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RESUMEN

Las tiorredoxinas (Trxs), proteinas ubicuas y pequefias (12-14 kDa), son las
enzimas mds representativas de una familia de proteinas que se encuentran ampliamente
distribuidas desde procariontes hasta eucariontes y que poscen actividad de
oxidorreductasa  ditiol-disulfure. Contienen un sitio extremadamente activo cuya
secuencia consenso es -Cys-Gly-Pro-Cys-, el cual es reducido a partir de NADPH por
medio de la reduccion de la flavoproteina tiorredoxina reductasa {TrxR), siendo entonces
la Trx el sustrato de la TrxR.

Las Trxs estan involucradas en varios sistemas bloquimicos, entre los que se
encuentra el sistema de autoincompatibilidad (AT) esporofitico de Brassica (Brassicaceae).
En nuestro grupo de investigacion se estudia el sistema de Al gametofitico en Nicotiana
alata (Solanaceae). En este sistema de Al, las 3-RINasas son las determinantes genéticas del
rechazo del polen alelo-S especifico. Sin embarge, se ha demostrado que otros factores,
conocides como genes modificadores, son necesarios para modular la actividad biologica
de las S-RNasas. Con el fin de identificar y clonar genes modificadores dentro de dicho
sistemna, por medio de la técnica ¢DNA-AFLP, se aislo un cDNA, dencminado ¢DNA
AFLP-25 83.6, que contiene un marco de lectura abierto (cDNA TrxN) que codifica para
una proteina de aproximadamente 16.8 kDa con un dominic de tiorredoxina en su
estruclura primaria.

En este trabajo se sobreexpreso y purifico el preducto del cDNA TrxN, el cual es
una proteina citoplasmica con actividad de tiorredoxina (Trx tipo /#). Ademas, se
generaron las herramientas fundamentales, como lo son la proteina recombinante pura y
los anticuerpos policlonales contra la TrxN, que seran de gran utilidad para poder realizar
los estudios correspondientes que puedan proveer de la informacion necesaria para
entender 1a funcion de esta tfiorredoxina dentro de las redes de interaccion polen-pistile, en

especifico dentro del sistema de Al gametofitico en V. alaia
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1.1 TIORREDOXINAS

Las tiorredoxinas (Trxs) son proteinas ubicuas y pequefias {12-14 kDa) que tienen
un sitio extremadamente activo (Meyer ef af., 1999), cuya secuencia consenso es -Cys-Gly-
Pro-Cys-. Son las enzimas maés representativas de una familia de proteinas que se
encuentran ampliamente distribuidas y poseen actividad de oxidorreductasa ditiol-
disulfuro (Wollman et al.,, 1988).

La primera Trx fue purificada de Escherichia coli y se encontro que actia como una
proteina donadora de hidrogene a la ribonucledtido reductasa (RRasa), que es una enzima
esencial para la sintesis de DNA (Laurent et al, 1964). La energia necesaria para la
reduccion de ribanucledtidos se origina a partir de NADPH y es transferida por medio de
una cascada de tres proteinas por intercambios ditiol-disulfuro. Primero, ia flavoproteina
tiorredoxina reductasa (TrxR) dependiente de NADPH colecta los electrones de NADPH
y los usa para reducir el puente disulfure de su propio sitio activo. Este ditiol entonces
reduce el puente disuifuro de la Trx oxidada (Trx-52), permitiendo asi que la Trx reducida
(Trx-(SH),) reduzca a la RRasa (Laurent e al., 1964; Meyer er ol, 1999). Por lo tanto, la
tiorredoxina es e sustrato de la tiorredoxina reductasa, la reduccidn es dependiente de

NADPH y se forma el sistema de Trx y NADPH-TrxR (Meyer ef al., 1999) (figura 1).

TrxR-(SH). . Trx-5; Beo-(SH)-

NADPH FAD
- AX X X
NADP FADH; TrxR-5. Trx-(SH); Beo-5;

Figura 1. Mecanismo de la reaccion de reduceion de disulfuro de una proteina blanco dependiente de
NADPH por ¢l sisterna de tiorredoxina. El sitio activo de la tiorredoxina reductasa oxidada (TrxR-S;) se
reduce (TrxR-(SH),) via FAD, el cual es reducido (FADH,) a partir de NADPH + H*. La tiorredoxina
oxidada (Trx-S,) es entonees reducida por TrxR-{SH), vy la tiorredoxina reducida (Trx-(SH),) rompe el
puente disulfuro de su proteina blanco por reduccion, generando en ésta dos grupos tiol (Beo-3; - Beo-
(SHY).

Las Trxs reportadas desde procariontes hasta eucariontes tienen decl 27 al 69% de

identidad a nivel de secuencia de aminodcidos con ta Trx de E coli. Los modelos indican
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que todas estas proteinas tienen estructuras tridimensicnales similares a pesar de la gran
variacion que cxiste en sus secuencias aminoacidicas (Eklund er of, 1991) Por ejemplo, la
estructura primana de la tiorredoxina del bacteriofago T4 (Trx T4), reportada por Sjoberg
y Holmgren (1972), al ser comparada con la de la Trx de E. cofi (Holmgren, 1968} no sce
encontrd suficiente similitud entre ellas; sin embargo, la cristalizacion de 1a Trx T4 en su
forma oxidada (Trx-S,) v la determinacion de su estructura tridimensional (Soderberg er
al., 1978) mostro que ésta y fa de E. coli {cristalizada por Holmgren y Soderberg (1970) y
descrita su estructura tridimensional por Holmgren er ¢f(1975)) tienen un plegamiento y
estructura tridimensional similares (Holmgren, 1985).

Todas las tiorredoxinas comparten un plegamiento comin con una sucesion de
elementos estructurales secundarios, incluyende a mas del 75% de los residuos de la
proteina (Holmgren, 1985) (1, al, B2, a2, B3, o3, B4, B5 vy wd, que le bnnda una
estructura compacta globular con cinco ldminas beta, tres paraiclas v dos antiparalelas
(Hoimgren, 1985), formando una region hidrofobica rodeada por cuatro c-hélices sobre la
superficie externa (Holmgren, 1985, Powis y Montfort, 2001} Esta conformacion
inusualmente compleja para una proteina de 12 kDa (la de E. coli) explica la estabilidad
excepcional de las Trxs (Holmgren, 1985).

