE LOS MODELOS

5.1. Angulos de torsién

La conformacion de una cadena polipeptidica puede ser disefiada en buena

aproximacion en términos de angulos de rotacion en la cadena principal. Esos angulos
se definen como sigue:

El angulo ¢ es una rotacion alrededor del enlace N-Ca;
W es una rotacion alrededor del enlace Ca-C,
@ es una rotacion alrededor del enlace peptidico.

En general, el enlace se encuentra peptidico en una conformacion frans (o = 180

grados), y solo en algunos casos aparece la conformacion cis (o = 10 grados) en la cual
esta implicada una prolina.

Figura L. 1. Fragmentos de una cadena polipeptidica en una conformacién extendida con @ = y
=@ = 180 grados.
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5.2 Representacion de Ramachandran

En un polipeptido los enlaces de la cadena principal N-Ca y Ca-C pueden girar
libremente. Esas rotaciones son representadas por los angulos de torsién ¢ y .
Ramachandran y Sasisekharan (1968) utilizaron modelos de pequefios polipéptidos para
encontrar conformaciones estables, variandolas de manera sistematica. Los atomos
fueron considerados como esferas solidas y sus dimensiones correspondientes a su
radios de van der Waals. Los angulos que llevan las esferas a chocar corresponden a
conformaciones de la cadena principal que no permiten las leyes estereoquimicas.

La representacion de esos angulos de conformacion genera un diagrama de
Ramachandran (Lamina I. 12). Hay dos 4reas “normales” (en rojo) que corresponden a
conformaciones en las cuales no hay colapso estérico. Se tratan de A (Right handed
alpha-helix) y B (Beta-sheet). En A se alojan las estructuras alfag, las hélices 310 y pi.
En B se encuentran las hojas beta paralelas y anti-paralelas, las poliProlina I y II, asi
como la poliGlicina II. En L se colocan las estructuras alfag, |y en p las épsilon. Las
areas en amarillo son regiones adicionales que representan conformaciones calculadas
con un radio de van der Waals mas pequefio.

En el area L (Left handed-helix) algunos residuos adoptan ocasionalmente esta
conformacion. Se trata en general de glicina, aunque se encuentran también la
asparagina o el 4cido aspartico, cuyas cadenas laterales forman un enlace hidrogeno,
con la cadena principal y, por consiguiente, estabilizan esta conformacion que, de lo
contrario, no seria favorable.

Las areas no favorables (en blanco) suponen colapsos de la cadena lateral con la
cadena principal. La glicina, que carece de cadena lateral, puede adoptar angulos ¢ y v
en los 4 cuadrantes de la representacion de Ramachandran. Ademas, se encuentra con
frecuencia la glicina, en vueltas en donde otro residuo, tendria impedimentos estéricos.

1SPL 1FTA 1FSA
Areas Nuamero Nuamero Numero
de % de % de %
Residuos Residuos Residuos

Mas favorables 674 50 3%* 993 90.4 475 81.1*

[A,B, 1]

Permitidas adicionales 362 318 100 91 101 17.2
[—a; _b> —’19 —pl -
“Generosamente”

permitidas [~a, ~b, ~1, ~p] 81 T ) o4 i 4
No permitidas 20 1.8% 2 0.2* 2 0.3*
Residuos diferentes de 1137 100 1099 100 586 100

glicina y prolina

Residuos terminales (Pro y

Gly excluidas) 16 12 4
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Glicina 108 100 54
Prolina 7 56 60 30
Numero total de residuos 1317 1271 674
BVia BVib HL1

Areas Numero Numero Numero

de % |de % |de %

Residuos Residuos Residuos
Mas favorables

236 83.7 217 76.4 220 772

[A.B,L]
Permitidas adicionales 40 142 53 18.7 52 18.2
[_37 ,_b> —19 _p] , i
“Generosamente”

.. . 2.1
permitidas [~a, ~b, ~1, ~p] 4 7 14 6 21 6 72,
No permitidas 2 0.7 8 2.8 7 2.5
Residuos diferentes de 282 100 284 100 285 100
glicina y prolina
Residuos terminales (Pro y ’ 2 5
Gly excluidas)

Glicina 34 34 33
Prolina 14 14 14
Numero total de residuos 332 334 334
BV2 HL2

Areas Numero Numero

de % de %

Residuos Residuos

Mas favorables '

243 83.2 260 875
[A.B,L]
Permitidas adicionales 45 154 35 118
[-a, -b, -1, —p]
“Generosamente”™

.. . 7
permitidas [~a, ~b, ~1, ~p] 2 0.7 2 0
No permitidas 2 0.7 0 0.0
Rc.anduos dlfqrentes de 29 100 297 100
glicina y prolina ,

Residuos terminales (Pro y 2 2
Gly excluidas) _

Glicina 34 29
Prolina 16 16
Numero total de residuos 344 344

Tablal. 2. Estadisticas de la representacién de Ramachandran de las diferentes entidades
proteicas. Un modelo de buena calidad debe presentar mas de 90 % en las regiones mas
favorables [A, B, L]. Observacion basada a partir del analisis de 118 estructuras resueltas por lo

menos a 2.0 A, y con un factor R que no supera el 20 %.
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¢
I 180
TLeft
handed
alpha-helix.
y 0
"~ Right handed
alpha-helix.
-180
II 180
v 0
-180

Lamina L.12. Representacion de Ramachandran de la distribucion de

los angulos de torsion (T). Atribucion de areas: (IT) permitidas C (core),
permitidas adicionales A (allowed), generosamente permitidas G (generous).
En blanco, areas no permitidas.
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5.3. Elfactor G

El factor G proporciona una medida de la “normalidad” de las caracteristicas
estereoquimicas de una estructura. Procheck calcula los datos siguientes relativos a los
angulos de torsion (Figura I. 2):

- Combinacion @-v;

- Combinacion y;-y2;

- Torsion x; de los residuos que carecen de x,;
- %3 combinada y angulos de torsion ys;

- Angulos de torsion o.

Con respeto a la geometria covalente:

- Longitud de los enlaces de la cadena principal;
- Angulos de los enlaces de la cadena principal.

c chiz chid
chit chi3

Figura L 2. Representacion de los angulos de torsion de la cadena lateral. Estos se denominan
chil (x1), chi2 (x2), chi3 (xs), etc. El angulo y; esta sujeto a ciertas restricciones que derivan de
impedimentos estéricos entre el atomo gamma de la cadena lateral y la cadena principal. Las
diferentes conformaciones de la cadena lateral son funcién de ; y se denominan gauche (+), en
la cual el atomo y de la cadena lateral esta opuesto al grupo carbonil de la cadena principal [y =
-60 grados,], trans, en la cual el 4tomo 1y esta opuesto al nitrégeno de la cadena principal [y =
180 grados], y gauche (-) [x; = 60 grados]. La mayoria de los aminoacidos adoptan las
conformaciones gauche (+) y trans, ya que la gauche (-) es inestable, puesto que el atomo v esta
cerca de los grupos CO y NH de la cadena principal. En general los angulos 7> tienen una
distribucién trimodal, similar a y; (+/- 60 y 180 grados) cuando el carbono 7y es tetraédrico.

La “normalidad” del factor G de los angulos de torsion ha sido establecida sobre
la base del analisis de 163 cadenas proteicas no homologas resueltas por rayos X a una
resolucion de 2.0 & o mejor, y con un factor R no superando el 20 %. El analisis
proporciona la distribucion de los valores de @-y, X=Xz, %1, %3, X+ Y @ de cada uno de
los 20 tipos de aminoacidos. Esas distribuciones se dividen en células. El nimero de
observaciones en cada célula se utiliza para calcular la probabilidad que un tipo de
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residuo tenga una combinacion ¢-y dada. Las probabilidades se utilizan para computar
un grado de discrepancias para cada célula. Estas pueden adicionarse, lo que permite
establecer promedios significativos.

Para la longitud y el angulo de la cadena principal, el factor G se computa
utilizando los promedios y las desviaciones estandar de Engh y Huber (1991),
establecidos para pequefias moléculas.

Asi el factor G, que establece un grado de rareza basado en la distribucién de los
parametros estereoquimicos, permite evaluar la conformaciéon de una estructura. Un
factor G bajo indica una conformacion con baja probabilidad. Por ejemplo, residuos
colocados en las areas no permitidas de la representacion de Ramachandran tendran un
factor G bajo o muy negativo. Cuando una proteina presenta muchos residuos con un

bajo factor G, sugiere que algo pasa con su geometria total.

1SPI___ IFTA | 1FSA_
Score Score Score
Score | rnedio | 5% | medio | >°°® | medio
Distribucion @-y - 1.47** -0.21 -0.60* |
Distribucién x;-x» - 1.10** - 0.31 - 0.57*
%1 Unicamente -0.29 -0.02 -0.21
X3y Xa 0.23 036 040 |
o 0.42 -0.09 0.50
0.53* -0.12 | -0.11
L(?ng.ltud de enlaces de las cadenas 031 0.44 0.50
principales
Ar.lgu.los de enlaces de la cadena 011 _0.56* 021
principal
0.07 -0.14 0.33
Promedio total -0.28 - 0.09 0.07
BVla BV1b HLI
Score Score Score Sc01.re Score Sco,fe
7 medio medio | medio
Distribucién @-y -0.54 - 0.69 -0.75
Distribucion y;x» -0.54 -0.27 -0.25
x; Unicamente -0.12 - 0.20 -0.07
X3 Y Xa 0.37 0.33 0.44
® -0.99 -0.74 -0.68
’ -0.55 -048 | -0.46
Longitud de enlaces de las cadenas 0.51 0’.38 0.38
principales
Ax}gu.los de enlaces de la cadena 052 - 0.10 011
principal
, -0.09 0.10 0.10
Promedio total -0.34 -0.24 -0.23
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BV2 HL2
Score Score
Score . Score .
medio medio
Distribucién @-y - 0.40 - 0.31
Distribucion y;-x» -0.18 -0.03
%1 Unicamente ' 0.06 0.05
X3 Y X4 0.51 0.42
() - 0.60 -0.39
-0.29 -0.18
ang_ltud de enlaces de las cadenas 0.39 0.38
principales
Angulos de enlaces de la cadena
principal 0.01 -0.05
' 0.17 0.13
Promedio total -0.10 | =005

Tabla.L3. Factor G de las diferentes entidades proteicas. Este factor proporciona una medida de
la “normalidad” de las propiedades de una estructura. G < - 0.5* es inhabitual. G < - 1.0** es
altamente inhabitual.

6. INTERACCION

El objetivo de esas construcciones proteicas es generar entidades modulables por
reductores, como el DTT o la tiorredoxina. Con el proposito de analizar la accesibilidad
del “lazo 170” insertado, al solvente en general y a la tiorredoxina en particular, se ha
empleado el algoritmo GRAMM para probar por simulacion la posibilidad de acoplar la
tiorredoxina a dicho lazo.

Se presentan dos problemas a la hora de analizar acoplamientos moleculares a partir
de coordenadas atomicas. El primero es inherente a la relativa inexactitud de los datos
estructurales obtenidos por difraccion de rayos X, debido a la flexibilidad natural de los
fragmentos, baja resolucion de la estructura, imperfecciones del cristal, etc. Ademas,
conviene tener en cuenta que un fichero de coordenadas atomicas es una imagen
tridimensional fija de una estructura. Cuando se forma un complejo, ocurre un reajuste
conformacional, local o general, del receptor y ligando. Este reajuste no siempre se
puede poner en evidencia.

El segundo problema es el nimero de falsos positivos con respecto a la posicion del

ligando, determinada cristalograficamente. Para disminuir éstos, hay que realizar un
reajuste de la metodologia (Material y Métodos, IV).
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Nuestra pretension en este trabajo es llevar a cabo una rapida exploracion de la
interaccion de la tiorredoxina f de guisante con las FBPasas quiméricas. Se trata de
generar complejos entre las entidades, y de analizar la distribucion de las nubes de
puntos representados por el centro de gravedad de la Trx f alrededor de la FBPasa.
Luego se analizara la interaccion de los puntos en el area del “lazo 1707

En esta experiencia se generan interacciones entre la estructura HL2 y el modelo de
la Trx f de guisante (Lamina I. 13). Se trabaja con el monémero para que éste sirva de
test de convalidacion del algoritmo para las presentes estructuras, y también para
reducir el tiempo de célculo. De otra parte, no se seleccionan las zonas de interaccion
entre las dos entidades, sino que se deja que se desarrolle la experiencia de manera
estocastica, utilizando asi la totaliadad de la superficie de las estructuras.

6.1 Acoplamiento geométrico

En el acoplamiento con parametros geométricos, la interaccion con el “lazo 170”
se manifiesta inmediatamente. El analis de la distribucion del centro de gravedad de Trx
S (Lamina L. 14 A) ensefia que el 30 % de las interacciones tienen lugar con el “lazo
170”. No obstante, la Trx f puede acoplarse en otros lugares de la estructura. En efecto,
existe una nube de puntos en el area C terminal, asi como en la N terminal y el “lazo 50-
72” (Tabla.I 4). Este resultado significa que el algoritmo es capaz de reconocer las
zonas sobresalientes de una estructura, asi como las areas que presentan los criterios
suficientes para formar un complejo de tipo geométrico.

La modelizacion de la interaccion geométrica utiliza todos los residuos en el
ensayo. A causa de ello genera unos falsos positivos que compiten con los complejos
reales. De todas forma, los criterios geométricos no pueden ser suficientes para explicar
la eficiencia de la Trx fen la activacion de la enzima cloroplastidica, ya que intervienen
otros componentes en la interaccion.

Area N° puntos
C-terminal 38
N-terminal y 32

“lazo 50-72”

“lazo 170~ 30

Tabla L4. Distribucion de las posiciones del ligando con respeto a la FBPasa HL2 en los 100
primeros intentos.
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Lamina L13. Diferentes tipos de complejos HL2-Trx f generados por

el algoritmo GRAMM.. A-D: Complejos de tipo geométrico o hidrofobico

de 1a Trx fcon el “lazo 170”. E: Acoplamiento de la Trx fcon residuos de la
parte C-terminal de HL2. F: Complejo de tipo hidrofobico o de baja resolucion
en una zona interfacial del dimero.
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Resultados

Donador Aceptor Distancia (KS_
CYSTrxf 60 SG ARG HL2 26 O 2.82
THRHL2 28 N ILE Trxf 73 O 1.97
THRHL2 28 OGl1 ILETrxf 73 O 3.24
LYSTrxf 74 NZ GLU HL2 30 OE2 3.05
TYRHL2 114 OH GLYTxf 72 O 1.61
ILE Trxf 87 N ASNHL2 143 O 1.84
CYSHL2 146 SG  ASNTrxf 88 O 3.08
LYS Trxf 86 NZ THRHL2 161 OGI1 2.99
CYSHL2 171 SG THRTrxf 105 O 2.68
GLNHL2 172 N VALTrxf 88 O 3.27

LYSTrxf93 NZ ARGHL2 175 O 214
CYSTrxf93 SG ASPHL2 196 OD2 145

Tabla L.5. Analisis de los enlaces de hidrogeno a nivel de los residuos de la primera superficie,
en el complejo de tipo geométrico (n° 14) entre la Trx fy el “lazo 170” de HL2 (Lamina I. 15).
Los atomos son representados por su letra inicial H, C, N, O, etc. El rango de los atomos se
nombra segun el orden del alfabeto griego alfa (A), beta (B), gamma (G), delta (D), etc.

El diagrama generado por el algoritmo Ligplot de los residuos en interaccion en
el complejo nimero 14 (HL2gf14) ensefia que 2 de las 3 cisteinas protagonistas del
“lazo 170” estan en la primera superficie de contacto con la Trx f(L.amina I. 15). Las 2
cisteinas reactivas de la Trx f se ubican en el hueco del “lazo 1707, asi que no pueden
aparecer en la primera superficie. No obstante, la cysteina 33 estd implicada en las
interacciones hidrofobicas en este complejo. Este ejemplo demuestra la posibilidad de
acercar las cysteinas reactivas de las dos entidades en un complejo, utilizando criterios
geométricos a nivel de los residuos de la primera superficie.