Como es de esperarse, los residuos cn la region dei sitio acuvo de las tiorredoxinas
e encuentran altamente conservados. Los dos residucs de cisteina, involucrados en la
formacion del puente disulfuro del centro activo, forman una protuberancia entre la
scgunda lamina beta v la segunda heélice, formando la primera vuelia de la segunda hélice
(Holmgren, 1985; Eklund er al, 1991). A esta estructura terciara estable que se [orma por ¢l
sitio activo se le conoce como dominio Trx (Eklund e af., 1991). De esta manera, el sitio
activo queda accesible en un lado de la estructura, es decir, queda cxpuesto al solvente y
asi participa en reacciones redox a través de la oxidacion reversible de su sitic activo de
Trx-(SHY: a Trx-S;, catahizando las reacciones de intercambio diticl-disulfure de sus
proteinas blanco {Clement-Metral er al., 1986)

Adernas de los residuos del sitio active, Cys-32, Gly-33, Pro-34 y Cys-35, tambi¢n
se encuentran conservados entre diferentes Trxs: Phe-12, Val-25, Asp-26, Phe-27, Ala-29,
Trp-31, Pro-40, Asp-61, Pro-76 v Gly-92 (Eklund er @/, 1991), tomande como referencia de
posicion a la estructura primaria de la Trx de & coii. Gly-33, Pro-34, ¢ lle-75 por un lado.

Pro-76 mas Val-91. Gly92 vy Ala-93 por ctro, forman un arca piana e hidrofobica
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afrededor del dominio Trx (Eklund e ¢/, 1984), el cual s¢ cree que estd involucrado en la
unién de la tiorredoxina a otras moléculas proteicas. Del otro lade del sitio active hay un
grupo de residuos cargados, incluyendo Glu-30, Lys-36 y Lys-57 v un residuo aromatico,
Trp-28, los cuales también se encuentran conscrvados en otfras tiorredoxinas conocidas
(Eklund et af., 1984). Los residuos sobre esta Gltima region pueden participar en las
reacciones redox, en especial Lys-36 puede formar un ion par tiol-base hacia la reduccion
de la Trx-S, {Kallis y Holmgren, 1980).

Con respecto a los animales, tanto la Trx-! humana, que es de 104 aminodcidos
con una masa molecular de 12 kDa, como la de otros mamiferos contienen, ademds de las
dos cisteinas del sito activo, tres residuos de cisteina extras, Cys-62, Cys-69 y Cys-73,
tomando como referencia de posicion la Trx-1 humana (Deiss y Kimchi, 1991; Gasdaska
et al., 1994), los cuales pueden conferirle a la Trx-1 propiedades biologicas Onicas de
mamiferos (Gasdaka e al, 1995; Gasdaka e al., 1996).

Por lo general, a cada proteina que se descubre se le adjudica un nombre y su
funcion relacionandola con un sistema bicguimico en particular. En el caso de las
tiorredoxinas, se ha descubierte que estan involucradas cn al menos doce diferentes
sistemas bioquimicos Las funciones de las tiorredoxinas en los diferentes organismos han
evolucionado a partir de una reaccion comun fundamental a una gran cantidad de
funciones especializadas, lo cual es una prueba de su gran Importancia, utihidad vy

especificidad (Arnér y Holmgren, 2000).

1.2 TIORREDOXINA REDUCTASA

Para tener una idea clara de la funcion de las tiorredoxinas, se debe considerar el
papel que desempenan las tiorredoxina reductasas (TrxRs), las cuales son las fOnicas
enzimas conocidas capaces de reducir el sitio activo oxidado de las tiorredoxinas (Powis y
Montfort, 2001).

Las TrxRs de mamiferos son enzimas que pertenecen a la tamilia de las
flavoproteinas de nucledtido-disulfuro piridina oxidorreductasas que incluye, como
ejernplo, a la glutaudn reductasa. Los miembros de csta familia son  proteinas

homodiméricas y en cada mondmero incluye un grupo prosiético FA [J, un sitio de union
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a NADPH vy un sitio activo que contiene un disulfuro redox-activo (Mustacich y Powis,
2000). La TrxR de mamiferos es de [16 kDa y presenta mayor similitud tanto en
estructura como en funcion hacia la glutation reductasa (Holmgren y Bjomstedt, 1995). A
diferencia de ésta, la TrxR de E. cofi tiene un peso de 70 kDa y es un dimero {Holmgren y
Bjornstedt, 1995). Las TrxRs se dividen en dos clases (Luthman y Holmgren, 1982): (1} las
de bajo peso molecular (35 kDa por subunidad), como la de F. cofi y otros procariontes,
levadura, micoplasmas, Giardia ducdenalis, Arabidopsis thaliana y Methanococcus jannaschit
(Williams ef af., 2000) y (2) las de alto peso melecular (55 kDa por subunidad), las cuales
se encuentran en eucariontes superiores y estdn relacionadas en estructura y funcion a la
glutation reductasa, lipoamida deshidrogenasa y otros miembros de la familia de

nucledtido-disuifuro piridina oxidorreductasas (Arscott et af., 1997).

1.3 TIORREDOXINAS VEGETALES

Entre los eucariontes, sdlo en las plantas existe un gran polimorfismo de
tiorredoxinas, ya que en ellas se encuentran tres tipos: la Trx tipo m (Trx m), la Trx tipo f
(Trx )y la Tex tipo / (Trx h), las dos primeras son cloroplastidicas y la tercera citosolica.
Los tres tipos de Trxs estan codificados en el ntcleo, a excepcidon de la Trx m de algas
rojas que se encuentra codificada en el genoma del cloroplasto {Reynclds eral., 1994; Reith
v Munholland, 1997). En Arabidopsis se han descrito cuatro secuencias de Trx m, dos del
tipe /'y al menos cinco del tipo & (Mever et al., 1999; Schirrmann y Jacquot, 2000). Sin
embargo, a diferencia de los animales y Saccharomyces cerevisiae, en plantas no se ha
encontrado ninguna secuencia de Trx mitocondrnial a pesar de que se ha detectado
actividad de reductasa disulfuro en este organelo, lo que sugiere que al menos debe existir
una Trx mitocondrial vegetal (Meyer er al., 1999; Schurmann y Jacquot, 2000).