6.2. Acoplamiento hidrofébico

En este tipo de ensayo, trabajando con un mondmero, provocamos una
competencia artificial a favor de las areas interfaciales del mondémero implicadas en las
interacciones que estabilizan el dimero y el tetramero y, por ello, comportan un elevado
nimero de residuos hidrofobos. A pesar de eso, el reparto sigue el mismo esquema
anterior (Lamina I. 14 B). Un 24 % de los complejos conciernen al “lazo 1707, y la
primera ocurrencia con éste se produce en el noveno intento. Se nota un leve descenso
de las interacciones con el “lazo 170, y un incremento de la ocurrencias a nivel de las
areas interfaciales. Si el acoplamiento geomético genera falsos positivos por utilizar
todos los residuos, el hidrofobico realiza una mejor seleccion de los atomos susceptibles
de interaccionar. El resultado confirma la existensia de un componente hidrofobico en la
interaccion entre la Trx £y el “lazo 170”.
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Lamina L 15. Diagrama de las interacciones en el complejo de tipo geométrico HL2gf14.

En rojo los residuos de la Trx £, y en morado los de HL2. Hay que afiadir 4 al mimero del residuo de Trx f
para que éste corresponda a la realidad. De igual modo, hay que afladir 9 a la numeracion de HL2.

1. Residuos de primera superficie; 2. Residuos de segunda superficie; 3. Enlace hidrégeno y su longitud;

4. Residuos implicados en interaccion hidrofébica; S. Atomos correspondientes implicados en la
interaccion.




Resultados

Area

C-terminal 44
N-terminal y 32
“lazo 50-72”
“lazo 170” 24

Tabla I. 6. Distribucion de las posiciones del ligando con respeto a la FBPasa HL2 en los 100
primeros intentos.

Donador Acceptor Distancia (A)
ARG HL2 111 PRO Trxf 41 2.88
CYS Trxf 36 PRO HL2 142 1.29
THR Trxf 26 ASN HL2 143 1.98
ASP HL2 144 CYS Trxf 33 3.15
ILE Trxf 39 GLU HL2 145 OE2 2.78
ALA Trxf 39 GLU HL2 145 OE2 2.81
ASP Trxf 27 ASP HL2 149 ODI 3.18
PHE Trxf 29 PHE HL2 150 O 2.64
GLN Trxf 62 GLN HL2 164 OEl 3.22
GLN HL2 164 ASP Trxf 59 OD2 2.06
ARG HL2 165 GLU Trxf 6 O 2.82
CYS HL2 166 CYS Trxf 60 O 3.12
LYS Trxf 69 CYS HL2 166 SG 2.93

Tabla 1.7. Enlaces de hidrégeno entre los residuos de la primera superficie del complejo de tipo
hidrofébico n® 17 (Lamina 1. 16) entre la Trx /'y HL2.

El diagrama del complejo 17 (HL2hf17) generado por Ligplot ensefia que las
dos cisteinas reactivas (33 y 36) de la Trx f estan en primera superficie (Lamina 1. 16).
La cisteina 166 del “lazo 170" se encuentra en la misma area, y la 146 esta implicada en
la interaccion hidrofobica. Este otro ejemplo sugiere la posibilidad de interaccion entre
las cisteinas protagonistas de las dos entidades, dado que por el juego de los reajustes
locales los residuos pueden ser llevados a su sitio idoneo.
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Limina L 16. Diagrama de unas interacciones en el complejo de tipo hidrofobico HL2hf17.

En rojo los residuos de la Trx fy en morado los de HL2. Hay que afiadir 9 al mimero de los residuos de HL2,
y 4 a los de Trx £, para que la numeracion del diagrama corresponda a la real.

1. Residuos de primera superficie; 2. Residuos de segunda superficie; 3. Enlace hidrogeno y su longitud;

4. Residuos implicados en interaccion hidrofobica; 5. Atomos correspondientes implicados en la interaccién.
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Resultados

6.3. Acoplamiento de baja resolucion

En este ultimo ensayo la competencia a favor de las areas interfaciales es aun
mayor. Efectivamente, la minimizacion de los residuos hidrofilicos en la interaccién que
comporte este método, concentra las interacciones en las zonas interfaciales del
monémero y reduce por lo tanto el nimero de impactos positivos con el “lazo 1707
(Lamina I. 14 C). Este resultado pone de relieve el componente puramente hidrofobico
del “lazo 170 en la interaccion con este ligando, resultado que, como el precedente,
indica que el algoritmo GRAMM identifica las areas de la BPasa HL2 segin su grado
de hidropatia.

Area N° puntos
Interfaz 57

“lazo 170” 3

Otra 40

Tabla I. 8. Distribucion de las posiciones del ligando con respeto a la FBPasa HL2 en los 100
primeros intentos.
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I. II. DISCUSION

Las herramientas de la bioinformatica permiten disefiar entidades proteicas y
establecer de manera previa sus caracteristicas estructurales. Este trabajo se propone
estudiar FBPasas citosolicas quiméricas construidas por insercion de un fragmento
vinculado a la modulacion rédox de la proteina cloroplastidica implicada en la
fotosintesis. Las preguntas que nos sirvieron de guia fueron las siguientes. ;Cual es la
estructura mas probable de cada una de esas entidades? ;Estan conformes sus
estructuras a las leyes estereoquimicas para ser viables? Tratandose de enzimas
quiméricas, jcuales son las caracteristicas heredadas, o nuevas, que permiten
identificarlas?

1. ESTRUCTURA PRIMARIA

Una etapa importante en la caracterizacion de una proteina es su identificacion
por medio de anticuerpos especificos. Los algoritmos ubican los sitios antigénicos
responsables del acoplamiento con anticuerpos en los lazos hidrofilicos de la superficie
de la proteina. El calculo de la hidrofilicidad media de segmentos a lo largo de la cadena
proteica, segun el método de Parker ef al. (1986), sugiere algunas conclusiones. Si las
zonas de mayor hidrofilicidad corresponden a los epitopos, deberia existir reaccion
inmunolégica cruzada entre la FBPasa humana y la enzima del cloroplasto de Pisum
sativum, la misma razon por la que el anticuerpo contra la FBPasa cloroplastidica de
espinaca reconoce a la enzima de rata. El analisis del perfil antigénico de las FBPasas
quimeéricas construidas sugiere que esas entidades podrian ser identificadas por un
anticuerpo contra la enzima humana, o contra la enzima del cloroplasto de guisante.

Se ha puesto de evidencia que los anticuerpos contra la FBPasa cloroplastidica
de trigo (Triticun aestivum) y de guisante no reconocen la enzima citosolica (Raines ef
al., 1988; Sahrawy et al., 1990). Lo mismo ha sido observado con el anticuerpo contra
la FBPasa citosolica de espinaca con respeto a las enzimas cloroplastidicas de espinaca,
guisante, soja, remolacha y maiz (Fonolla et al., 1994; Hur et al., 1997). De otra parte,
un anticuerpo monoclonal contra la FBPasa cloroplastidica recombinante de trigo
presenta reaccion cruzada con extractos foliares de otras variedades de trigo (7riticum
spelta, T. durum), y con preparaciones homogéneas de Spinacia oleracea y Brassica
napus (Hagelin ef al., 1996). Estas reacciones cruzadas del anticuerpo monoclonal con
enzimas de diferentes especies vegetales indica la persistencia de un epitopo comun. El
reconocimiento de la FBPasa de mamifero por el anticuerpo de la enzima
cloroplastidica se debe también a un epitopo comun, lo que indica una mayor cercania
entre las enzimas cloroplastidica y de mamifero, que entre las restantes parejas. Esto
sugiere que a la hora de generar arboles filogénicos, habra que tener en cuenta datos
estructurales, y no sblamente informaciones relativas a la estructura primaria de las
entidades analizadas.
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2. ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL

La prediccion de la conformacion de proteina a partir de secuencia de aminoacidos,
se basa en la idea que la estructura de proteina nativa corresponde a un sistema en
equilibrio termodindmico con una energia libre de Gibbs minima (Anfinsen, 1973). De
otra parte, un niimero limitado de plegados se encuentra en la ruta de conformacion de
proteina a pesar de las infinidades posibles (Levinthal, 1968). Factores biologicas como
disulfur-isomerasa o chaperonina, reducen la barrera de energia de transicion de
conformacidn y protegen plegamientos intermediarios de la agregacion. La hipotesis
termodinamica y la paradoja de Levinthal, han estimulado la investigacion
computacional en la prediccion de estructura tridimensional de proteina, teniendo en
cuenta que no hay necesariamente un camino recto entre secuencia, estructura y funcion
(Thornton, 1995).

Los métodos para obtener informacion sobre la estructura de proteinas a partir de la
secuencia de aminoacidos se desarrollan rapidamente. De momento, se reparten en 4
categorias. La primera se basa como ya hemos dicho, en la modelizacion por
homologia, por la que se establece la estructura de una proteina diana a partir de una o
varias estructuras conocidas, cuando hay una clara relacion secuencial entre ambas
(Johnson et al., 1994; Bajorath ef al., 1994, Holm et al., 1994). La segunda es el
reconocimiento conformacional (threading), o conformacion inversa, cuyo objetivo es
obtener un modelo tridimensional lo mas correcto posible alineando los residuos de la
secuencia diana con las coordenadas de una base de datos estructurales conocida (Jones
et al., 1992; Lermer et al., 1995). La tercera, la prediccion estructural ab initio, difiere
de las dos precedentes en la medida en que se basa en técnicas diversas, generandose la
estructura de la proteina diana sin el uso directo de estructura conocida. Los métodos
utilizados van desde la simulacién atomica hasta predicciones basadas en estadistica de
residuos. Los métodos ab initio generan predicciones a diferentes niveles de detalle y
exactitud, reflejando los problemas no resueltos (Rooman et al., 1991; Benner ef al.,
1994). La ultima categoria concierne la prediccion del modo de asociacion de ligandos
y proteinas por acoplamiento (docking) (Vakser y Aflalo, 1994; Vakser, 1996a, 1996b,
1996¢). La conformacion por homologia, junto con la conformacion inversa, es la
técnica mas desarrollada y eficiente. Generan modelos relevantes del cuerpo proteico,
aunque no siempre consiguen un disefio correcto de los lazos que integran los elementos
de estructura secundaria. Para ello se han desarrollado otros algoritmos que llevan a
cabo esta tarea (Rosenbach y Rosenfeld, 1995).

Estos métodos son, de cierto modo, complementarios. En efecto, la aplicacion de la
modelizacion por homologia estd a menudo limitada por la falta de estructuras
conocidas con suficiente similitud secuencial con la proteina diana. La conformacion
inversa puede superar esta dificultad en determinados casos. Se estan desarrollando
métodos hibridos, asociando ambas técnicas, con resultados apreciables (Aszodi ef al.,
1997).

La modelizacién de la estructura de las FBPasas quiméricas se realizé6 por SWISS-
MODEL, que es una estacion de modelizacion de proteinas por homologia. Este
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servidor esta totalmente automatizado, no requiriendo intervencion humana en el
proceso. Dispone de herramientas siguientes: BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), (Altschul et al., 1991), SIM (Similarity) (Huang y Miller, 1991), y ProMod II
(Protein Modelling) (Peitsch, 1995), para alineamiento de secuencias. Comparan los
modelos con PoMod /ProMod II. La minimizacion de energia se realiza por medio de
Gromos 96 (van Gunsteren ef al., 1996). La evaluacion del modelo esta a cargo del
cliente, ya que SWISS-MODEL no proporciona este servicio; el SWISS-PDBViewer
dispone de las herramientas para ello.

La extrapolacion de la estructura de las FBPasas quiméricas se hizo con respecto al
perfil mas relacionado, la familia inositol-monofosfatasa / fructosa-1,6-bisfosfatasa
(Zhang et al., 1993). Un perfil se compone de un alineamiento estructural multiple de
secuencias. Cada posicion contiene informacién relativa al tipo de residuo mas
adecuado, asi como las posiciones del perfil que mas toleran los huecos. Aparecen
también divergencias. Hay posiciones altamente conservadas y otras sujetas a
variabilidad. Estas estan, en general, expuestas al solvente y pueden orientarse con un
grado de variabilidad dependiente de las cadenas laterales. Al contrario, los
aminoacidos cuya posicion es muy conservada pueden estar implicados en la
estabilizacion de la estructura terciaria de la proteina, o participar en el acoplamiento de
sustrato, cofactor u otros subunidades de la proteina. En el tratamiento de una entidad,
el perfil dard mas peso a las regiones conservadas que a las demas, tales como lazos, y
vueltas, etc.

El alineamiento de las FBPasas quiméricas con este perfil pone de relieve las zonas
menos conservadas, y, por lo tanto, mas sujetas a variabilidades. Se trata esencialmente
del fragmento incluido entre la extremidad N-terminal y la hélice H3. Esas
discrepancias se notan sobre todo en HL1 y BV1. A nivel funcional esta zona, junto con
el “lazo 1707, son las dos regiones que diferencian las citosolicas de sus homologas
cloroplastidicas. El hecho de juntar dos heterodominios genera esta dificultad de alinear
correctamente las secuencias.

El alineamiento de las quiméricas con el perfil ha generado modelos cuyo
RMSD minimo corresponde a 11SPI para HL1 y BV1, 11FSA para BV2 y 11FTA para
HL2. La extension del “lazo 50-72” en BV2 y HL2 es propia de FBPasas con una
estructura alostérica T.

El “lazo 170”, como todas las estructuras de este tipo, resulta dificil de predecir
con seguridad. El lazo corresponde a la parte mas flexible de la entidad y, por ello,
presenta un factor B elevado. Este factor es un indicador de la vibracion de los atomos
en el cristal. La densidad electronica de un atomo baja con la vibracion térmica. B,
expresado en A%, indica que la desviacion del movimiento es slamente en la direccion
perpendicular al plano de reflexion, y describe una area circular. En general, un factor
de temperatura por encima de 50 A” indica que la posicion atomica es poco definida. El
limite superior del factor B se fij6 en 100 A% Un valor de 100 A? significa que la
posicion atémica no es definida. En la estructura de Villeret ef al. (1995), el “lazo 170”
presenta una alta temperatura cristalografica, o sea, es poco definido. Asi que no se
puede esperar una mejor definicion de este lazo en las quiméricas que la que presenta la
referencia 1SPI.
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La conformacién del lazo es también muy dependiente de la orientacion de las
estructuras secundarias que le bordean (Srinivasan, 1991). La diferencia del “efecto
borde” en el caso de las quiméricas debe ser minima en la medida en que esta insertado
en cada caso entre las hojas beta E4 y ES, correspondiente a su ubicacion en la proteina
silvestre. No obstante, la existencia de hélices 31 en y al final del lazo de BV1B y HL1
llaman la reflexion siguiente. Se trata de saber si el “lazo 170”, insertado en otro
contexto que el silvestre, conserva la conformacion que le proporciona la flexibilidad y
accesibilidad que le permite interaccionar con moléculas como la tiorredoxina o el DTT.

3. EVALUACION DE LOS MODELOS

La evaluacion de las calidades estructurales de un modelo es la Gltima etapa en el
proceso de modelizacion. Para evaluar los modelos de las FBPasas quiméricas, hemos
seguido, en lo que era posible, las recomendaciones establecidas por el “Second Meting
on the Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction” (CASP2,
Asilomar, 1996; http:/ www.mrc-cpe.cam.ac.uk/), (Dunbrack et al., 1997, Venclovs et
al., 1997), asi como las de SWISS-MODEL.

La modelizacién por homologia puede ser considerada como una serie de etapas
relacionadas, comportando: alineamiento de secuencia, eleccion de moldes,
construccién de las diferentes partes de la proteina (cuerpo, lazos y cadenas laterales), y
minimizacién de energia. Cada etapa del proceso tiene consecuencia en la siguiente, de
modo que errores cometidos en las primeras fases condicionaran la calidad final del
modelo. La primera tarea en la modelizacién por comparacion consiste en buscar todas
las estructuras proteicas relacionadas con la diana, algunas de las cuales serviran de
moldes. Esta tarea es facilitada por la existencia de bases de datos, como PIR (George et
al., 1986), GENBANK (Burks y Burks, 1988), SWISS-PROT (Bairoch y Boeckmann,
1991), PDB (Abola et al., 1987), asi como de algoritmos para la busqueda exhaustiva y
comparacion de la diana con cada una de las secuencias de la base de datos. En el
alineamiento, se utilizan programas comerciales como ICM (Cardozo ef al., 1995),
COMPOSER de Tripos 0 MODELLER de MSI (Sali y Brunell, 1993), programas mas
populares basados en el método de Smith-Waterman (BESTFIT de GCG), de
Needleman-Wunsch (FASTA, GAP), de hidden Markov (CLUSTALW), o programas
caseros. El alineamiento secuencia/secuencia tiene siempre mayor identidad que el
alineamiento estructura/estructura. En efecto, en el primero, se optimiza la secuencia,
mientras que el segundo, se optimiza algo que presenta otro grado de complejidad, la
superposicion estructural. Colecciones de alineamientos facilitan el uso y el desarrollo
de la prediccién por homologia (Sali y Overington, 1994). Una vez identificadas las
estructuras relacionadas con la diana, la segunda tarea consiste en generar un
alineamiento miltiple de la diana con todos los moldes potenciales. Esta etapa es
importante, puesto que la calidad del alineamiento determinara la exactitud del modelo
tridimensional. De este alineamiento se genera un patron que servird para construir el
modelo. Los tres “componentes” de la proteina diana (el cuerpo constituido por las
regiones mas conservadas, las cadenas laterales y los lazos) son conformados a partir de
estructuras homoélogas, o equivalencias encontradas en los moldes o en los bases de
datos.
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La evaluacion de este tipo de modelo, tras la etapa de minimizaciéon de energia,
indica que los errores tipicos de la prediccion estructural por comparacion son de 4 tipos
(Sali et al., 1995). El primero se debe al empaquetamiento de cadenas laterales. Los
otros tres se relacionan con un desplazamiento o distorcion de regiones correctamente
alineadas con los moldes (lazos, hélices o laminas), con segmentos que no encontraron
equivalentes en ninguno de los moldes (i.e. insercion de lazos), o con regiones que han
sido alineadas de manera incorrecta con los moldes (lazos o segmentos mas largos, con
una baja similitud en los moldes). En general, los tres Gltimos tienden a desaparecer a
medida que aumenta el porcentaje de identidad entre la diana y los moldes.

De lo antedicho se deduce la importancia de un correcto fundamentado en el grado
de identidad secuencial. El problema del alineamiento constituye la mayor fuente de
error en la modelizacion por homologia (Johnson ef al., 1994). Se ha establecido el 50
% como un valor de calidad. En efecto, en esta zona de similitud se espera una
desviacion de 1 a 1.5 R de la cadena principal. Por debajo del 50 % de identidad la
desviacion de las zonas no relacionadas crece de manera importante (Hilbert ef al,
1993).

La calidad del modelo es también funcion de la bondad del perfil utilizado. En ello
intervienen los diferentes moldes. Una estructura experimental puede ser utilizada como
molde si es exacta y relevante. La mejor medida de la exactitud de una estructura vendra
dada por la comparaciéon de la misma determinada de manera independiente en
diferentes laboratorios, con una resolucion de 2 A como maximo, y un factor R que no
supere el 20 %. Esa comparacion mostrara que las zonas ordenadas presentan una
desviacion de unas décimas de A. En las zonas menos ordenadas, en cambio, pueden
presentarse problemas de posicionamiento de la cadena principal, asi como de las
laterales. La relevancia hace referencia a los datos relativos al entorno del cristal que se
han incorporado en las informaciones relativas a la estructura, tales como la presencia
de un ligando, residuos en contacto con los bordes del cristal, etc.

El factor R se refiere al acuerdo entre el modelo y los datos experimentales a partir
de los cuales fue generado. En efecto, tras la obtencion de los datos de difraccion, hay
que construir un modelo de la proteina correspondiente al mapa de densidad electronica
experimental, y que éste quepa dentro de las leyes estereoquimicas que definen valores
ideales de longitud de enlaces, de angulos de enlaces, de distancia de interaccion de van
der Walls, etc. Este proceso, denominado de “refinamiento”, emplea herramientas
estadisticas para determinar la conformidad del modelo con los datos experimentales y
los valores estereoquimicos. La desviacion entre el modelo y los datos reales se
denomina factor R o residuos cristalograficos. Un factor R del 20% indica que el
modelo es probablemente correcto, siendo excelente si es del 15%.

Otra forma de verificar la calidad de un molde es por medio de las coordenadas
atomicas. Estas proporcionan varios parametros tanto globales como locales para
evaluar la calidad intrinseca de la estructura. Los parametros globales son la
distribucién de 4ngulos de torsién ¢, y y %1 asi como la energia de enlace hidrégeno.
Los parametros locales se refieren a los angulos ¢ de la prolina, la planaridad de los
enlaces peptidicos, la longitud y el 4ngulo de torsion %3 de los puentes disulfuros. Esos
parametros constituyen una buena guia de la calidad de una estructura, junto con los 2
parametros claves que son la resolucion y el factor R. Hay una clara correlacion entre
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esos parametros. Cuando sube la resolucion, la distribucion de los parametros globales
se reduce, y la longitud de los enlaces y los angulos de torsion vuelven a coincidir con
valores estereoquimicos aceptados como normales (Morris et al., 1992).

En lo que respecta a los modelos tedricos de las FBPasas quiméricas, el porcentaje
de identidad entre las dianas y los moldes supera el 70 %, lo que cumple con los
criterios precedentes. El alineamiento que se hizo con el perfil mas relacionado, el de la
inositol-monofosfatasa/fructosa-1,6-bisfosfatasa, muestra un RMSD de coordenadas
aceptable a nivel de la cadena principal y de los carbonos alfa. El color azul de la
cadena principal en el alineamiento estructural significa lo antedicho. Una desviacion
mayor se observa a nivel de los lazos. Estas desviaciones caben dentro de aquéllas
observadas entre las subunidades de un mismo tetramero. Se puede concluir que los
modelos teoricos coinciden con modelos estructurales de FBPasas. Este dato supone
que la insercién del lazo introduce pocos cambios en el cuerpo de la estructura
tridimensional. No obstante, este primer criterio no es suficiente, puesto que un bajo
RMSD no garantiza una normalidad de las caracteristicas estereoquimicas de las
entidades, aunque un RMSD elevado tampoco es indicativo de problemas estructurales.
Esto puede provenir de una referencia inadecuada.

La distribucion de los angulos ¢ y v, representada en el diagrama de
Ramachandran, constituye una buena guia de la calidad de una estructura con respecto
a lo que se observa en las demas estructuras. La referencia 1FTA es el caso tipico de
una buena estructura, ya que presenta mas del 90 % de los residuos en el area [A, B, L].
1FSA se acerca a dicho valor con 81 %, lo que contrasta con 1SPI, que presenta
solamente un 59 %. El analisis de la estructura de 1SPI por el algoritmo de evaluacion
WHAT IF indica que la estructura de esta proteina ha sido resuelta correctamente, pero
su “refinamiento” fue bastante pobre. En consecuencia, esta estructura sera incorrecta o
inhabitual.

El analisis de PROCHECK indica que los modelos de HL2 y BV2 son mas
acertados que los de BV1 y HL1. En particular, HL2 presenta 87.5 % de los residuos en
el area [A, B, L], y O en las areas no permitidas. La representacion de Ramachandran
permite evaluar las dos soluciones de BV1. El modelo de BV 1a, que presenta un 83.7 %
de los residuos en la zona [A, B, L], es mas conforme que los datos de BV1b (76.4 %).
HL1 y BVI1b presentan la misma caracteristica, lo que denota que las calidades
estereoquimicas de la cadena principal de ambas entidades son relativamente pobres,
caracteristicas que pueden provenir del molde 1SPI. En cualquier aquel caso,
convendria descartar 1SPI como molde hasta que se cristalice y resuelva correctamente
otra FBPasa cloroplastidica, ya que no se deben establecer conclusiones generales a
partir de una sola estructura. Estas caracteristicas pueden también provenir de las
calidades intrinsecas de las entidades, a saber, que la construccion de tipo X1,
implicando la unién de dos heterodominios, no permite obtener una enzima con
calidades estereoquimicas suficientes. En aquel caso es probable que precipiten la
mayoria de esas proteinas expresadas en E. coli.

El factor G constituye otro indice de normalidad, combinando parametros globales y

locales. En todo caso, las caracteristicas de los modelos de las FBPasas quiméricas son
conformes a las que han sido establecidas a partir de estructuras correctas. Hay que
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destacar, de nuevo, la mejor conformidad de HL.2 y BV2 respecto a los criterios de
calidad aceptados.

4. INTERACCION

Basandose en los datos precedentes, se ha utilizado el modelo HL2 y el de la
tiorredoxina f de guisante, para evaluar las interacciones entre esas dos entidades, en
general, y en particular, la posibilidad de acoplamiento al nivel del “lazo 170” tal cual
modelizado. Esta experiencia ha sido realizada con el algoritmo GRAMM, uno de los
tres programas que lograron identificar correctamente el acoplamiento de la diana
T0018 de CAPS2 (Dunbrack et al., 1997). Ensayos de acoplamiento estocastico generan
un 30 % de complejos con el lazo, con criterios geométricos y 24 % con criterios
hidrofobicos. Este resultado pone de evidencia la posibilidad de la interaccion entre esas
dos entidades en el area del lazo, sin descartar otras posibilidades. El analisis de los
residuos por el algoritmo Ligplot ensefia que, en general, en los complejos formados las
cisteinas reactivas de las dos entidades estan en la primera superficie de contacto, lo que
constituye un buen punto de partida para una posible interaccion. Para confirmar ésta
haria falta que el lazo de HL2 tenga la conformacion idonea, y que los grupos tioles
estén orientados adecuadamente.

Dentro de los limites de la presente experiencia, se puede subrayar que este
acoplamiento requiere que el lazo forme una estructura que sobresalga del cuerpo
proteico. En efecto, ensayos de acoplamiento con las entidades HL1 y BV1 no
generaron complejos a nivel del lazo en los 100 primeros intentos con los mismos
parametros utilizados con HL2. Este dato se debe, sin duda, a la conformacion del lazo
en las entidades HL.1 y BV1, la misma que se encuentra en la estructura 11SP1, y que
parece menos favorable a la interaccion con el efector.

En el modelo de la tiorredoxina utilizado, los grupos tioles estan oxidados, de tal
modo que no se pueden formar enlaces disulfuros entre las dos entidades. En cualquier
caso, el acoplamiento se produce y confirma la presencia del componente hidrofobico
en la interaccion de la tiorredoxina con la FBPasa cloroplastidica. De otra parte, se
deduce que, in vitro, un porcentaje elevado de tiorredoxina oxidada en el medio
reaccional, puede competir con la reducida en el acoplamiento con la FBPasa.

A la vista de las posibilidades de interaccion de la Trx f con la FBPasa, se puede
preguntar si la acciéon de la Trx se limita unicamente al intercambio electronico por
medio del acoplamiento con el “lazo 1707, segun la hipétesis conocida, o si pudiera
tener otros papeles adicionales con respeto a la enzima cloroplastidica. Esto ha sido
postulado por Hermoso er al. (1996) para explicar el hecho de que la FBPasa
cloroplastidica de guisante, preincubada con tiorredoxina en presencia de una proteina
de fusion que incorpora el “lazo 170”, no experimenta una inhibicidon competitiva.
Antes bien la enzima aparece mas y mas activa a medida que aumente la concentracion
del “lazo 1707, lo que parece indicar que la union de la tiorredoxina con el punto de
anclaje de la FBPasa (“lazo 170) introduce en aquélla cambios estructurales que le
hacen mas funcional.
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Los diagramas generados por el algoritmo Ligplot sugieren que se pueden formar
numerosos enlaces hidrogeno entre los residuos de la tiorredoxina con los del "lazo
170", y que el complejo es estabilizado por interacciones hidrofébicas. En
consecuencia, este complejo debe ser bastante estable, y deshacerlo debe ser costoso en
energia. El intercambio electronico entre las dos entidades se explica por un ataque
nucleofilico de la cisteina mas reactiva de la tiorredoxina sobre una cisteina del "lazo
170", con formacioén de un complejo intermediario inestable. La reaccion se completaria
con la liberacion de la FBPasa reducida y la Trx oxidada (Droux et al, 1988). Tras la
reduccion de la enzima, jes necesario que se disocie el complejo para que funcione la
FBPasa ? Desde luego se puede proponer la hipétesis de la permanencia del complejo
FBPasa-Trx, en cuyo caso, la presencia de la Trx impediria que se reoxide la enzima; o
sea, mantendria la enzima en su conformacion activa, de modo que una molécula de
FBPasa se activaria una sola vez antes de degradarse. Para averiguar la actividad de la
entidad FBPasa-Trx proponemos que se forme este complejo in vitro segin la técnica de
Sahrawy et al. (1997) y, tras su analisis por electroforesis nativa, realizar una tincion
por actividad segun el método de Chen ez al. (1956), a pH 7.9 en presencia de Cl:Mg 1
mM. Si la entidad FBPasa-Trx presenta actividad enzimatica, habriamos demostrado
que la disociacion del complejo no es imprescindible para la actividad de la enzima.
Recientes trabajos del grupo de Y. Meyer (1999) describen un método para una mayor
estabilizacion del complejo de la tiorredoxina con la enzima diana. Puesto que el ataque
nucleofilico de ésta tiene lugar via la cisteina de aquélla mas préxima al lado N-
terminal, con formacién de un complejo fugaz que rapidamente es roto por intervencion
del segundo resto ~SH de la tiorredoxina, la anulacion de éste — por ejemplo, por un —
mutagénesis dirigida - impedird que la segunda fase tenga lugar, estabilizandose el
complejo. Por este procedimiento (Verdoneq et al., 1999) han conseguido aislar el
complejo de Trx / con la peroxiredoxina, una proteina dependiente de tiorredoxina que
aparece en situaciones de estrés en plantas.

El ensayo efectuado con el modelo monomérico HL2 indica que la tiorredoxina
puede acoplarse en las 4reas interfaciales con mayor frecuencia que en el lazo. Ante la
imposibilidad de cuantificar la constante de disociacion de tales entidades, la formacion
de complejos tiorredoxina-FBPasa con las formas monoméricas y diméricas, puede
generar un numero notable de falsos positivos que deberian tenerse en cuenta, por
ejemplo, en la realizacion de Western blots de afinidad.

En el modelado de acoplamiento hemos utilizado {inicamente los componentes
hidrofobico y geométrico. Para acercarse a la realidad habria que disponer de un
algoritmo capaz de combinar y ejecutar en el mismo intento los componentes
hidrofébico, electrostatico, geométrico, y considerar los reajustes locales de las
coordenadas que ocurren en el lugar de la interaccion.

El “lazo 170” es una estructura flexible, sobre todo cuando las cisteinas dianas estan
reducidas. En la estructura 1SPI no presenta una conformacion claramente determinada,
y es posible que su perfil siga igual en otras estructuras de la enzima cloroplastidica si
no se acompleja este lazo con otras moléculas para que tenga una densidad electronica
adecuada para su resolucion por rayos X. El algoritmo GRAMM permite seleccionar los
residuos que deben interaccionar tanto en el ligando como en el receptor. Se pueden
generar conformaciones teoricas del “lazo 170” por reconstruccion de coordenadas vy,
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luego, por el juego de reajustes constantes, buscar las conformaciones optimas del “lazo
170”, soportando las formas tanto reducida como oxidada de las 3 cisteinas, y
explicando la eficiencia de la transferencia electronica entre los residuos de la
tiorredoxina y los de la FBPasa. Esas conformaciones podrian sugerir algunos
elementos relativos a los reajustes conformacionales que ocurren en el tetramero en su
interaccion con la tiorredoxina.

5. CONCLUSION

La realizacion de modelos tedricos es una herramienta importante en ingenieria de
proteinas por su capacidad de sugerir. Permite evaluar un concepto y orientar
intervenciones. En este trabajo hemos generado entidades tedricas como paso previo a
su realizacion experimental. Estas entidades presentan el mismo perfil que las FBPasas
recombinantes conocidas. La evaluacion de los parametros globales indica que esas
estructuras, sobre todo las construcciones X2, presentan caracteristicas estereoquimicas
habituales. Asi, si esas FBPasas quiméricas se conforman dentro de los limites de los
modelos desarrollados, tendran una viabilidad bioldgica y un interés biotecnologico.
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Resultados

IL. I. RESULTADOS

1. CONSTRUCCION

Las proteinas quiméricas BV1 y HL1 (Lamina II. 1), y BV2 y HL2 (Lamina II. 2)
fueron construidas por PCR a partir de los genes de las FBPasas cloroplastidica de
Pisum sativum (PS), citosolica de Beta vulgaris (BV) y gluconeogénica de higado
humano (HL). Las condiciones operativas del PCR (concentracion de dNTP, de
polimerasa, niimero de ciclos, temperatura y tiempo de hibridacion, “hot start”, etc.)
fueron ajustadas en funcion del fragmento a sintetizar, a fin de optimizar la reaccion. El
enlace de los fragmentos se hizo en gel de agarosa con bajo punto de fusion, en tampon
TAE con baja concentracién de EDTA para asegurar la disponibilidad del ion magnesio.