La Trx m y la Trx f son reductoras eficaces in vitro en la reglacion redox de la
malato deshidrogenasa (MDH) y la fructosa-1,6-bifosfatasa (FBPasa), respectivamente
(Meyer er al., 1999; Schirmann y Jacquot, 2000) Ambas son reducidas por una TrxR
heterodiménca dependiente de ferredoxina (FTR), la cual obticne su poder reductor a
partit de la ferredoxina reducida. Estas tiorredoxinas cloroplastidicas no  ¢stdn

involucradas en el flujo energético, sino que actian modificando estructuralmente a las
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proteinas blanco (Mever e al., 1999). En cuanto a las Trxs h, llamadas asi por haber sido
originalmente identificadas en tejidos no fotosintéticos (heterotrofos) (Meyer er al., 1999;

Schiirmann y Jacquot, 2000), son reducidas por una TrxR dependiente de NADPH,

1.4 TIORREDOXINAS CLOROPLASTIDICAS (TRX M Y TRX F)

Las proteinas reguladas por luz e implicadas en el metabolismo de azucares fueron
las primeras proteinas blanco identificadas en plantas; ésto permiti¢ e] descubrimiento de
la Trx m v la Trx f (Ruelland y Miginiac, 1999 in Meyer er al., 1999). Las primeras fueron
aisladas de cloroplastos de espinaca y chicharo (Meyer e o/, 1999). La investigacion sobre
la regulacion por luz de enzimas fotosintéticas en los cloroplastos de plantas resulto en el
aislamiento de dos proteinas reguladoras, llamadas ARP,, y ARP, (Schirmann et a/., 1976).
En 1977 se mostréd que la ARP, es una tiorredoxina de cloroplasto (Wolosiuk y Buchanan,
1977) y que la ARP, de higado de rata es también una tiorredoxina (Hoimgren et al.,
1977). Este descubrimiento estimul6 el estudio de las funciones reguladoras de la Trx
como mensajero redox y también dio lugar al descubrimiento de la FTR, especifica de
células fotosintéticas oxigénicas (Buchanan, 1980).

El hecho de que existan varias isoformas de tiorredoxinas de ctoroplasto y muchas
posibles proteinas blanco, ha hecho gue su estudio sea bastante complejo y aun sigan sin
conocerse bien (Meyer et al., 1999},

El andlisis de las secuencias disponibles cn la base de datos indica que tadas tienen
una secuencia en el extremo amino terminal que podria ser un péptido seital compatible
con su localizacion cloroplastidica (Meyer e al, 1999). La secuencia aminoacidica de la
Trx [ comparte una baja identidad con las otras secuencias conocidas de fa familia de las
tiorredoxinas, incluyendo a la Trx m. La similitud de secuencia entre la Trx fylaTrx mes
del 29%, ta cual es ligeramente menor que la que existe entre Ia Trx [y las tiorredoxinas de
mamiferos (Eklund ez al,, 1991), cuyo porcentaje es cerca del 30% con un maximo de 35%
en el caso de la Trx humana (Capitam er af., 2000}. De hecho, en condiciones (1 vitro, nO
siempre s¢ obtiene una clara distincion entre la Trx m y la Trx f'y solo pueden distinguirse

por sus estructuras primarias {Schiirmann y Jacquot, 2000).
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La Trx m esta presente en procariontes oxigénicos, algas, monocotiledoneas vy
dicotiledoneas y se parcce muche a la tiorredoxina de procariontes tanto heterGtrofos
como fotosintéticos anoxigénicos (Schurmann y Jacquot, 2000). En plantas y algas verdes,
esta tiorredoxina se encuentra codificada en el ndcleo, pero en las algas rojas su gen fue
encontrado en el genoma del cloroplasto (Reynolds er al, 1994; Reith y Munholland,
1997). Lo anterior apoya su origen bacteriano endosimbionte y, por lo tanto, las
tiorredoxinas del tipo m son consideradas como tierredoxinas de tipo bacteriano y entre
éstas existe una clara relacion al compararse las estructuras primarias de tedas las Trxs m
disponibles en la base de datos {Schiitmann y Jacguot, 2000).

De las tiorredoxinas tipo fse conocen menos secuencias y se considera que este
tipo de Trxs se encuentra restringido a los organismoes fotosintéticos eucariontes. Al igual
que [a Trx m, fa Trx f se encuentra codificada en el nicleo y aparentemente derivo del
hospedero eucarionte durante la evolucion {Shirman y Jacquot, 2000). Las tiorredoxinas
del tipo fse encuentran altamente conservadas, con un 75 a 90% de identidad de residuos
en la proteina madura de dicotileddneas y con un 60 a 70% de identidad entre
dicotiledéneas y monocotileddneas {Schiirmann y Buchanan, 2000 ¢» Shirman y Jacquot,
2000).

1.4.1 Enzimas blanco de las tiorredoxinas cloroplastidicas

El hecho de que se puede generar in vitro ¢l aumento de la actividad enzimdtica
dependiente de luz por compuestos sulfhidrilos coma ditiotreitol (IDXTT) fue inicialmente
asumido como evidencia de que se encuentra involucrada una tiorredexina reducida. Sin
embargo, la prueba final de un evento redox que involucre a la tiorredoxina necesita
evidencia experimental de un requerimiento total y la demostracion de un puente disulfuro
accesible sobre la estructura blanco. De hecho, se ha confirmado la presencia de puentes
disulfuro redox-activos en la mayoria de las enzimas reguladas por luz y se ha verificado
su papel por mutagénesis sitio-dirigida. Para algunas cnzimas, los modelos
tridimensionales, basados en cristalografia por rayos X ¢ en modelos inferidos por
homologia, han dado nociones acerca de los posibles cambios estructurales que se
presentan debido a la reduccion (Schirmann y JTacquot, 2000).