Para obtener los genes quiméricos, el buen disefio de los cebadores se revelo
determinante, sobre todo para las entidades BV2 y HL2. No se generaron bandas
inespecificas. El tamafio de las bandas correspondientes a los genes sintetizados era
conforme a lo teorico (Lamina II. 3).

Los genes obtenidos fueron cortados por las enzimas de restricciones ad hoc y
clonados en el vector de expresion de la familia pET. Los fragmentos intermediarios, asi
como los genes quiméricos finales fueron secuenciados para averiguar la fidelidad de la
replicacion, en general, y la exactitud de los puntos de enlace en particular. Dentro de
los limites de esta comprobacion, estos se revelaron tal cual se disefiaron, sin que se
detectara ninguna mutacion respeto a los aminoacidos originales.

Ejemplo de la serie HL:

Secuencia inversa y complementaria:

>HL1
1...CGGGATTAT ACATATGGCT GACCAGGCGC CCTTCGACAC GGACGTCAAC

51,
101
151
201
251
301
351
401

ACCCTGACCC
CGAGTTGACC
TTTCGGCGGT
TCTACCAACG
CGACCTGGTT
TGTCAGAAGA
AAATATGTGG
CCTTGTGTCC

GTTTTGTCAT
CAGCTGCTCA
GCGCAAGGCG
TAACAGGTGA
ATGAACATGT
AGATAAACAC
TCTGTTTTGA
GTTGGAACCA

GGGAGAGGGC
ACTCGCTCTG
GGCATCGCGC
TCAAGTTAAG
TAAAGTCATC
GCCATCATAG
TCCCCTTGAT
TTTTTGGGAT

109

AGGAAGGCCC

GCGGCACGGG

CACAGCAGTC AAAGCCATCT

ACCTCTATGG
AAGCTGGACG
CTTTGCCACG
TGGAACCGGA
GGATCTTCCA
TTACAGCCCC

CATTGCTGGT
TCCTCTCCAA
TGTGTTCTCG
GAAAAGGGGT
ACATCGATTG
AATGACGAGT
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451
501

GTCTTCCTGA TTTTGGTGAT GACTCTGATG ACAACACACT TGGCACAGAA

GAACAAAGG

traduccion:

>HL1
MADQAPFDTD VNTLTRFVME EGRKARGTGE LTQLLNSLCT AVKAIFSAVR
KAGIAHLYGI AGSTNVTGDQ VKKLDVLSND LVMNMLKSSF ATCVLVSEED
KHAITIVEPEK RGKYVVCFDP LDGSSNIDCL VSVGTIFGIY SPNDECLPDF

1
51
101
151

1
5l

GDDSDDNTLG

>HL2

GGATTTTGGT
GGTGCATTGT
TACGCACTGT
GGTCAACTGC
ACAAGGATGT
GCGTACGCTA
GAAGTTCCCC
CCATGGTGGC

Traduccién

>HL2

1...DFGDDSDDN

51

101

GVNCFMLDPA
KKFPPDNSAP

TEEOR.: w.v s

GATGACTCTG
GAATGTGTGT
ATGGCAGTGC
TTCATGCTGG
GAAGATAAAA
AGGACTTTGA
CCAGATAATT
TGATGTTCAT

TLGTEEQRCT
IGEFILVDKD
YGARYVGSMV

ATGACAACAC
CAACCAGGCC
CACCATGCTG
ACCCGGCCAT
AAGAAAGGTA
CCCTGCCGTC
CAGCTCCTTA
CGCACTCTGG

VNVCQPGRNL
VKIKKKGKIY
ADVHRTLVYG

ACTTGGCACA
GGAACCTGGT
GTCCTTGCCA
CGGGGAGTTC
AAATCTACAG
ACTGAGTACA
TGGGGCCCGG
TCTACCGAC

VAAGYALYGS
SLNEAYAKDF

GAAGAACAAA
GGCAGCCGGC
TGGACTGTGG
ATTTTGGTGG
CCTTAACGAG
TCCAGAGGAA
TATGTGGGCT

ATMLVLAMDC
DPAVTEYIQR
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Lamina IL.1. Construccion de las entidades X1. Esquema de la construccion ().
Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los fragmentos intermediarios (II).
Fragmento (HL1) resultante del enlace de A con LB (III).
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Citosolica Cloroplastidica
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Lamina I1.2. Construccion de las entidades X2 (T). Electroforesis de los
fragmentos intermediarios en gel de agarosa al 2% : A (1), AL (2), B (3),
LB (4) (II). Obtencion del gen quimérico (III). Patrones de marcadores
moleculares (M).




Resultados

0L

Lamina IL. 3. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de fragmentos de

ADN correspondiendo a los genes de la FBPasa citosolica de Beta vulgaris (2),
de BV1 (3) y BV2 (4) (A); de la FBPasa humana (2), de HL1 (3) y HL2 (4) (B).
Patrones de marcadores moleculares (1).
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Secuencia inversa y complementaria:

>HL2

1
51
101
151
201
25 11
301
351
401
451
501

CGGGATTATA
CCCTGACCCG
GAGTTGACCC
TTCGGCGGTG
CTACCAACGT
GACCTGGTTA
GTCAGAAGAA
AATATGTGGT
CTTGTGTCCG
TCTTCCTGAT

traduccidn

>HL2

1.
5i.
101

. .MADQAPFDTD

KAGIAHLYGI
KHATIIVEPEK

CATATGGCTG
CTTCGTCATG
AGCTGCTCAA
CGCAAGGCGG
GACAGGTGAT
TGAACATGTT
GATAAACACG
CTGTTTTGAT
TTGGAACCAT
TTTGGTGATG

VNTLTREVME
AGSTNVTGDQ
RGKYVVCFDP

ACCAGGCGCC
GAGGAGGGCA
CTCGCTCTGC
GCATCGCGCA
CAAGTTAAGA
AAAGTCATCC
CCATCATAGT
CCCCTTGATG
TTTTGGGATT
ACTCTGATGA

EGRKARGTGE
VKKLDVLSND
LDGSSNIDCL

CTTCGACACG
GGAAGGCCCG
ACAGCAGTCA
CCTCTATGGC
AGCTGGACGT
TTTGCCACGT
GGAACCGGAG
GATCTTCCAA
TACAGCCCCA
CAACACACTT

LTQLLNSLCT
LVMNMLKSSF
VSVGTIFGIY

GACGTCAACA
CGGCACGGGC
AAGCCATCTC
ATTGCTGGTT
CCTCTCCAAC
GTGTTCTCGT
AAAAGGGGTA
CATCGATTGC
ATGACGAGTG
GGCACAGAAG

AVKAISSAVR
ATCVLVSEED
SPNDECLPDF

151 GDDSDDNTLG

2. EXPRESION Y PURIFICACION

Las FBPasas fueron expresadas en la cepa de E. coli BL21 (Material y Métodos, 111
4). La enzima cloroplastidica y la FBPasa humana clonadas en pET, y la citosolica de
Beta vulgaris clonada en pGEX, fueron purificadas a homogeneidad (Lamina II. 4). La
FBPasa de Beta vulgaris se encontrd plenamente activa, con el mismo comportamiento
que la enzima clonada en pET. Esto indica que el polipéptido de la glutation transferasa
acoplado a la parte N terminal de dicha enzima no impide ni su correcto plegamiento, ni
su ensamblaje en la estructura cuaternaria. Asi pues, se puede utilizar esta enzima tal
cual. El corte con trombina liber6 un fragmento de 37 kDa correspondiente a la
subunidad de la enzima silvestre, asi como un polipéptido de 26 kDa de la GST. La
trombina no reconocio otro sitio de corte que el previsto (Lamina I. 5B).

Las enzimas quiméricas fueron, en primer lugar purificadas parcialmente siguiendo
el protocolo establecido para la enzima humana. Se evité la etapa térmica puesto que las
enzimas mutadas suelen ser menos estables que las silvestres. Tras la ultima
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Lamina IL. 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15 % de las distintas
fracciones recogidas durante el proceso de purificacion de la FBPasa cloroplastidica
de Pisum sativum (A), y de la FBPasa de higado humano (B) expresadas en E. coli.
Calle 1: Patrones de peso molecular. Calle 2: Extracto crudo de proteinas de E.coli
transformada por el vector pET12. Calle 3: Extracto crudo de £. coli con la FBPasa
expresada. Calle 4: Fraccionamiento por sulfato amoénico al 35-75% de saturacion.
Calle 5: FBPasa purificada.
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4

Lamina IL 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15 % de las distintas
fracciones recogidas durante el proceso de purificacion de la FBPasa citosolica de
Beta vulgaris, expresada como proteina de fusion. Callel: Patrones de peso
molecular. Calle 2: Extracto crudo de la proteina expresada en E. coli. En A:
calles 3-5: lavados de la faseen Sepharose. Calles 6-8: elucion de la FBPasa-GST
por glutation. En B: calle 3: FBPasa-GST eluida. Calle 4: corte de FBPasa-GST
por trombina. FBPasa-GST no cortada (4a), FBPasa liberada (4b), GST liberada

(4c¢).
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precipitacion por sulfato amoénico, se resuspendieron las diferentes muestras en un
tampon maleato ajustado a un pH deducido respeto al pl tedrico de cada entidad (Tabla
IL. 1). Como control se expresaron y purificaron en las mismas condiciones lisados de
E. coli transformada por el plasmido pET. Hay que indicar que las enzimas quiméricas
mostraron una actividad FBPasa mas importante a pH basico. También se not6 una
cierta inercia en la activacion de estas enzimas.

La tentativa de purificar esas entidades a homogeneidad revelo otra de sus
caracteristicas. En efecto, tras la elucion por AMP y FBP (Material y Métodos, II. 5.2),
la eliminacion del FBP por dialisis resulté perjudicial a la estabilidad de esas enzimas.
Al contrario, la incubacion con FBP las estabiliza, del mismo modo que el AMP
estabiliza la enzima humana. La expresion de HL2 como proteina de fusion, tal como se
hizo para la enzima de Beta vulgaris, confirm¢ este papel de la FBP. No obstante, la
trombina corta HL2 en otro sitio que el previsto (Leu-Val-Pro-Arg-*-Gly-Ser). En
efecto, esta proteasa puede también cortar una proteina entre determinados residuos
hidréfobos. A continuacion se estudié un procedimiento de conservacion de las enzimas
en las mismas condiciones para poder compararlas. Las enzimas quiméricas semi-
purificadas y resuspendidas en tampon maleato tras la precipitacion por sulfato
amonico, se conservaron magnificamente para su subsiguiente caracterizacion.

pH tampon de

Entidad proteca | PM teérico pl teorico s
conservacion

Pisum sativum 39.24 4.77 595

Beta vulgaris 35.94 6.03 1.3

BV1 37.63 4.97 5.8

BV2 37.84 3.31 6.8

Humano 36.81 6.53 7.2

HL1 38.48 5.13 6.8

HL2 38.61 519 6.8

Tabla II. 1. Parametros de las diferentes enzimas expresadas y purificadas.

3. CARACTERIZACION

3.1. Imnunodeteccion

Para identificar las diferentes proteinas, las FBPasas quiméricsa semipurificadas
fueron analizadas por western blot, utilizando un anticuerpo contra la FBPasa
cloroplastidica de Pisum sativum. Sorprendentemente el anticuerpo reconoce la enzima
humana, pero no reconoce la enzima citosolica de Beta vulgaris (Lamina IL. 6). Respeto
a las quiméricas, el anticuerpo reconoce una banda con aproximadamente el mismo
comportamiento electroforético que la proteina humana. No existe una banda similar
frente a la FBPasa de E. coli. Esos datos confirman las predicciones a proposito de la
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A

Lamina IL 6. Inmunoblotting de las diferentes FBPasas reveladas con un anticuerpo
anti-FBPasa cloroplastidica de Pisum sativum. FBPasa recombinante de guisante
expresada en E. coli y semi-purificada (A1, BS); la misma enzima nativa purificada

a homogeneidad (A2, B4); FBPasa humana purificada (A3), y semi-purificada después
de expresarla en E. coli (A4); enzima citosolica de Beta vulgaris (B3). FBPasas
quiméricas HL1 (AS), HL2 (A6), BV1 (B2), BV2 (B1). FBPasa de E. coli (A7).
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similitud del perfil antigénico entre la enzima humana y la FBPasa cloroplastidica, asi
como el papel del “lazo 170” como epitopo importante en la generacion del anticuerpo.
Curiosamente hemos observado que los anticuerpos generados con la enzima
cloroplastidica recombinante presentan una reaccion cruzada mas importante con la
enzima humana y las FBPasas quiméricas que los generados con la enzima nativa. Esto
indica que hay una cierta diferencia en la presentacion de los epitopos entre las dos
formas de expresion de la enzima cloroplastidica. En cualquier caso, ninguno de los dos
anticuerpos reconoce la enzima de . coli.

3.2. Efecto del pH

La proteina humana presenta una actividad optima alrededor de pH 7.5,
conforme a los datos de la literatura (Dzugaj ef al., 1980). La enzima de Beta vulgaris
presenta un perfil diferente. Se suele medir la actividad de la enzima nativa a pH 7.5
(Khayat et al., 1993) que debe corresponder a su pH optimo. En cambio la actividad de
la enzima recombinante es mas importante a pH basico (Lamina II. 7). Este
comportamiento se verifica con el gen clonado en pET como en pGEX. Las FBPasas
quiméricas exiben una actividad optima a pH basico, entre 8.0 y 8.5.

3. 3. Efecto de FBP y Cl,Mg

La activacion de las distintas FBPasas ha sido medida con diferentes
concentraciones de FBP, en presencia de Cl;Mg 5 mM, a pH 7.5 en el caso de las
enzimas silvestres, y a pH 8.0 en el caso de las quiméricas. La proteina humana presenta
una Ky, aparente de 10.3 :M, y una V,, de 0.108 )DO. min™ a 340 nm (Tabla II. 2). Esos
resultados son coherentes con los datos de la literatura relativos a la afinidad de la
enzima humana por el sustrato. En cambio la enzima de Beta vulgaris presenta una K,
aparente de 91.1 :M, con una V,, de 0.185. Este elevado valor de K, indica que el pH
7.5 no es el optimo de la proteina recombinante utilizada.

Las enzimas quiméricas tienen el mismo perfil que las silvestres (Laminas II 8 y
9), pero se activan con una concentracion mayor de FBP. En efecto, esas entidades
tienen una inercia inicial para reaccionar mas importante que las proteinas silvestres. El
FBP, ademas de sustrato, se comporta como un activador de la quiméricas.
Paralelamente se estudio el comportamiento de estas enzimas frente a concentraciones
activantes de Cl;Mg. Como ocurre con el FBP, cada enzima presenta caracteristicas
propias. El Cl;Mg es imprescindible a la actividad de éstas, pero no es un activador a la
manera de la FBP.

BV

BV1

BV2

HL

HLI

HL2

Km FBP (:M)
Kum ClMg (mM)

21.1
4.09

524
2.63
0.084

62.2
3.22
0.025

10.3
5.34
0.108

43.0
5.16
0.068

140
2.84
0.150

Vmax ODO.min") 0.185

Tabla II. 2. Comportamiento de las enzimas quiméricas frente a diferentes concentraciones de
FBP y Cl,Mg a pH 8.0. BV y HL se analizarén a pH 7.5.
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%V, . 2340 nm

Lamina II. 7. Cinética de activacion de las diferentes FBPasas expresadas
en L. coli en funcion del pH.
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Beta vulgaris.