Las Trxs cloroplastidicas no estan invelucradas en un {lujo energético, sinc que

actian come reguladoras de sus protcinas blanvo por medio de modificaciones
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estructurales sobre éstas (Mevyer ef a/, 1999). La comparacion de las estructuras primarias
de dichas proteinas blanco revela que no existen consensos que contengan residuos de
cisteina en la mayoria de las enzimas blanco reguladas por luz, aunque en algunas se ha
encontrado una secuencia CXXXXC como ef elemento responsable ¢ parte de éste. No
obstante, las dos cisteinas pueden también estar separadas por muchos residuos (tabla 1).
Para algunas enzimas, en especial aquéllas presentes como isoformas citoplasmicas (e g.
FBPasa y MDH), las estructuras reguladoras disulfuro estan localizadas sobre orquillas
extras o extensiones, indicando que fueron adicionadas durante la adaptacion a su funcion
fotosintética. FEstas observaciones sugieren gque la adaptacion de las enzimas a la
regulacién redox mediada por luz surgid varias veces a io largo de la evolucidn

(Schiirmann y Jacquot, 2000).

Tabla 1. Secuencias reguladoras de las enzimas blance en cloroplaste y su principal torredoxina
activadora. 1.0s residuos Cys reguladores estan en negritas y los residuos adicionales conservados en
cursivas (Schiirmann y Jacquot, 2000). FBPasa: fructosa 1,6-bifosfatasa; SBPasa: sedoheptulosa 1,7-
bifosfatasa; PRK: fosforribulocinasa, NADP-MDH: malato deshidrogenasa dependiente de NADP,
G6PDH: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.

Enzima blanco Planta : " Sitio regolador | Activador
FBPasa Espinaca Cys-155 X3 Cys-174 Val Val Asn | Trx f
Val Cys179
SBPasa Trgo Cys-52 Gly Gly Thr Ala Cys-37 Trx f
PRK Espinaca Cys-16 Xj5 Cys-33 Trx f
ATP sintasa Espinaca Cys-199 Asp lle Asn Giy Lys Cys- | Trx
(subunidad v de 205
CF)
NADP-MDH Sorgo Cys-24 Phe Gly Val Phe Cys-29 Trx {(m})
G6PDH Papa Cys-149 Arg fie Asp Lys Arg Glu Trxm
Asp Cys-157
Rubisco activasa | Arabidopsis Cys-392 X3 Cys-411 Trx f

La reduccien de los disulfuro reguladores de las enzimas blanco ocurre como la
reduccion de la Trx, es decir, con la formacion de un complejo heterodisulfuro transitorio
entre las dos partes de la reaccion (Trx-proteina blanco). La cisteina reactiva, que ¢s ¢l
residuo accesible mas cerca al extremo amino terminal de fa Trx, rompe el disulfuro de la
enzima blanco por un ataque nucleofilico, forméndose asi un disulfuro mixto unido

covalentemente. En un segundo paso, de manera rapida, el segundo sulfhidriio, que se
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encuentra inaccesible al solvente, ataca el disulfuro mixto y como producto se obtiene a fa

Trx-S; v a la enzima blanco reducida (Schirmann y Jacquot, 2000) {Figura 2).

Paso 1

/V\I-W GP GT-\N\Trx (reducida)

H

w0

SH

¥

0

ANAW TS5 CNBeo (oxidada)

[

Pasa 2
e WW?(}PTﬂN\Trx
SH
%/TH M
we o C B
W~ ' =\ Beo

Paso 3

’V\/‘W (\Z GP ?W\Trx (oxidada)
55

H S|H

C=\Bco (reducida)

M—uwn

N—w

Figura 2. Esquema del mecanismo redox de la tiorredoxina {T'rx) sobre vna proteina blanco (Beo). En ¢l
paso 1 ocurre un primer ataque nucleofilico de la primera cisteina de la Trx sobre un atomo de azufre de
la proteina blanco, lo cual provoca ia formacion de un complejo intermedio mixto {CM) e inestable
{paso 2). El anién tiolato de la segunda cisteina de! sitio activo de la Trx entonces rompe el puente
disulfuro entre la Trx v la proteina blanco para liberarla {paso 3), quedando asi la iorredoxina oxidada y
la proteina blanco reducida (Meyer er al,, 1999). W: triptofano; C: cisteina; G: glicina, P prolina.

1.5 TIORREDOXINAS CTTOPLASMICAS (TRXS H)

La presencia de muchas tiorredoxinas en el mismo compartimiento celular posee el
problema de su redundancia funcional o especificidad (Jacquot e af, 1997, Meyer et af.,
1999). Desde un punto de vista evolutivo, el hecho de haber oblerndo proteinas hibridas
con un espectro de actividad mucho mas amplio que las dos Trxs h progenitoras de
Arabidopsis con actividad restringida ha reforzado fa mipotesis de un origen comun de las
tiorredoxinas vegetales de tipo 4 a partir de un ancestro totipetente, a partir de! cual, por

duplicaciones génicas, aparecieron mutaciones que dieron lugar a determinantes
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necesarias para la interaccion con blancos en particular, resultande en una especializacion
de las Trxs h vegetales (Bréhélin er af., 2000},

Todas las secuencias deducidas de Trxs h comparten un alto grado de identidad,
excepto que la secuencia del sitio activo -Cys-Gly-Pro-Cys- cambia a -Cys-Pro-Pro-Cys- en
algunos miembros, como es el caso de una tiorredoxina de Arabidopsis (AtTRX3)
(Schirmann y Jacquot, 2000; Bréhélin er al,, 2000) y una que se clond a partir de una
hiblioteca de raton YAC vy localizada en el nucleo, llamada nucleorredoxina (Kurooka er
al, 1997). Se ha probado que los dos anunoacidos entre las dos cisteinas ticnen un papel
muy importante en el potencial redox del sitio activo de las tiorredoxinas y proteinas
relacionadas (Chivers y Raines, 1997).