100 150 200 250 300

FBP (uM)

Lamina II. 8. Cinética de activacion de la FBPasa de Beta vulgaris
apH 7.5,y de las quiméricas BVl y BV2 a pH 8.0, con 80 ug de proteina total.
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FBPasa

|

| humana

150

FBP (uM )

Lamina I1. 9. Cinética de activacion de la FBPasa humana a pH 7.5, con 23 p g de
proteina total, y de las quiméricas HL1y HL2 a pH 8.0, con 80 p g de proteina total.
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3.4. Deteccién por actividad in situ

Al objeto de verificar el efecto de la quimerizacion sobre la tetramerizacion, se
analizaron las diferentes entidades por electroforesis nativa, y revelado por actividad
segtin el método de Chen ef al. (1956) con algunas modificaciones (Material y Métodos
I1I. 6-5). Las formas activas conocidas de la FBPasa son el dimero y el tetramero, o
complejos de mas alto peso molecular. La migracion de la enzima en el gel depende de
su magnitud molecular, su punto isoeléctico y de la concentracion del gel en acrilamida.
Siendo iguales los dos tltimos parametros, la migracion dependra exclusivamente de la
masa y forma molecular. En paralelo se midi6 la actividad FBPasa en medio liquido con
el mismo método a 820 nm, a fin de prevenir un posible efecto de la electroforesis sobre
el comportamiento enzimatico.

La tincion por actividad in sifu mostré en cada caso una banda correspondiente a
la FBPasa. La proteina humana, con el pI mas elevado (6.53), migra poco en el gel en
comparacion a la proteina de Pisum sativum (pl = 4.77). Curiosamente, las dos formas
de la proteina de Beta vulgaris presentan el mismo comportamiento electroforético
(Lamina II. 10B). Todas ellas reaccionan fuertemente, mientras que las quiméricas, en
cambio, aparecen muy debilmente, aunque la medicion de las actividades en las mismas
condiciones en el lisado de E. coli donde se expresaron mostré que tienen actividad
enzimatica suficiente como para esperar una mejor deteccion en el gel (Lamina IL. 10A).

Estos resultaddos indican que la fase electroforética induce una inhibicion de las
FBPasas quiméricas por inactivacion o por desnaturalizacion del tetramero.
Modificaciones de las condiciones operativas, tales como bajar la concentracion de
acrilamida, o la reduccion de la tension no mejoraron el resultado.

3.5. Efecto del AMP y fructosa-2,6-bisfosfato

El efecto de los moduladores AMP vy fructosa-2,6-bisfosfato ha sido ensayado
sobre las enzimas silvestres y las FBPasas quiméricas a pH 7.5 y 8.8 (Laminas II. 11 y
12). La enzima humana es muy sensible al AMP, como lo han descrito Dzugaj et al.
(1980) y El-Maghrabi et al. (1992). Una concentracion 10 uM provoca un 50% de
inhibicion. Comparativamente, la enzima de planta tiene menos afinidad para este
inhibidor, necesita una concentracion 500 uM para alcanzar el 50% de inhibicion.
Resultados similares son relatados por Khayat et al (1993).

Las FBPasas quiméricas presentaron una alta sensibilidad al AMP, lo que significa
que, pese a los cambios introducidos, esas enzimas conservan la capacidad de
interaccionar con el AMP. De manera general, el incremento del pH reduce la afinidad
para el AMP, lo que se traduce por una mayor actividad enzimatica.

La fructosa-2,6-bisfosfato es un potente inhibidor de la enzima citosélica. Esta
molécula exhibi6é el mismo efecto sobre las FBPasas quiméricas. En este caso un
incremento del pH aumenta ligeramente la afinidad de esta molécula para las enzimas
que presentan una actividad optima a pH mas basico, como la cloroplastidica de Pisum
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A

ADO 820 nm

1 2 3 4 5 6

Lamina II. 10. Actividad de las diferentes FBPasas medida a pH 8 segun el
método de Chen et al. (1956). Reaccion enzimatica en medio liquido medida a
820 nm (A).

Tincion in situ por actividad tras electroforesis nativa en gel de poliacrilamida
a 7% (B). En ambos casos se utilizaron 23 pg de proteina total para la enzima
humana y la de Pisum sativum, y 80 | g para las demas.

FBPasa-GST de Beta vulgaris (1), Pisum sativum (2), Beta vulgaris clonado en pET (3),
BV1 (4), BV2 (5), enzima humana (6), HL1 (7) y HL2 (8).
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% Actividad - 340 nm

Lémina IL. 11. Inhibicién de las diferentes FBPasas por AMP, a pH 7.5
y 8.8.
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Fructosa-2,6-P2 (UM )

Lamina IL 12. Inhibicion de las diferentes FBPasas por la fructosa-2,6-bisfosfato,
apH75y88.
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sativum, la enzima de Beta vulgaris o las FBPasas quiméricas, lo que conllevo a un
ligero aumento de la inhibicion. La enzima humana presenta la tendencia inversa.

Concentracion necesaria para un 50% de inhibicién
Efector AMP Fructosa-2,6-bisfofato

pH

7.5

8.8

7.5

8.8

P. sativum (pastidica)
B. vulgaris (citosolica)

BV1
BV2
HL

HLI1
HL2

>1000
500
4
3
10
3
8

>1000
>1000
10
15
22
11
8

500
4.5
20
20
51
25
25

250
5
10
10
70
14
12

Tabla IL. 3. Inhibicion de las diferentes FBPasas por AMP y F-2,6-P.

4. ACTIVACION

4.1. Accion del DTT

En esta experiencia la enzima cloroplastidica de Pisum sativum sirve de
referencia. Se puede plenamente activar esta enzima a pH 8.8 en presencia de una
concentracion 10 mM de iones magnesio, una activacion que, obviamente, no supone la
reduccion de residuos disulfuros. La adicion de 10 mM DTT en la mezcla de reaccion
permite incrementar aun mas la actividad, lo que confirma el rol preponderante
desempefiado por los residuos tioles en la activacion de esta enzima. Esta accion del
DTT se manifiesta ya a pH 7.5, a pesar de no ser el pH Optimo para la actividad
enzimatica (Lamina II. 13A).

La enzima humana no es modulable por DTT. No se detectan en la molécula
residuos tioles accesibles al reductor a pH 7.5, 7.9 y 8.8. La modulacion rédox no
interviene en la regulacion de esta enzima (Lamina I1. 13B).

Igualmente, la enzima citosolica de Beta vulgaris no respondi6 de manera
significativa a la accion del DTT a pH 7.5. Esos datos confirman los resultados de
Khayat et al (1993) con la enzima nativa. Sin embargo, cuando se incrementa el pH la
enzima recombinante se vuelve modulable por DTT de manera significativa (Lamina II.
13C). Este resultado aporta nuevos datos sobre las caracteristicas intrinsecas de esta
enzima. en esta linea hay que indicar los resultados recientemente presentados por
Anderson et al. (1997), que encuentran en la FBPasa citosolica de Brassica napus
elementos de regulacion rédox a través de grupos tioles.

127




Resultados

10
DTT (mM)

Lamina IL. 13. Efecto de 10 y 50 mM DTT, apH 7.5y 8.8, sobre la
actividad de la FBPasa cloroplastidica de Pisum sativum (A), de la citosolica
de Beta vulgaris (B), y de la enzima del higado humana (C).




Resultados

La enzima citosolica de Beta vulgaris no posee, como su homologa
cloroplastidica, un “lazo 170” con cisteinas, sede de la modulacion rédox de la enzima
del cloroplasto. Esto indica que pueden existir otros residuos implicados en una
modulacion rédox distintos a los del “lazo 170”. La enzima citosolica de Beta vulgaris
sustenta 9 cisteinas en cada monomero, de las que las cisteinas 32, 36, 83,
105,114,119,156 y 162 aparecen ubicadas en el modelo generado por homologias
(Lamina II. 14A) en areas interdominios. En el dominio C terminal se encuentra la 221.
Las cisteinas 36 y 162 se encuentran a una distancia (2.04 A) suficientemente proxima,
y en buena orientacion para formar un puente disulfuro (Lamina II. 14B). La cisteina 36
esta ubicada en la hélice alfa H2, y la 162 en la hoja beta E6. El puente disulfuro se
encontraria en el area de acoplamiento del AMP, una zona accesible a pequefias
moléculas como el DTT. Por el contrario, Anderson ef al. (1997) proponen a la cisteinas
92 y 114 de diferentes FBPasas citosolicas, equivalentes a las cisteinas 83 y 105 de Befa
vulgaris, como las mas probables de intervenir en una regulacion rédox de las FBPasas
citosolicas.

En el caso de las FBPasas quiméricas, una misma concentracion de proteina total
(80 pg) fue incubada durante 10 min a 28 °C con 10 y 50 mM DTT vy la actividad
FBPasa medida a pH 7.5 y 8.8. En ambos casos el DTT tuvo un efecto positivo sobre la
actividad (Lamina II. 15). Como antes se apunto, es preciso afiadir FBP al medio de
incubacion para mantener la estabilidad de las enzimas quiméricas. En efecto, la fase de
incubacion provoca un descenso de la actividad de las FBPasas en general, que es aun
mayor en el caso de las quiméricas.

La activacion de estas enzimas por el DTT supone la existencia de enlaces
disulfuros accesibles al reductor. Estos pueden ser los del “lazo 170” introducido, U
otros como es el caso de la FBPasa de Beta vulgaris.

La entidad BV1 posee 11 cisteinas, que en el modelo estructural estan ubicadas
en el dominio AMP (32, 36, 83, 105), en el dominio FBP (114, 119, 173, 289), y en el
“lazo 170” (136, 156, 161). Las cisteinas 32 y 36, ubicadas en la hélice H2 de BVla
(ver Capitulo I), estan a distancia y orientacion idoneas para formar un puente disulfuro
de 2.07 A. La cisteina 83, situada en la hélice E1, y la cisteina 105, en la hélice E2,
también pueden formar un enlace disulfuro de 2.04 A. Ademas, aparece un enlace entre
las cisteinas 136 y 156 (2.04 A) del “lazo 170” (Lamina I1. 16A).

La reduccion del enlace del primer puente disulfuro putativo, ubicado en el area
de acoplamiento del AMP, no parece suficiente para explicar un aumento de la
actividad. Al contrario, la reduccion del segundo enlace putativo, situado en el eje del
plano del “lazo 170”, puede generar un reajuste conformacional susceptible de modular
la actividad.

El modelo BV1b (ver Capitulo I) se diferencia del BV1a por la conformacion de
su extremidad N-terminal, en general, y las 3 primeras hélices alfa, en particular. En
BV1b las cisteinas precedentes ya no se encuentran en condiciones idoneas para
interaccionar.
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A

Lamina II. 14. Ubicacion de las 9 cisteinas en el modelo estructural de la FPBasa
citosolica de Beta vulgaris (A). Las cisteinas 36 y 162 se encuentran a una distancia
y orientacion adecuada para formar un puente disufuro, accesible a reductores como
el DTT (B).
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Lamina II. 15. Efecto de 10 y 50 mM DTT, a pH 7.5 y 8.8, sobre la actividad
de las FBPasas quiméricas BV1 (A), BV2 (B), HL1 (C), y HL2 (D).
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Lamina II. 16. Interaccion entre cisteinas en el modelo estructural de la FPBasa
quimérica BV1a (A) y BV2 (B). Las cisteinas 32 y 36, y las 83y 105, pueden formar
puentes disulfuros en BV1a. Se nota un enlace disulfuro al nivel del “lazo 1707
entre las cisteinas 136 y 156. En la estructura BV2 se encuentra el mismo puente
disulfuro que en la enzima de Beta vulgaris entre las cisteinas 36 y 179.
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En la estructura BV2, al igual que ocurre con la enzima de Beta vulgaris, las
cisteinas 36 y 179 pueden formar un puente disulfuro de 2.04 A. Este esta también
ubicado en la area de acoplamiento del AMP vy, por lo tanto, accesible al solvente. En
los modelos estructurales de HL1 y HL2 las cisteinas no estan situadas en posicion
adecuada para interaccionar. Habra que atribuir la activacion por DTT a la reduccion de
los residuos de cisteina del “lazo 170”.

glstelnas ”del Spinacia Plgum BVI |BV2 |HLI HL?2
lazo 170 oleracea | sativum

1? 155 153 136 136 146 146

g 174 173 156 156 166 166

3 179 178 161 161 171 171

Tabla II. 4. Posicion respectiva de las cisteinas del “lazo 170” implicadas en la modulacién
redox.

4.2. Accion de la tiorredoxina

La activacion de la FBPasa cloroplastidica de Pisum sativum sirve aqui de
referencia. Como es sabido, la Trx f es mas eficiente en la transferencia de equivalentes
de reduccion a las cisteinas de esta FBPasa que la Trx m (Lamina II. 17). Ninguna de las
dos Trxs activa la enzima de Beta vulgaris, seguramente por no poder acceder al puente
disulfuro putativo. Las Trxs tampoco activan la enzima humana, lo que es coherente con
los datos estructurales de esta enzima. Mas ain, la presencia de esas pequefias proteinas
provoca un leve descenso de la actividad enzimatica.

Respeto a las FBPasas quiméricas (Lamina II. 18), la presencia de Trx provoca
un incremento de la actividad de las entidades BV2 (Trx m), HL1 ( Trx f) y HL2 (Trx £,
Trx m). La accion de este reductor es solamente atribuible a la existencia de enlaces
disulfuros a nivel del “lazo 1707, supuesto que éstos estén accesibles. Resumiendo, se
observa que las FBPasas quiméricas no responden de manera uniforme, sino segun el
tipo de Trx.

Por otra parte, el efecto de las Trxs no tiene el mismo alcance que en la FBPasa
cloroplastidica de Pisum sativum. En efecto, tres son los efectores capaces de activar
esas enzimas, el FBP, el DTT vy la tiorredoxina. El FBP no solo activa, sino que también
estabiliza la estructura, lo que se manifesta en la fase de preincubacion a 28 °C. Para
poner en evidencia el efecto de la tiorredoxina, habia que incubar la enzima con una
concentracion de FBP y de DTT que no la active totalmente. Por otra parte, se puede
activar la enzima cloroplastidica in vifro en presencia de Trx con tan s6lo 1mM de
Cl;Mg. En cambio, las quiméricas conservan su exigencia inicial en Cl;Mg. En
resumen, las Trxs pueden activar las FBPasas quiméricas provocando un reajuste
conformacional mas apropiado a la actividad de esas FBPasas, aunque con un exceso de
FBP o de DTT se puede obtener el mismo efecto
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Lémina IL 17. Efecto de la Trx /(4.3 ug) y Trx m (7.8 p g) a pH 7.9, sobre la actividad
de la FBPasa cloroplastidica de Pisum sativum (A), de la citosélica de
Beta vulgaris (B), y de la enzima del higado humana (C).
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Lamina I1. 18. Efecto de la Trx £ (4.3 pug) y Trx m (7.8 n g), a pH 7.9, sobre la
actividad de las FBPasas quiméricas BV1 (A), BV2 (B), HL1 (C), y HL2 (D).
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I1. II. DISCUSION

1. OBTENCION DE FBPasas QUIMERICAS

El objetivo de este trabajo ha sido el de construir FBPasas citosolicas quiméricas,
por insercion en igual lugar del “lazo 170” de la enzima cloroplastidica de Pisum
sativum. Estas nuevas enzimas se encontraran dotadas del fragmento implicado en la
regulacion rédox de la FBPasa cloroplastidica (Markus ef al., 1988). Mutaciones al
nivel del “lazo 170” confirman el papel de las tres cisteinas 153, 173 y 178 en la
interaccion con la tiorredoxina. La 153 parece la mas importante en la regulacion rédox,
pues puede formar un enlace disulfuro alternativamente con la 173 o la 178 (Jacquot ef
al., 1997).

La conformacion exacta del “lazo 170” queda por determinar. En la estructura de la
enzima de Spinacea oleracea de Villeret et al. (1995), los atomos a azufre de las
cisteinas 174 y 179, equivalentes a las 173 y 178 de la FBPasa de guisante, estan
distantes de 5 a 16 A, segin el monémero, mientras que el de la cisteina 155,
equivalente a la 153 de guisante, esta distante aproximadamente 9 A del de la cisteina
mas cerca. Con esas distancias, la formacion de enlaces disulfuros no es concebible. La
evaluacion del modelo de Villeret (Capitulo I) indica que el factor B del “lazo 1707 es
demasiado elevado como para sacar conclusiones acertadas con respeto a su
conformacion.