Las secuencias de las Trxs h son un poco mas largas que la de E. coli. La mayoria
posee extensiones hacia el extremo amino y/0 carboxiio terminal. De acuerdo con los
analisis de las estructuras primarias, ef modelo indica que la Trx h vegetal esta mucho mas
relacionada con 1a Trx humana que con ta de E. cofi (Scharmann y Jacquot, 2000).

Las Trxs h parecen carecer de un péptido de transporte y por lo tanto, se asume que
son proteinas citoplasmicas. Sin embargo, se ha demostrade en arroz y en muchas otras
plantas que la Trx h también estd presente en el floema. Al no haber una sefal de
secrecion, se cree que las tiorredoxinas son transportadas a través de los plasmodesmos
debido a su tamafio {Mever et al., 1999); por microinyeccién de Trx h recombinante, se ha
demostrado que la proteina misma tiene la capacidad de mediar su propio transporte de
célula a célula a través de los plasmodesmos (Ishiwatari ef al., 1998). Al compararse con la
tiorredoxina humana, Trx-1, la cual es secretada masivamente a la sangre por linfocitos,
hepatacitos, fibroblastes y una variedad de células cancerigenas (Powis y Montfort, 2001},
se ha sugerido que las tiorredoxinas lienen la capacidad de actuar como mensajeros €n la
transduccion de sefiales (Meyer et al, 1999; Powis y Montfort, 2001). Estc sugiere que la
Trx h es un elemento movil en las plantas y puede también actuar como portadora de
mensajes (Schirmann y Jacquot, 2000) comao se describid en el caso del receptor con
actividad de cinasa del locus § (SRK) en Brassica {Brassicaceae) (Bower e al, 1995,
Cabrillac et al., 2001).

En el caso de gue las tiworredoxinas de plantas tambi¢n puedan actuar como
moléculas de senal en los tejidos vegetales por sus propiedades de regulacion redox, ésto

les puede permitir la interaccion con receplores especificos. De hecho, Cabriliac e al.
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(2001) demostraron que es una tiorredoxina la que inhibe la autofosforilacion espontanea
de SRK en Brassica, evitando asi que haya una respuesta de rechazo del polen aunque sea
una polinizacién compatitle, lo que provocaria esterilidad en la planta (Cabrillac et al.,
2001).

Para las tiorredoxinas citoplasmicas, o de tipo &, se han sugerido también otras
diversas funciones. Un ejemplo de ésto se presenta durante la germinacion de semillas,
donde es muy probable que esté involucrada la reduccién de las proteinas de almacenaje e
inhibidores de enzimas, asi como la regulacidén de una proteasa dependiente de redox,
como la tiocalsina (Kobrehel et al. 1992; Besse et al., 1996). La relacion de las Trxs h con la
germinacion y desarrollo de la semilla sugiere que la Trx h es reducida por la TrxR con
NADPH metabslicamente generado y que actiia en las etapas tempranas del desarrollo de
la semilla para iniciar la movilizacion del nitrégeno y carbon al endospermo, que es el sitio
principal de almacenaje de reservas en los cereales (Kobrehel et al., 1992; Lozano e al,
1996). El NADPH requeride para esta reduccion puede ser generado enzimadticamente a
partir de los carbohidratos almacenados ¢n el endospermo por medio de la glucosa 6-
fosfato v 6-fosfogluconato deshidrogenasas (Lozano e al., 1996).

Los estudios de expresién de las tiorredoxinas de tipo 7, a nivel de mRNA y
proteina, indican que las Trxs estan presentes cn muchos 6rganos vegetales y que su
expresion esta regulada durante el desarrollo (Schirmann y Jacquot, 2000). Por ejemplo,
la transcripcion del gen en Chlamydomonas se encuentra bajo el control de ka luz y un ritmo
circadiano (Lemaire ef al, 1999a). Ademas, se activa fuertemente después de la adicion de
metales pesados, tales come Cd*, a celulas de algas (Lemaire et al, 19990). Sin embargo,
como en el caso de las tiorredoxinas de cloroplasto, atn queda sin resolverse la identidad
de los componentes invelucrados en el sistema de las Trxs de citoplasma (Meyer et al,
1999).

Existen varios reportes que indican que en cianobacterias y plantas, la Trx estd
involucrada en la desintoxicacion por H,O. por medic de la enzima torredexina
peroxidasa o peroxirredoxina (PRDX) (Schiirmann y Jacquot, 2000), la cual pertenece a la
familia conservada de proteinas antioxidantes y usa los grupos tiol come reductores
equivalentes para atrapar a los oxidantes (Chae ¢t af, 1994). En el citosol, 1a PRDX puede
ser un blanco de la Trx h, ya que esta enzima ha sido aislada como un blanco i wvo de la

tiorredoxina vegetal de tipo A en levadura por medio de la estabilizacion del disulfuro
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mixto intermedio (Verdoucq er al., 1999). Se han encontrado los equivalentes estructurales
y funcionales de la peroxirredoxina de la levadura y mamiferos en células vegetales. El
tipo de PRDXs de dos cisteinas se cree que funcionan como antioxidantes y también se
han caracterizado en plantas, tales como Hordeum y Spinacia (Baier y Dietz, 1996).

En el caso de haber una tiorredoxina mitocendriai, se le ha adjudicado la funcidn
de activar/estabilizar el complejo 2-oxodcido deshidrogenasa v la regulacion redox de la
oxidasa cianuro-resistente alterna en la cadena de transporte de electrones en plantas

{Schirmann y Jacquot, 2000).