El presente trabajo se ha llevado a cabo con la enzima citosolica de Beta vulgaris y
la de higado humano, ensayando el efecto de la insercion del “lazo 170” de la FBPasa
cloroplastidica en aquellas, unas enzimas en que la modulacion de su actividad no
obedece a una regulacion rédox. Esas construcciones podrian ser caracterizadas por un
reductor (DTT, tiorredoxina) o, antagonicamente, por el AMP.

El analisis de estas proteinas quiméricas era dependiente de su sintesis a
concentraciones suficientes, ya que la expresion de proteinas eucariotas en E. coli esta
sujeta a precipitacion por agregacion, con formacion de cuerpos de inclusion (Jaenicke,
1987). En efecto, las proteinas bacterianas son, en general, de pequefio tamafio y se
conforman de manera post-traduccional (Netzer ef al., 1997). Su promedio es de 35 kDa
(317 residuos), y tienen un bajo niimero de proteinas multidominiales. En cambio, las
proteinas eucariotas son, en general, largas y de dominios multiples, y se conforman de
manera co-traduccional. En consecuencia, esas entidades frecuentemente no logran
conformarse correctamente in vitro (Netzer et al., 1998). La insercion del “lazo 170” en
las proteinas citosolicas podria contribuir aun mas a la mala conformacion de éstas v,
por lo tanto, a su inactivacion y agregacion. De hecho, un elevado porcentaje de las
proteinas sintetizadas precipita con los residuos celulares tras el prensado.
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Se ha obtenido una concentracion de proteinas quiméricas apreciables, y en un
razonable grado de purificacion. Se ha preparado también la enzima de Beta vulgaris,
expresada como proteina de fusion con un fragmento peptidico de 26 kDa, la glutation
transferasa (GST). Estos datos subrayan la importancia de los dominios de la FBPasa
como unidad estructural y como nucleo de conformacion, lo que permite obtener
enzimas viables a pesar de las modificaciones introducidas.

2. CARACTERIZACION

Las diferentes FBPasas fueron parcialmente purificadas de los lisados de £. coli con
sulfato amonico entre 35 y 75 % de saturacion, y resuspendidas en tampon maleato. Se
apreci6 un desplazamiento del pH optimo hacia un pH mas basico con respeto a la
proteina silvestre. También se puso de manifiesto una cierta inercia a la activacion, asi
como una K, frente al sustrato mas elevada, mientras que la K, frente al Mg?*" quedaba
sin cambios importantes.

Las modificaciones introducidas en las proteinas silvestres provocan una pérdida de
la estabilidad térmica, asi como una tendencia a la inactivacion debida, sin duda, a
degradacion o desnaturalizacion. A causa de ello fue preciso almacenar estas proteinas a
— 80 °C en pequeiias alicuotas, y utilizar muestras recién descongeladas o expresadas.
Mutaciones puntuales en la FBPasa cloroplastidica de Pisum sativum provocan también
este tipo de desestabilizacion de la enzima (Jacquot ef al, 1997), mientras que

mutaciones a nivel del lazo 50-72 de la enzima de rifion de cerdo (Kurbanov, 1998), en
el sitio de acoplamiento del metal (Chen ez al., 1993), o en el sitio de acoplamiento del
sustrato en la enzima de rata (El-Maghrabi ef al., 1991), afectan notablemente los
parametros cataliticos de esas enzimas. En cambio, mutaciones de aminoacidos
implicados en la interaccion con AMP en la enzima humana, no parecen afectar estos
parametros (Gigh-Jain et al., 1994).

A pesar de todo, las proteinas quiméricas presentan una evidente actividad FBPasa,
lo que indica que su conformacion es lo suficiente correcta. La quimerizacion conlleva
una pérdida del K., con respecto a la proteina silvestre. Se observé también una cierta
pérdida de afinidad para el sustrato, a pesar de que éste estabilice la estructura. En
consecuencia, se podia aumentar la concentracion de FBP en la fase de incubacion a 28
°C a mas de 600 uM sin observar un efecto inhibidor de parte del sustrato, cosa habitual
en las FBPasas citosolicas (Zimmermann et al., 1978).

La alteracion de los parametros cinéticos de estas enzimas quiméricas podria
provenir de desajustes locales que no se ponen de manifiesto en los modelos
estructurales generados por homologia, ya que este método busca la similitud. Un
aminoacido clave, como los del sitio de acoplamiento del FBP, que se encontrara fuera
de su contexto normal, podria generar una cierta ineficiencia en la hidrolisis del fosfato.
Del mismo modo, un aminoacido implicado en la fijacion del metal, o en la
estabilizacion del AMP, como la alanina 24, la leucina 30 o la arginina 140 de la
proteina humana, que estuviera descolocado por torsiones locales inducidas por la
insercion del “lazo 1707, podria generar un aumento de la Ky, del sustrato.
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La pérdida de la estabilidad térmica indica que el empaquetamiento de la enzima
silvestre ha sido modificado. Experiencias de redisefio de proteinas confirman la idea de
que un incremento del empaquetamiento interno aumenta la estabilidad térmica, aunque
el exceso puede conllevar una disminucion funcional (Levitt e al., 1997). La estabilidad
de una proteina resulta de la combinacion de diferentes factores, como los enlaces
hidrogeno, las interacciones de van der Waals, electrostaticas e hidrofobicas, asi como
modificaciones en la superficie externa. Muchas son las posibilidades de desplazar el
equilibrio original por mutaciones, sin que compense el nuevo equilibrio.

Carrasco ef al. (1994) vieron que la FBPasa cloroplastidica de Pisum sativum
expresada en E. coli, pierde el 58 % de actividad tras 30 min a 60 °C, mientras que la
enzima nativa sometida al mismo tratamiento queda plenamente activa. Ademas,
cambiaban otros parametros, como la K,, para el sustrato, el coeficiente de Hill, asi
como el comportamiento electroforético. Esta FBPasa recombinante no padece ninguna
mutacion de origen genético. La tnica diferencia entre las dos entidades viene de su
modo distinto de expresion, a saber, la nativa en un entorno eucariota, y la recombinante
en otro procariota.

La probabilidad de desajuste conformacional de las proteinas eucariotas expresadas
en E. coli aumenta con el nimero de residuos y de dominios, asi como con la extension
de las mutaciones inducidas. En el caso de expresiones heterologas en sistemas
procaridticos de proteinas eucariotas cuyos genes han sufrido, ademas, una mutacion,
como es el caso de las FBPasas quiméricas que nos ocupan, la forma de ver la causa de
la inestabilidad del producto de expresion, es llevar a cabo una mutacion inversa y
realizar de nuevo la expresion en condiciones analogas. El restablecimiento del gen
original deberia inducir la recuperacion de la estabilidad pérdida. En caso contrario,
habria que concluir que la expresion en E. coli tiene mas incidencia en la estabilidad de
la proteina que la mutacion provocada.

Las proteinas quiméricas manifiestan una mayor afinidad para el AMP que las
proteinas silvestres. Eso indica que el sitio de acoplamiento del nucleotido no ha sido
alterado de manera substancial en los modelos BV1 y HL1 por las manipulaciones
genéticas.

Los modelos BV2 y HL2 presentan una estructura en forma T por la torsion del
plano del monémero, y la nueva conformacion del lazo 50-72. Si fuera el caso, se
deberia esperar obtener una proteina con una constante de catalisis inferior al de la
proteina silvestre, y con una mayor afinidad para el AMP, ya que la estructura adopta
una forma favorable a la union del nucleotido. En otras palabras, haria falta menos AMP
para modular dicha enzima.

La distinta sensibilidad al nucleétido puede deberse a las mismas circonstancias
mencionadas anteriormente, a saber, un desajuste local en una area funcional o
estructural. En efecto, mutaciones en torno al sitio de fijacion del metal en la enzima de
rifion de cerdo induce un aumento de la afinidad para el AMP, junto con una importante
disminucion de constante de catalisis, mientras que los demas parametros como la Kn
para el sustrato no presentan alteraciones importantes (Chen ez al., 1993).
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3. ACTIVACION

Las enzimas quiméricas estabilizadas por el sustrato responden positivamente a la
accion del DTT en un rango de pH de 7.5 a 8.8. Esto indica que las cisteinas
introducidas con el “lazo 1707, sobre todo en las entidades HL1 y HL2, pueden
interaccionar para formar enlaces disulfuros. Esta reaccion, que conlleva una fase de
incubacion y reduccion de enlaces covalentes, pone de relieve los rasgos individuales de
estas proteinas quiméricas. La entidad HL2 presenta los mejores parametros cinéticos,
lo que coincide con los datos de evaluacion del modelo estructural. HL2 presenta mas
actividad a pH 7.5 que a pH 8.8. en presencia de 10 mM DTT. En comparacion, BV2
que deberia tener el mismo perfil es la enzima con menos actividad.

El efecto de las Trxs f'y m sobre esas entidades permite confirmar la funcionalidad
del “lazo 170 insertado. La entidad HL2 se destaca por reaccionar con Trx fy Trx m,
mientras que HL1 responde solo a Trx fy BV2 solo a Trx m. El efecto sobre BV1 no es
significativo en las condiciones empleadas. Eso sugiere que los puentes difulfuros de
esas enzimas no presentan la misma accesibilidad; o sea, que la conformacion del “lazo
170 es diferente en los cuatro casos. Por otro lado, hay conformaciones mas apropiadas
a una Trx que a otra; es decir, que ambas Trxs no requieren la misma accesibilidad de
esos enlaces disulfuros, tal como ha sido sugerido por Dorothee ef al. (1998). Segun
estos autores, las interacciones proteina-proteina entre FBPasa y las distintas Trxs
generan conformaciones diferentes a la FBPasa original.

Los efectos de las Trxs fy m sobre las FBPasas quiméricas son limitados por varios
motivos, y no pueden compararse en su magnitud a lo que ocurre con la FBPasa
cloroplastidica de Pisum sativum. Tomando la entidad HL2 como referencia, se ha
introducido en su estructura un lazo que no es imprescindible para que funcione. HL2
puede ser activa con los residuos tioles del “lazo 170" oxidados, aunque la reduccion de
éstos por DTT o Trx incremente la actividad especifica. Por otro lado, para poner de
evidencia el efecto de la Trx, hace falta utilizar un medio reaccional normal, pero operar
en la fase de incubacion en presencia de una concentracion ad hoc de DTT y FBP. Lo
que entonces se pone de evidencia es Unicamente el suplemento de actividad que
provoca la reduccion de los residuos tioles. En cierto modo esta reaccion es, en su
fundamento, comparable al efecto de 10 mM DTT sobre la actividad cloroplastidica de
Pisum sativum a pH 8.8, en presencia de 10 mM Cl,Mg. Mas atin, la reaccion se mide a
pH 7.9, cerca del pH 6ptimo de las entidades quiméricas, lo que deja un leve margen a
la Trx para amplificar la actividad. En comparacion, el DTT a pH 7.5 o 8.8 provoca un
mayor aumento de actividad.

En conclusion, las construcciones proteicas realizadas logran mimetizar la enzima
cloroplastidica solo hasta cierto punto. No obstante, estos resultados proporcionan datos
adicionales a favor de las cisteinas del “lazo 170” como efectores del intercambio
electronico que ocurre en la interaccion con la tiorredoxina, modulando la FBPasa
cloroplastidica.

Se ha puesto de evidencia la posibilidad de establecimiento de un puente disulfuro
putativo entre las cisteinas 32 y 162 de la enzima citosolica de Beta vulgaris, lo que
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podria explicar la activacion significativa de esta enzima por DTT a pH superior a 7.5.
Estas cisteinas son equivalentes a las cisteinas 49 y 190 de Pisum sativum, que en esta
ultima, no estan implicadas en la regulacion rédox de esta enzima (Jacquot ef al., 1997).
De otra parte, un puente disulfuro ha sido detectado entre esos mismos aminoacidos de
la FBPasa cloroplastidica de Spinacea oleracea (Dorothee et al., 1998). Este enlace se
vuelve accesible a la sulfitolisis solo cuando la enzima ha sido reducida por Trx /'y, con
un grado menor, por Trx m. En la enzima oxidada el enlace no es accesible a un ataque
nucleofilico por iones sulfitos.

En las enzimas citosolicas se ha postulado la existencia de puentes disulfuros
putativos, en particular en Brassica napus, Saccharum, y Solanum tuberosum
(Anderson et al., 1995, 1997). La mutacién de la cisteina 162 de Beta vulgaris
permitiria determinar si este enlace 36-162 esta implicado en la modulacion rédox por
DTT y, por tanto, si ademas del conocido papel del AMP y de la fructosa-2,6-bisfosfato
en la regulacion de la enzima gluconeogénica, existe en el caso de la citosolica de Beta
vulgaris un tipo de regulacion rédox. En ltima instancia, si el resultado encontrado in
vitro tiene un sentido fisiologico o, por el contrario, se trata de un efecto artefactual. En
la misma linea, habria que buscar enlaces disulfuros putativos en la demas FBPasas
citosolicas, como la de Pisum sativum, y estudiar las dos isoenzimas de una misma
especie como un sistema integrado.

4. CONCLUSION

En este trabajo se han construido FBPasas citosolicas quiméricas, portando en el
mismo sitio que la isoenzima cloroplastidica el “lazo 170” implicado en la interaccion
FBPasa-tiorredoxina. Esas entidades presentan actividad enzimatica, lo que permite
suponer una conformacion correcta, como postulaban los estudios prediccionales. Estas
entidades presentan también otras caracteristicas, como pérdida de la estabilidad térmica
y el papel estabilizador del sustrato.

Estas proteinas son modulables por DTT, lo que indica la operatividad de las
cisteinas introducidas. Tres de las cuatro FBPasas quiméricas son modulables por
tiorredoxina, pero la reaccion depende del tipo de tiorredoxina. Ello indica que el “lazo
170” tiene una conformacion diferente en cada caso, y que hay conformaciones mas
apropiadas para cada tipo de tiorredoxina.

En todas las experiencias la entidad HL2 presento las mejores caracteristicas. Sobre
esta base se podria poner a punto un protocolo para purificar esta enzima a
homogeneidad, y utilizarla como modelo de estudio.

Resumiendo, este trabajo pone de manifiesto que las mutaciones pueden generar
proteinas con las caracteristicas perseguidas, pero aparecen otras anadidas, como
pérdida de la termoestabilidad, tendencia a la degradacion, etc., cuando no es la pérdida
por completo de la actividad enzimatica. Esto significa que todavia no se dominan
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algunas reglas que habria que establecer en ingenieria de proteinas para obtener
entidades con una viabilidad operacional. Habra que seguir acumulando datos. Por ello,
experiencias in silico e in vitro pueden ser herramientas complementarias en la gestion
de esta area de conocimiento.
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Resultados

III. I. RESULTADOS

1. AISLAMIENTO DEL GEN DE LA FBPasa CITOSOLICA DE PISUM
SATIVUM

El alineamiento de las secuencias codificantes de las FBPasas citosolicas de plantas
conocidas hasta la fecha muestra la existencia de 50 % de identidad (Lamina IIL. 1). Se
reparten en dos grupos. En el primero se encuentran las de Beta vulgaris 'y Saccharum,
con genes de 989 y 995 pares de bases (pb), respectivamente. En el secundo se
encuentran las de Brassica napus, Spinacia oleracea, Solanum tuberosum y Oryza
sativa, con 1029, 1021, 1023 y 1021 pb. En efecto, las del primer grupo se caracterizan
por una extremidad 5’ con un defecto de 36 pb, que corresponden a 12 aminoacidos. La
secuencia de los genes del segundo grupo presenta, a partir de la posicion 37, el perfil
consenso siguiente:

ATG ACC/,¢ ATA/ AC

La secuencia desde esta posicion 37, hasta la extremidad 3’ de los genes del
segundo grupo, es idéntica a la extremidad 5 de los del primer grupo, correspondiendo
a una secuencia de lectura abierta (Open Reading Frame). En efecto, el codon universal
de iniciacion ATG de la posicion 37 est4 en fase con la secuencia total de lectura. Estos
datos indican que es posible identificar los genes de las demas FBPasas citosolicas a
partir de sus ARNm respectivos, por RT-PCR con cebadores consensos.

Para aislar el gen de la FBPasa citosolica de Pisum sativum, se han disefiado los
cebadores consensos siguientes (Material y Método III. 4-2):

FCGN, correspondiente a la extremidad 5’ de los genes del segundo grupo;

FBP-N, secuencia homologa a la extremidad 5° de los del primer grupo o,
alternativamente, a la posicion 37 de los del segundo grupo;

FBP-C, correspondiente a la extremidad 3” en ambos grupos,

FC4 (directo) y FCS (inverso), correspondientes a una secuencia conservada en la
mitad del gen de ambos grupos.

Extracciones de ARNm de diferentes tejidos fueron sometidas a RT-PCR con
combinaciones de los cebadores anteriores. Se aislaron fragmentos de aproximadamente
0.5 y 1 kb. Estos fueron analizados por southern blotting utilizando como sonda el gen
de la FBPasa citosolica de Beta vulgaris, marcado con digoxigenina. Un fragmento de 1
kb obtenido con los cebadores FBP-N _FBP-C, asi como otros dos de 0.5 kb obtenidos
con FBP-N_FCS5, y FC4_FBP-C, dieron positivo con la sonda (Lamina III. 2). Estos
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Lamina III. 1. Alineamiento de las secuencias codificantes de las diferentes FBPasas
citosolicas: Beta vulgaris (1), Spinacia oleracea (2), Solanum tuberosum (3),
Brassica napus (4), Oryza sativa (5) y Saccharum hybrid (6).
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Lamina IIL 2. (A)Southern blotting de diferentes fragmentos aislados por RT-PCR,
hibridados con el gen de la FBPasa citosolica de Beta vulgaris marcado con
digoxigenina. Fragmentos FBP-N_FBP-C (1, 5), FC4_FBP-C (2).

(B) electroforesis en gel de agarosa (1%) de fragmentos genomicos aislados por PCR.
(1) Patrones de marcadores moleculares, FBP-N_FCS5 (2), FC4_FBP-C (3).

(C), hibridacién con la sonda tras transferencia. FBP-N_FC5 (2), FC4_FBP-C (3).
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fueron clonados en el vector pGMT y secuenciados. El fragmento de 1 kb corresponde a
un gen de FBPasa citosolica. El alineamiento con el gen de las demas FBPasas
citosOlicas presenté el mismo grado de homologia. Los fragmentos de 0.5 kb
correspondieron a las partes 5’ y 3” del fragmento de 1 kb. La secuencia se envio al
banco de datos EMBL Data Library , quedando registrada con el nimero de acceso

AJ243392.
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Tabla IIL. 1. Secuencia codificante y estructura primaria de la FBPasa citosolica de Pisum
sativum.

La secuencia de aminoacidos presenta 80 % de identidad con las demas FBPasas
citosolicas, y por siguiente, carece del “lazo 170” con las tres cisteinas conservadas de
la enzima cloroplastidica. En cambio, aparece una zona de baja homologia en la mitad
de la estructura primaria de la proteina, caracteristica que se encuentra en todas las
FBPasas citosolicas secuenciadas (Lamina III. 3).
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Lamina IIL 3. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las FBPasas
citosolicas: Beta vulgaris (1), Brassica napus (2), Oryza sativa (3), Pisum sativum (4),
Saccharum hybrid (5), Solanum tuberosum (6), y Spinacia oleracea (6).

Porcentaje de identidad: = 100; > 75; > 50; < 50.
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Extractos de ADN genomico de tejido foliar de Pisum sativum fueron analizados
por PCR con las mismas combinaciones de cebadores anteriores, a fin de aislar la
secuencia genomica. Fragmentos de 0.5 (FC4_FBP-C) y 0.4 kb (FBP-N_FC5) fueron
encontrados. Su respectiva secuenciacion revel6 una identidad con zonas del lado 5’ y
3’ del gen.

Estos fragmentos se utilizaron para medir la expresion en diferentes tejidos de la
planta por RT-PCR. El ARNm se encontré expresado en los tejidos verdes, como
foliolos peciolados, sésiles, vaina, grano y tallo. La expresion en la raiz fue muy baja.
La expresion en hojas sometidas a estrés luminico fue mas importante que en las hojas
de control (Lamina III. 4). Dado el caracter fotoinducido de la expresion de numerosas
proteinas foliares (Fluhr er al., 1986), este tipo de estrés es una manera de aumentar el
nivel de expresion de determinados ARNm, que de lo contrario serian indetectables por
RT-PCR.

2. COMPARACION CON OTRAS FBPasas CITOSOLICAS

El dendograma de los genes de las FBPasas citosolicas, generado por el algoritmo
fastDNAmI (Tabla III. 2), segun el método de maxima probabilidad de Felsenstein
(1981), permite situar el de Pisum sativum en la posicion indicada en la Lamina IIL 5.

43 arboles examinados

+ S. hybrid

+-- B. vulgaris

Ln Probabilidad = -7697.22469
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Tabla III. 2. Dendrograma generado por el algoritmo FastADNAmI para evaluar la distancia
genética entre las diferentes citosdlicas, segun el método de maxima probabilidad de Felsenstein
(1981).

En esta grafica se observa que las FBPasas citosolicas del primer grupo forman
un bloque. Las restantes divergen de las de Beta vulgaris y Saccharum, esta ultima
tnica planta C4 del grupo. La enzima de Pisum sativum esta mas cerca de la de estos
altimos, mientras que la de Brassica napus ocupa una posicion intermedia. Hay una
correlacion entre distancia genética y tamaiio del gen.

Las FBPasas citosolicas presentan un pl tedrico con un promedio en torno a
5.55, salvo las de Beta vulgaris y Pisum sativum, que exhiben un valor superior. En
general, se nota que las proteinas del segundo grupo parecen exhibir un pI mas elevado
(Tabla IIL. 3).

Enzima pl teérico | MW tedrica
Beta vulgaris 6.02 35.94
Brassica napus 531 37.04
Pisum sativum 6.25 35.90
Saccharum hybrid 5.38 36.00
Solanum tuberosum 5.80 37.19
Spinacia oleracea 5.53 37.12
Oryza sativa 5.55 37.03

Tabla III. 3. Comparacion de las diferentes FBPasas citosolicas respecto a su pl teorico y peso
molecular.
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Lamina IIL 4. A. Analisis por southern blotting de la expresion

de la FBPasa citosolica de Pisum sativum en diferentes tejidos:

(1-3) hojas de plantas sometidas a estrés luminico; (4-6) hojas control,
(7) foliolo peciolado; (8) foliolo sésil; (9) vaina; (10) grano; (11) tallo;
(12) raiz.

B. Cuantificacion densitométrica de la hibridacion.
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Lamina IIL. 5. Dendograma generado por el algoritmo FastDNAml de las
diferentes FBPasas citosolicas, segun el método de maxima probabilidad
de Felsenstein (1981).
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3. EFECTO DE LA LUZ SOBRE LA EXPRESION DE LA FBPasa.

Al objeto de analizar el efecto de la luz sobre la expresion de la FBPasa citosolica,
semillas etioladas fueron sometidas a 48 h de luz continla en camara de cultivo,
(Material y Método 1. 1) y luego colocadas en la oscuridad hasta las 72 h. El muestreo
se hizo a las 0, 2, 6, 10, 24, 48, 68 y 72 h del tratamiento. Las muestras fueron
rapidamente pesadas, y congeladas a — 80 °C hasta su uso.

Las FBPasas citosolicas y cloroplastidicas de Pisum sativum fueron parcialmente
purificadas segun el método de Sharkey e al. (1988) para medir su actividad respectiva
y analizarlas por inmunoblotting. La FBPasa cloroplastidica se utilizo como control
positivo.

La sintesis de novo del ARNm de la FBPasa cloroplastidica se detecto y a partir de
la segunda hora de luz, y alcanza su maximo a las 24 h de tratamiento (Lamina IIL 6).
Los mensajeros desaparecen en la fase de oscuridad. En el caso de la enzima citosolica
se observa una sintesis de novo de ARNm entre las 24 y las 48 h de luz. De igual modo,
desaparecen los mensajeros en la oscuridad. Se observa que la expresion del mensajero
de la citosolica tiene lugar mas lentamente que el de la FBPasa cloroplastidica,
iniciandose cuando éste alcanza su maximo.

Respecto a la expresion proteica, la actividad enzimatica de la FBPasa cloroplatidica
(Lamina III. 7) aumenta de manera progresiva hasta las 48 h y luego se estabiliza. Esta
cinética es conforme al resultado del inmunobloting. La actividad de la citosolica crece
entre las 24 y las 48 h de luz, y se mantiene constante en la fase de oscuridad. Estos
datos son también conformes al resultado del inmunobloting.

Los resultados expuestos confirman lo ya conocido, que la expresion de la FBPasa
cloroplastidica es regulada por la luz. En el caso de la enzima citosolica no se detecta la
presencia de ARNm, ni en la planta etiolada, ni en la fase de oscuridad. La induccion
del mensajero, como la de la actividad enzimatica, ocurre de manera secuencial con
respecto a la enzima cloroplastidica. Esto sugiere que la expresion de la FBPasa
citosolica de Pisum sativum es también regulada por la luz. El retraso en la induccion de
los mensajeros de ésta respecto a los de la enzima cloroplastidica puede entenderse si
los efectores entre la luz y la sintesis del ARNm dependieran de otro sensor, que podria
ser la concentracion de Pi, de triosas fosfato, o de FBP en el citosol.

4, EFECTO DEL DTT Y DE LA TIORREDOXINA

La FBPasa citosolica de Pisum sativum no es activable por DTT ni por las
tiorredoxinas m y f en las condiciones empleadas (Lamina IIL. 8). En consecuencia, se
puede afirmar que la enzima no es modulable por actividad redox.
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Lamina ITI 6. Efecto de la luz en la expresion (ARNm) de las FBPasas de Pisum
sativum. Cotiledones etiolados fueron sometidos a 48 h de luz constante, y luego
colocado en oscuridad hasta 72 h. El muestro se hizo a las 2, 6, 10, 24, 48, 52, 68 y
72 h de tratamiento. Los transcritos de cada enzima fueron amplificados por RT-
PCR, y medidos por southern blotting (A).

Cuantificacion densitométrica de la reaccion (B).
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Lamina I1I1. 7. Efecto de la luz sobre la expresion de la FBPasa de Pisum

sativum. Anélisis por inmunoblotting de 40 pg de proteina total cloroplastidica (A) y
citosolica (B), fraccionada por electroforesis en gel de poliacrilamida (12 %).

C. Actividad de las enzimas respectivas.

FBPasa cloroplastidica (I ) y citosolica (N ).
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Lamina IIL 8. A. Efecto del DTT sobre la actividad FBPasa citosélica nativa,
purificada por el método de Sharkey et al. (1988),apHs 7.5y 7.9.

B. Efecto de 4.3 ug de Trx f(F), 0 7.8 p g de Trx m (M), sobre la actividad FBPasa
apH7.9.
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5. SINTESIS IN VIVO. DETERMINACION DE LA VIDA MEDIA

La determinacion de la vida media de la FBPasa citosolica de Pisum sativum se hizo
utilizando el método de Sahrawy ef al. (1990). A plantulas de Pisum sativum iluminadas
durante 15 h se les administr6 un pulso de *°S-metionina, recogiéndose hojas a
diferentes tiempos (1, 5, 8, 11, 15, 24 y 27 h después de la incorporacion),
homogeneizandolas después como se ha descrito. En las diferentes alicuotas se
determino proteinas totales solubles precipitadas con acido tricloroacético, asi como el
contenido de FBPasa marcada medido por contaje de la fraccion inmunoprecipitada con
suero IgG anti-FBPasa citosolica de Pisum sativum, y digestion de la banda
electroforética localizada por fluorografia.

El marcado de las proteinas solubles totales presenta un ritmo de sintesis rapida
hasta 8 h, y luego mas lento hasta un maximo a las 24 horas. En cuanto a la FBPasa
citosolica, alcanza su maxima incorporacion a las 8 h después del pulso de metionina
marcada (Lamina III. 9A).

La incorporacion del aminoacido marcado es mas rapida en la FBPasa
cloroplastidica que en la citosolica (Lamina III. 9B). En efecto, se detecta desde el
primer muestro en la cloroplastidica, mientras que la incorporacion en la citosolica
aparece 5 horas después. La vida media de la enzima citosolica fue de 6 horas, lo que
denota un turnover mas rapido con respeto a las 14 horas de la cloroplastidica. Este dato
esta de acuerdo con la prediccion de region PEST, que preveia una vida media superior
a 2 horas.

Posicion indice PEST Secuencia

82 -100 1.56 TCILVSEEDEEATFVEPSL
104 - 132 -19.1 YCVVFDPLDGSSNIDCGVSIGTIFGIYMV
137 - 147 -11.51 APTLDDVLQPG
149 - 187 -1448 NMLAAGYCMYGSSCTLVLSTGSGVNGFTLDPSLGEFILT
246 - 258 -27.4 TLLYGGIFLYPAD
268 - 289 -17.9 VLYEVFPMSFLMEQAGGQSFTG
305-318 -7.43 SPIFLGSYDDVEEI

Tabla IIL. 4. Prediccion de regiones ricas en PEST (prolina, acido glutamico, serina, treonina y,
en menor medida, acido aspartico). Una region es calificada PEST cuando el parametro
obtenido alcance un valor igual o superior a 5, lo que es indice de una vida media corta.
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Lamina II1. 9. Sintesis in vivo. A. Incorporacion de 35 S-metionina en proteinas
totales, comparada con la FBPasa citosolica. B. Cinética de incorporacion de
radioactividad en las dos FBPasas. C. Porcentaje de FBPasa citosolica marcada
respecto a las proteinas totales.
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M1 1. DISCUSION

L AISLAMIENTO DEL GEN DE LA FBPasa CITOSOLICA DE PISUM
SATIVUM

Se ha aislado un fragmento de ADNc de 1 kb por RT-PCR de un extracto foliar
con los cebadores FBP-N_FBP-C. La secuencia de este fragmento indica que se trata
del gen completo buscado. Este ha sido confirmado por aislamiento y secuenciacion de
los fragmentos 5’ y 3’ terminales del mismo. No se obtuvieron buenos resultados con
los cebadores FCGN_FBP-C, lo que sugiere que la secuencia de lectura encontrada
corresponde al gen completo, y que Pisum sativum perteneceria al mismo grupo que
Beta vulgaris y Saccharum xon un defecto de 12 aminoacidos en el extremo N-terminal.
La secuencia de aminoacidos presenta entre el 84 y 90 % de identidad con las de otras
FBPasas conocidas.

, La enzima citosolica presenta un 51.9 % de identidad con la cloroplastidica.
Esta cifra se sit(ia dentro de los valores encontrados para las parejas de FBPasas de otras
especies, 48.2 % para las enzimas de Brassica napus, 49 para las de Oryza sativa, y 52
% para las de Spinacia oleracea (Marcus et al., 1990).

El aislamiento de ADNc por RT-PCR indica que la amplificacion de transcritos
puede ser un método alternativo al banco genémico para aislar un gen, en cuanto se
disponga de informacion suficiente para disefiar los cebadores. Solo tener la precaucion
de identificar las bases que hubieran sido sustituidas por las de los cebadores.
Efectivamente, la amplificacion de transcritos ha sido utilizada para aislar los genes de
las FBPasas de cortex cerebral, de corazon, rifién, higado y testiculos de una cepa de
ratones, todos ellos con la misma pareja de cebadores (Cloix et al., 1997). Del mismo
modo se aislo el gen de la FBPasa de lengua humana (Skalecki et al., 1999).

En los fragmentos aislados del extracto de ADN total, no se encontraron
intrones. Estos fragmentos corresponden a la casi totalidad del gen, y no presentaron
contaminacion por ARNm. Hasta ahora no se ha publicado ninguna secuencia genémica
de FBPasa citosolica vegetal. Existen intrones en los genes de FBPasas de mamiferos
(El-Maghrabi et al., 1990 y 1995), pero no se encontraron en el gen de la enzima de
levadura (Roger et al., 1988). El analizar la totalidad de la secuencia genomica es cada
vez mas relevante para entender la regulacion de la expresion del gen, y la estructura de
la proteina correspondiente. En efecto, los exones en el gen de rata corresponden a
dominios funcionales de la enzima, la mayoria residuos implicados en el acoplamiento
con la fructosa-2,6-bisfosfato, estando el sitio activo codificado por el exén 6 (El-
Maghrabi et al., 1990). De otra parte, en la region 5’ reguladora existen secuencias de
acoplamiento del AMPc, asi como de hormonas que como la insulina, controlan la
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transcripcion del gen de la enzima de mamiferos. Existe también en el primer intron una
secuencia de acoplamiento de la vitamina D3, que regula la expresion en tejidos que
expresan los receptores de esta vitamina, como en el caso del tejido renal, cosa que no
ocurre en higado (Burmester et al., 1988).