1.6 ALGUNAS FUNCIONES BIOLOGICAS DE LAS TIORREDOXINAS EN ANIMALES

La Trx-1 actua como un factor de crecimiento y es producida por una gran
variedad de células. Es secretada hacia el torrente sanguineo por linfocitos, hepatocitos,
fibrobalstos ¥ varias células cancerigenas (Powis y Montfort, 2001}. El mecanismo por el
cual se ileva a cabo la secrecion no §¢ conoce, pPero como la Trx-1 no tiene una secuencia
de transporte, el mecanismo parece involucrar una ruta independiente a la ruta secretora
del sisterna reticulo endoplasmico-aparado de Golgi (Rubartell et al,, 1992; Rubartelli y
Sitia, 1991). Esta Trx estimula el crecimiento de los linfocitos (Wakasugi er al, 1990),
fibroblastos normales {Oblong e al., 1994) y de una variedad de Hineas celulares tumeorales
(Gasdaska er al,, 1995; Nakamura e al., 1992).

La Trx-1 tiene propiedades antioxidantes, ya que elimina al peroxido de hidrogeno
(Spector et al., 1988). También se ha reportado que es un donador eficiente de electrones a
la glutatién peroxidasa de plasma (Bjornstedt et al, 1994). Sin embargo, aunque se ha
sugerido que la Trx-1 tienc un papel antioxidante en el plasma (Nakamura et al., 1997},
gsta se presenta a muy bajas concentraciones, Cerca de 6 nM, mientras que el plasma
contiene niveles de alrededor de 1 pM de glutation reducido {Hogarth et al., 1996; Berntsen
et af., 1998), 1o cual indica que la actividad como antioxidante de la Trx-1 no debe ser muy
relevanie (Powis y Montfort, 2001).

La Trx-1 también activa selectivamente la union al DNA de un gran nimero de
factores de transcripcion (Powis y Montfort, 2001). Entre estos factores de transcripcion, se

encuentra NF-«B, el cual es importante para la respuesta celular al estres exidativo,
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apoplosis y origen de tumores (Moore y Bose, 1988; Gilmore ef af., 1996), incrementande
su unién al DNA (Powis y Montfort, 2001). Otros factores de transcripcion cuya union al
DNA aumenta por la Trx-1 son AP-2 (Huan y Domann, 1998), el receptor de estrogeno
(Hayashi eral, 1997) y el factor de transcripeion PEBP2/CBF (Akamatsu ez al., 1997).

i factor de transcripcion AP-1 (homo- y heterodimeros), cuya activacion esta
correlacionada con el incremento del crecimiente celular, se encuentra regulado por oxido-
reduccion (Meyer er al,, 1993; Schenk ez al, 1994), La unidn de AP-1 se aumenta por la
reduccion de un residuo de cisteina conservado en el dominio de union al DNA de cada
uno de los homodimeros (Jordan y Reichard, 1998). La Trx-1 no reduce directamente a
AP-1 sino que 1o realiza a traves de otra proteina nuclear redox, Ref-1 (Abate et al., 1990},
fa cual es una proteina de 37 kDa y que tambien ticne una actividad de endenucleasa de
reparacion apurina/apirimidina y un dominio altamente conservado en una familia de

enzimas de reparacion de DNA de procariontes y eucariontes (Xanthoudakis e of., 1994).
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En nuestro grupo de investigacion estamos interesados en estudiar las redes de
interaccion polen-pistilo, en especial el sistema de autoincompatibilidad (AT) gametofitico
en Nicotiana alata (Solanaceae), lo cual implica conocer a todos los genes involucrados y
como participan sus productos en la via bioquimica del rechazo del polen alelo-§

especifico.

2.1 AUTOINCOMPATIBILIDAID} EN ANGIOSPERMAS

La autoincompatibilidad (AI) en plantas superiores es un sistema  de
reconocimiento célula-célula y actiia como una batrera a la autofecundacion. Se define
como la incapacidad de una planta fértil hermafrodita de producir cigotos después de la
autopolinizacién (de Nettancourt, 1977).

Fn la mayoria de las especies la Al se encuentra regulada por un solo focus
multialélico, denaminado S (Bateman, 1955; de Nettancourt, 1977}

Existen dos sistemas de Al homomérfica descritos: el esporofitico y ¢l
gametofitico. En el primer caso, el polen expresa el fenctipo de compatibiiidad de la planta
diploide de donde fue originado; mientras que en el segundo, el polen expresa el fenotipo

de compatibilidad de su genotipo haploide § {Cruz-Garcia y McClure, 2001).

2.2 AUTOINCOMPATIBILIDAD GAMETOFITICA

En el caso de las solanaceas el alelo S codifica para glucoproteinas con actividad de
ribonucleasa {RNasa) (McClure et al, 1989) que actiian degradando el RNA ribosomal
(rRNA} del tubo polinico en su recorrido temprano per el tejide de conduccion del estilo
(McClure er af., 1990). Por lo tanto, el grano de polen germina al llegar al estigma pero

muetre en el tejido de conduccion estilar antes de alcanzar €] ovano.
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2.3 GENES MODIFICADORES

Como se ha mencionado, ¢l producto del atelo S es el determinante genético de fa
especificidad en el sistema de autoincompatibilidad. Sin embargo, se ha visto tambien que
se requiere de otros genes en los sistemas de Al tanto esporofitico como gametofitico
{East, 1932; Marin, 1968; Al et al, 1991; Nasrallah er af, 1992; Bernatzky er al, 1995;
Tkeda er af, 1995; Tsukamoto er al., 1999 in Cruz-Garcia y McClure, 2001). McClure ef al.
(2000) clasificaron tales genes o factores en tres grupos de acuerdo a la funcidén que

podrian tener en la reaccion de AT como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Clasificacién de los genes modificadores en el sistema Al de acuerdo a su funcidn.

Funcion
Grupo [ Afectan directamente la expresion de los genes S que determinan la
especificidad.
Grupo 11 Interactuan genética o bicquimicamente con io0s determinantes de la
especificidad pero no afectan su expresion |
Grupo 111 Poseen funciones tanto en el sistema de autoincompatibilidad como en
otras dentro de la fecundacion. !

De acuerdo con esta clasificacién, los que presentan funcicnes especificas en el
sistema de Al (grupos 1 y 1I) al ser mutados se obtienen plantas autocompatibles (AC),
mientras que los del grupo 111 producen esterilidad (Cruz-CGarcia y McClure, 2001).

Con el fin de identificar y clonar genes modificadores que estén involucrados en la
reaccion de Al gametofitica diferentes a las 5-RNasas, a partir de una poblacion hibrida
segregante de Nicotiana, s¢ clond un cDNA utilizande la técnica de cDNA-AFLP, al cual
se le dencmind ¢DNA AFLP-25 836 La secuencia de este ¢cDNA contienc un marco de
lectura abierto denominado ¢DNA TrxN (Trx: tiorredoxina; N: Nicotiana alata)y que
codifica para una proteina de 153 aminoacidos con un dominio de tiorredoxina hacia el
extremo amino terminal (figura 4). Sin embatgo, el hecho de que la proteina inferida a
partir de este cDNA contenga dicho dominio, no es una razén definitiva para dear que €l
¢DNA TrxN codifica para una proteina con actividad de Trx, ya que no s¢ tlene una

evidencia funcional
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OBJETIVOS

. Comparar la sccuencia aminoacidica codificada por el cDNA TrxN con otras

tiorredoanas.

. Sobreexpresar y purificar el producto codificado en el cDNA TrxN en £ coli.
. Corroborar que la proteina sobreexpresada tiene actividad de tiorredoxina.
. Producir anticuerpos policlonales en conejo contra la proteina recombinante (TrxN}.

. Evaluar si los anticuerpos peliclonales contra la TrxN reconocen a una tiorredoxina estilar

en N alata.



ESTRATEGIA

a) Realizar un alineamieto miltiple a nivel de aminodcidos utlizando la secuencia de la
proteina inferida a partie del marco de lectura abierto contenido en el cDNA AFLP-25
83.6 (c1INA TrxN) y otras tiorredoxinas.

b) Clonacién de la region codificante del cDNA AFLP-25 83 6, denominada cDNA TrxN
{figura 4), en p(7EX 47T-2, ¢! cual es un vector de expresion inducible por IPTG (figura 3),
para sobreexpresario en la cepa BL2ZI{DE3)plysS de £ cofi.

¢y Purificactén de 1a proteina recombmante en un solo pase por medio de una cromatograha
de afinidad hacia ja glutatién-S-transferasa (GST), la cual se encuentra codificada en ¢l
vector de expresion pGEX 4T-2 y a la que se fusiona en su extremo carboxilo terminal la
proteina en estudio {figura 3).

d) Por medio de un ensayo de actividad especifico para ¢l tipo de proteina identificado,
corroborar que la proteina recombinante, producto del JDNA '] raN, es bhiologicamente
funcional

¢) Utilizar la proteina recombinante pura como antigeno ¢ iInMunizar a un congjo para que

éste produzea anticuerpos policlonales contra ¢l producto del cDNA TrxN.



MATERIAL Y METODOS!

5.1 DETERMINACION DEL PRODUCTO CODIFICADO EN EL. CDNA AFLP-25 83.6

Previo a este trabajo, se aisldé un fragmento de ¢DNA mediante la técnica de
cDNA-AFLP, el cual fue denominado ¢DNA AFLP-25. Uulizando este ¢cDNA como
sonda en una hiblioteca de ¢DMNA se identificod una clona, la 3.6, con un ¢DNA que
contenia un marco de lectura abierto. Este ¢cDNA fue denominado ¢DNA AFLP-25 83.6
(figura 4).

El marco de lectura abierto contenido en este ¢cDNA se encontrd utilizando el
programa Vector NTI Suite 5.5. La secuencia de la proteina codificada dentro de este
marco de lectura {¢DNA TrxN) se obtuvo a partir de la traduccion de la secuencia
nuclectidica a aminodcidos comenzando con el codon de inicio ATG que codifica para
metionina y finalizando con el codon de término TAA.

Como parte de esta investigacion, la estructura primana de esta proteina fuc
comparada ccn otras secuencias aminoacidicas en la base de datos y asi se pudo

determinar hipotéticamente la identidad del producto codificado en el cDNA TrxN.

5.2 ALINEAMIENTO MULTIPLE A NIVEL DE AMINOACIDOS DE DIFERENTES TIORREDOXINAS

INCLUYENDO LA ESTRUCTURA PRIMARLA INFERIDA A PARTIR DEL CDNA TRXN

Del resultado anterior se pudo inferir que 1a proteina codificada en el marco de
lectura abierto de aproximadamente (6.8 kDa (figura 4) en ¢f ¢cDNA AFLP-25 83.6,
incluia un dominio de torredoxina. Como las comparaciones de las estructuras primarias
de proteinas homologas indican cuales de los residuos son esenciales para su funcicn,
cudles son menos importantes y cuales tienen poca funcion especifica (Voet ¢ wl., 1999),
utilizando ef componente AlignX del programa Vector NTI Suite 55, se realizo un
alincamiento multiple a nivel de aminoacidos de dilerentes secuencias de tiorredoxinas de

| . .
" ot de preparaciont de clertng reactives Algunas metadolopiag adicioniales se encuentran aness on vl

apendice
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la base de datos y aquélla inferida a partir del ¢cDNA TrxN. Asi se pudo lener una vision

mds detallada de la estructura primana de Ia posible tiorredoxina de N. alata.

5.3 AMPLIFICACION DE LA REGION CODIFICANTE DEI. CDNA AFLP-25 83.6 (CDNA
TrxIN})

Una vez conocida 1a secuencia de la region codificante del cDNA AFLP-25 83.6
{(cDNA TrxN) se disefiaron los siguientes oligonuclettidos™:
+ Fthipex (Bam- HI)
53" CGCGCGGATCCATGGGATCGTATCTITTCAA 3
¢ Rthipex (Eco-RI)
3 GCGOCGCGGGAATTCAATTTATTGGACATGAAA Y

Estos oligonuclestidos fueren diseflados para la amplificacion por la reaccion en
cadena de la polimerasa {PCR) del ¢<DNA TrxN para flanquearlo en el extremo 5° por un
sitio de restriccion Bam-HI (Fthipex) v en el 3’ (Rthipex) un sitio de restriccion Eeco-RI. Por
otro lado, en el sitio multiple de clonacion del vector de expresion pGEX 4T-2, donde fue
clonado este ¢DNA, ¢l sitio de restriccion Bam-HI permite Ja conservacion del marco de
lectura entre et Ultimo codén del extremo carboxilo terminal de la glutarion-S-transferasa
(GST) vy el primerc del amino Lerminal de la proteina a fusionar (TrxIN}, mientras que el
sitio de restriccion Eco-R1 localizandose abajo del Bam-HI permite que el cDNA se inserte
direccionalmente en el plasrmdo (figura 3) y la conservacion de un codén de término

debajo de este sitio (TGA).