La vitamina A regula también la expresion de la FBPasa de mamiferos, asi como
de otras enzimas implicadas en la gluconeogénesis, como la fosfoenolpiruvato
carboxikinasa y la 6-fosfofructo-2-kinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa (Shin et al., 1997).
Esos datos relativos a la enzima de origen animal podrian ayudar a la identificacion de
efectores intermediarios en la regulacion de la transcripcion de la FBPasa vegetal por la
luz.

La enzima citosolica de Brassica, Spinacia, Solanum y Oryza se caracteriza por
tener 12 aminoacidos suplementarios en la extremidad N-terminal, con respecto a las
demas FBPasas citosdlicas. Se ha subrayado que estas enzimas poseen una segunda fase
de lectura abierta a partir de la posicion 37. Se trataria de elucidar el papel de estos
residuos en la estructura de la enzima. La deleccion de esos 12 codones en las FBPasas
del segundo grupo permitiria determinar las caracteristicas de expresion correspondiente
a esta segunda fase de lectura, con respecto a las enzimas de Beta vulgaris, Saccharum
o Pisum sativum. :

Una situacion con alguna similitud se presenta en las FBPasas de mamiferos. En
efecto, las FBPsas humano y de higado de rata poseen los mismos residuos implicados
en la interaccion con AMP y la fructosa-2,6-bisfosfato, y exhiben K, similares. No
obstante, la actividad especifica de la enzima de rata es casi el doble de la humana, el K
para el AMP es el triple, y el K; para la fructosa-2,6-bisfosfato es 13 veces mayor en el
caso de la enzima de rata. Una posible explicacion de esta discrepancia es la extension
de la extremidad C-terminal de la enzima de rata en 25 aminoacidos, que tendria un
efecto positivo en la catalisis, y negativo en la afinidad de la enzima por la fructosa-2,6-
bisfosfato, pero no para el sustrato (El-Maghrabi et al., 1993). Segln este argumento,

~ las enzimas de cerdo, oveja y conejo deberian tener parametros cinéticos similares a los

de la humana. La determinaciéon y comparacion de los parametros de estas enzimas
permitiran aclarar las diferencias observadas en la estructura primaria.

2. EFECTO DE LOS REDUCTORES

La FBPasa citosdlica de Pisum sativum no es activable por DTT en las
condiciones utilizadas, a pH 7.5 o 8.8, a pesar de poseer cisteinas susceptibles de formar
un enlace disulfuro putativo. Como era de esperar, las tiorredoxinas f y m tampoco
activan esta enzima. Mas aln, la presencia de estas pequefias proteinas en el medio de
incubacidn induce una leve inhibiciéon de la enzima, como se ha demostrado con la
enzima humana (Capitulo II). Experiencias de acoplamiento sobre modelos ensefiaron
que la Trx f puede acoplarse de manera inespecifica con estas enzimas (Capitulo I). El
efecto observado deberia ser una consecuencia indirecta de ésto.

Anderson ef al. (1995, 1997a, 1997b) pusieron de evidencia actividad rédox en
FBPasa nativa aislada de un extracto bruto de raices, sometida a la accion de DDT o de
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mercaptoetanol, tanto en Brassica napus, como en Saccharum, Spinacia oleracea y
Beta vulgaris.

Existe una enzima citosolica, especifica de plantas, la pirofosfato:fructosa-6-
fosfato fosfotransferasa (PFPasa), descubierta en los afios 1980 (Sabularse ef al., 1981,
Canal et al., 1983), que de manera reversible cataliza in vivo la formacion de fructosa-6-
P, al igual que la FBPasa, o sintetiza la FBP, como la fosfofructokinasa ATP-
dependiente, (Kruger et al., 1990; Stitt ef al., 1990). La actividad de la PFPasa depende
del estadio de desarollo del vegetal y del contexto ambiental (Spilatro et al., 1989; Xu et
al., 1989; Hatzfeld et al., 1990; Theodorou et al., 1992). Al contrario de la FBPasa, la
PFPasa es activable por la fructosa-2,6-bisfosfato (Stitt, 1990).

El incremento de la actividad FBPasa observado en los extractos de raices tratados
con reductores podria incluir actividad PFPasa, cuya regulacion redox no ha sido
investigada. Trabajos suplementarios son necesarios para asegurar que el metabolismo
citosolico de los aziicares esta rédox modulado por efectores.

3. EFECTO DE LA LUZ EN LA EXPRESION DE LA FBPasa CITOSOLICA

La transicion oscuridad/luz induce la transcripcion de mensajeros de la FBPasa
citosolica en semillas etioladas de Pisum sativum. Esos transcritos desaparecen con la
transicion luz/oscuridad. La induccidn de éstos se correlaciona con la actividad
enzimatica y el analisis por inmunoblotting. Se observa una actividad enzimatica basal
desde las primeras horas de luz. Esta puede derivarse de la presencia de PFPasa
residual, no excluida en la determinacion de actividad FBPasa por el método de Sharkey
et al., (19982), ya que la FBP activa levemente esta enzima aiin en ausencia de fructosa-
2,6-bisfosfato (Stitt, 1990). Trabajos similares deberian hacerse en plantas desarrolladas
para verificar el efecto del grado de desarrollo del vegetal.

La luz modula también la transcripcion de la FBPasa citosolica de Beta vulgaris
(Khayat ef al., 1993) asi como la de Oryza sativa (Takahashi et al., 1997 ). En cambio,
el nivel de transcripcion de la enzima de Spinacia oleracea permanece constante, y no
aparece afectado por la transicion oscuridad/luz (Hur ef al., 1997). Pero en este caso se
detectan 2 transcritos. Uno se expresa deforma permanente, mientras que otro es
inducido sélo en periodos prolongados de oscuridad, codificando una proteina diferente.
Estos datos sugieren que la transicion oscuridad/luz tiene un efecto sobre la expresion
del gen de la FBPasa citosolica, aunque se manifiesta de manera diferente segun el
vegetal.

Khayat et al., (1993) establecieron que la enzima de Befta vuigaris sufre una
modulacién post-traduccional en la medida en que un periodo prolongado de oscuridad
o de estrés hidrico (Harn et al., 1992b) induce un cambio en la actividad enzimatica,
mientras que la concentracion de enzima permanece estable. No se encontraron
modificaciones post-traduccionales en el caso de Triticum aestivum ni en Glycine
maxima (Rufty et al., 1983, Stitt et al., 1982 y 1983), mientras que en Spinacia la
modificacion post-traduccional se sustituye por la sintesis de una nueva enzima.
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Se ha identificado la naturaleza de la modificacion post-traduccional en otras
FBPasas. La enzima de higado de rata es modulada por el fenomeno de
fosforilacion/desfosforilacion. En efecto, una proteina kinasa dependiente de AMP
fosforila la extension C-terminal de la enzima, activandola (Hosey ef al., 1981, Meek e?
al., 1984; Rittenhouse et al., 1983). En cambio, la fosforilacion inactiva reversiblemente
la FBPasa de levadura (Lenz et al., 1980; Mazon et al., 1982). Trabajos similares son
necesarios para descubrir la alternativa elegida por cada vegetal para regular la FBPasa
citosolica en respuesta a la transicion oscuridad/ luz.

4. VIDA MEDIA DE LA FBPasa CITOSOLICA DE PISUM SATIVUM

Recientemente ha sido posible relacionar la tasa de recambio de una proteina
con la identidad de su extremo amino-terminal, al menos en lo que hace referencia a
proteinas que son degradadas via ubiquitina. Bachmair ef al. (1986) encontraron que
ciertos residuos en posicion amino-terminal confieren gran resistencia a la degradacion
por ubiquitina, mientras otros resultan especialmente sensibles. Los residuos resistentes
son, ademas de la propia metionina, aquéllos cuya presencia en las posiciones
inmediatamente proximas al extremo amino-terminal promueven la eliminacién post-
traduccional de la metionina iniciadora. Entre ellos se encuentran, en eucariotas, la
alanina, la glicocola y la valina. En cambio los aminoacidos que dificultan dicha
eliminacion son particularmente sensibles; es el caso de la lisina, arginina e histidina.
En estas condiciones, la mayor parte de las proteinas se encontrarian en el primer caso,
y serian resistentes a la degradacion, hasta que resulten dafiadas o rotas en alguna
posicion interna. Rogers ef al. (1986) encontraron que secuencias de aminoacidos en
proteinas eucariotas con una vida media intracelular inferior a las dos horas parecen
contener una 0 mas regiones ricas en prolina (P), acido glutamatico (E), serina (S),
treonina (T), y, en menor medida, acido aspartico. Estas regiones, llamadas regiones
PEST, aparecen generalmente flanqueadas por residuos cargados positivamente.

La vida media se estimo6 de acuerdo con el algoritmo de Bachmair et al. (1986).
Esta estimacion de la vida media fue corroborada utilizando el programa PEST, que
muestra las "regiones PEST" presentes en la secuencia. El algoritmo empleado para la
identificacion de regiones PEST en una determinada secuencia se basa en la proporcion
de aminoacidos PEST de la misma. Este valor se combina con un indice de
hidrofobicidad computado para la presunta region PEST. La region estudiada se
considera “region PEST” verdadera cuando el parametro obtenido alcanza un valor
igual o superior a 5.

En el caso de la FBPasa citosolica de Pisum sativum, ninguna de las siete
regiones seleccionadas como posibles regiones PEST alcanzé tal valor, por lo que se
considera, que la proteina esta exenta de dichas regiones. Si consideramos la secuencia
amino-terminal, aparece solo la metionina como resistente a la degradacion, mientras
que le siguen otros aminoacidos sensibles a ella, como la treonina y arginina; ésto,
unido a la falta de regiones PEST, hacen que la FBPasa citosolica de Pisum sativum sea
una proteina con una tasa de recambio medio rapido.
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Para corroborar estas predicciones, se determind experimentalmente la vida
media de la FBPasa citosdlica. El maximo marcaje en las proteinas solubles precipitadas
con 4cido tricloroacético se observd a las 24 horas, presentando a lo largo de toda la
experiencia una curva con un ritmo de sintesis rapida hasta las 8 horas, y mas lento
hasta las 24. En cuanto a la FBPasa, la maxima incorporacion radiactiva se obtuvo a las
8 horas después del pulso de *°S-metionina, decreciendo luego hasta las 27 horas que
duré la experiencia. A la hora y media del marcaje, la sintesis de FBPasa sintetizada,
con respecto al total de proteinas marcadas, fue de un 0.064 %, descendiendo al
0.046% a las ocho horas, a pesar de ser el tiempo de méaxima incorporacion.

De esos resultados se dedujo que la FBPasa citoslica tiene una vida media de 6
horas, un turnover relativamente rapido, mayor que el de la FBPasa cloroplastidica con
una vida media de 14 horas, (Sahrawy e al.1990), y del mismo orden que las 7.5 horas
determinadas para la tiorredoxina f de espinaca (Carrasco et al, 1994). La maxima
incorporacion de radioactividad en las proteinas precipitadas por acido tricloroacético se
observo a las 24 horas, lo que indica una vida media de la mayoria de todos ellas més
larga que la de las FBPasas. La rapidez de sintesis y turnover de la FBPasa citosolica
puede explicarse por el gran aporte de triosas-fosfato sintetizadas en el cloroplasto de la
planta iluminada. Estas son exportadas y utilizadas para formar sacarosa en el citosol,
proceso en el cual la FBPasa citosolica ejerce su accion.

Los resultados obtenidos son coherentes con los datos del capitulo precedente.
La diferencia que aparece en el recambio entre las dos FBPasas puede explicarse por un
modelo de regulacion (Stitt ef al., 1985, 1990). Las triosas-fosfato, en primer lugar, se
acumulan en el citosol, y sélo cuando éstas alcanzan un nivel limite se activa la FBPasa
citosdlica. La respuesta a la concentracion de triosas-fosfato se correlaciona con una
disminucion de la concentracion de F-2,6-P, y un aumento de la de FBP. El limite de las
triosas-fosfato asegura que los intermediarios del ciclo de Calvin no sean utilizados
Ginicamente para la sintesis de sacarosa, evitando asi una depresion de los metaboélitos
del estroma. Existe, pues, un sistema de control que vincula el nivel de fotosintesis con
la sintesis de sacarosa.

5. CONCLUSION

En este trabajo se ha aislado el gen de la FBPasa citosolica de Pisum sativum por
amplificacion de transcritos utilizando la técnica de RT-PCR. El gen y la secuencia de
proteina correspondiente son conformes a las caracteristicas de las demas FBPasas
citosolicas disponibles en las bases de datos.

Esto permitio evaluar el efecto de la luz sobre la transcripcion de dicha enzima. Los
resultados obtenidos permiten concluir que la luz regula la expresion del gen de la
FBPasa citosolica de Pisum sativum, como ya fue establecido para la enzima
cloroplastidica. No obstante, se observa un tiempo de latencia entre la aparicion de los
dos transcritos y, a la vez, una presencia mas breve del de la citosolica. Esta tendencia
ha sido confirmada por la determinacién de la vida media de cada enzima por
incorporacion de ** S-metionina.
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Conclusiones

Un anilisis preliminar computerizado de las caracteristicas estructurales de las
FBPasas quiméricas bajo estudio predijo su viabilidad quimica y biologica.
Determiné también la posibilidad de identificarlas por reaccidn cruzada con
anticuerpos policlonales frente a la FBPasa de higado humano, o de la enzima
cloroplastidica de guisante (Pisum sativum L.).

Se construyeron dos tipos de FBPasas quiméricas. En los tipos X1 se enlazo la
mitad N-terminal del gen codificante para la FBPasa humana y citosolica de
remolacha azucarera, con la mitad C-terminal del gen que codifica la FBPasa
cloroplastidica de guisante, y que porta el denominado "lazo 170", implicado en la
regulacion rédox de esta enzima. En los tipos X2 se inserté en el lugar
correspondiente de las FBPasas humana y citosélica de remolacha azucarera, dicho
"lazo 170" de la FBPasa cloroplastidica de guisante.

Las proteinas quiméricas expresadas en E. coli exhibian actividad FBPasa, y fueron
identificadas con anticuerpos frente a la enzima cloroplastidica de guisante. Estas
quimeras resultaron ser mas inestables que las homologas silvestres recombinantes,
y necesitaron la presencia del sustrato, FBP, como estabilizador para el
mantenimiento de la actividad.

Se ha puesto de manifiesto un incremento de la actividad de las FBPasas quiméricas
en presencia de DTT o de tiorredoxina, aunque la activacion no alcanzo los niveles
de la enzima cloroplastidica. Esos datos confirman el papel del “lazo 170” como
fragmento regulador, y a las cisteinas de éste como la sede del intercambio
electronico con la tiorredoxina. Por otro lado, la entidad HL2, que presenté los
mejores parametros cinéticos, conserva muchas caracteristicas de la enzima
citosolica.

Se ha aislado un fragmento de cDNA de extractos foliares de Pisum sativum, cuyo
analisis revel6 se trata de una secuencia de lectura abierta correspondiente al gen de
la FBPasa citosélica de guisante. La proteina expresada presenta un 80% de
identidad con otras FBPasas citosolicas conocidas, y un 50 % de homologia con la
proteina cloroplastidica de guisante.

Experiencias de sintesis in vivo pusieron de manifiesto que, al igual que ocurre con
la cloroplastidica, la luz modula la expresion del gen de la FBPasa citosolica de
guisante, aunque existe un tiempo de latencia superior entre el inicio de la luz y la
aparicion de los transcritos. Ello hace suponer que la transmision del efecto luz para
activar la transcripcion del gen depende de la concentracion de algin metabolito por
identificar que debe alcanzar un cierto nivel.
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