" En las secuencias de los oliponuclentidos diseftados, bos sinos do restrccion meluides se encueniran dicados ¢n
negritas y subrayadas

19



Material y métodos

Trombina

lt.au Val Pro Arg?Gly Ser}Prr} Glv lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT €CG CGT GGA TCC CCA GGA ATT CCC GGE TEG ACT CGA GLG GCC GCA TCG TGA

BamH | FroR | Sl Sl e E Stop codon

Tihi1 |

Aat b

Bsphi t
pS{ 0 \Bam?Siop?

Pat |

pGEX

-4900 bp

Nari

EcoR Y

BsIEN pBR3J22
ot

LT

Figura 3. Esquema del vector pGEX 4T-2. L.a secuencia muestra ¢l sitio muliiple de clonacion, donde se
encuentran los diferentes sitios de restriccion. Nétese como el sitio Bam-HI no altera el marco de lectura.
Fl sitio de reconocimiento para ta trombina se encuentra al final de la secuencia codificante para GST.
Ademis, el vector cuenta con un gen marcador de resistencia a ampiciling {(Amp").

Para amplificar el ¢cDNA Trx N se utihzo la técnica de PCR usando un sistema
enzimatico de expansion de alta fidelidad (Expansion High Fidelity, Roche). Este sistema
esla compuesto por una mezcla de las enzimas, Toy DNA polimerasa y FPwo DNA
polimerasa, que garantiza tener un alto rendimiento, fidelidad y especificidad en los
productas amplificados. Come la Pwo DNA polimerasa tienc una actividad inherente de
exonucleasa 3'-5° de corrcecion de errores introducidos durante fa polimerizacién
{Dabrowski v Kur, 1998). este sistema de amplificacion resulta en una sintesis de DNA

con alta fidehdad.
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I.a mezcla de reaccion que se utilizéd para la amplificacién se muestra en la tabla 3y
las condiciones de PCR pueden verse en la tabla 4.

Los productos de la amplificacion fueron fraccionados electroforéticamente en un
gel de agarosa al 1.5% vy tefides con bromuro de etidio. El DNA amplificado fue
purificade a partir del mismo gel de acuerdo al protocelo de productos QIAGEN, como
sigue:

a) Cortar el fragmento de DNA del gel de agarosa con una navaja limpia.

b) Pesar la rebanada de gel en un tubo incoloro. Agregar 3 volumenes de buffer QG por
volumen de gel (100 mg ~ 100 ml).

¢) Incubar a 50°C por 10 minutos o hasta que el gel se disuelva completamente. Con el fin
de acelerar la disolucion del gel, se puede mezclar con vortex cada dos o tres minutes
durante el iempo de incubacion.

d) Una vez que el gel se haya disuelto completamente, verificar que el coler de la mezcla
sea amarillo, lo cual indica que se tiente un pH < 7.5,

) Agregar un volumen de gel de 1soprepanol a la muestra y mezclar con vortex.

f) Colocar una columna QIAquick en un tubo colector de 2 ml.

@) Para unir el DNA, aplicar la muestra a la columna y centrifugar a 13,000 rpm durante
un mmnuto.

h} Desechar el flujo y regresar la columna al mismo tubg colector.

1) Para quitar cualquier rastro de agarosa, agregar 0.5 ml de buffer QG a la columna y
centrifugar a 13,000 rpm durante un minuto.

1) Para lavar, agregar 0.75 ml de buffer PE a la cclumna y centnfugar a 13,000 rpm
durante un minuto.

k) Desechar el flujo y centrifugar la columna un minuto adicionaf.

I} Colocar la colurmna (Aquick en un tubo impio.

m) Para cluir el DNA, agregar 30 ul de H:0 desionizada esténl al centro de la membrana
de la columna vy dejar reposar por un minuto. Finalmente, centrifugar a 13,000 rpm por

un minuto.

21



Material y mitodos

Tabla 3. Reactivos y concentraciones de cada uno de los utilizados para la amphificacion del cDNA.

mar .7 Reactiva " B . Concentracién final
Primer Fthipex (10 mM) 0.5 uM
Primer Rthipex (10 mM) 0.5 pM
DNTPs’ (Roche) (16 mM) 0.2 mM
Buffer con MgCl, (10X) 1X

Exp. H Fidelity® (3.5 u/ul) 25u

DNA templado’ -
Volumen final>® =~ =~ ' | 50 pl

Tabla 4. Condiciones de PCR para la amplificacion del cDNA TrxN.

# o+ Temperatura °C) Tiempo (minntos)
s Desnaturalizacién inicial 94 1.0
+ Amplificacion (40 ciclos)
Desnaturalizacidon 94 0.5
Alineamiento 60 1.0
Elongacién 72 1.0
= Elongacién final 72 1.0

5.4 CLONACION DEL CDNA TRXN

El producto de amplificacion por PCR del ¢cDNA TrxN tue digerido con las
enzimas de restriccion Bam-HI y Eco-RI, ligado al vector de expresion previamente
linearizado con las mismas endonucleasas y finalmente utilizade para transformar células
de E coli DH3au

Las digestiones, tanto de! cDNA (producto de PCR) como del vector, sc lievaron a
cabo con las enzimas de restriccion Bam-HI v Ece-RI (Gisco BRL), dejando incubar la
reaccidon a 37°C por dos horas. Las muestras fueron purificadas a partir de un gel de
agarosa al 1.5% después de una eiectroforesis, siguiendo el protocolo de producios
QIAGEN antes descrito. Luego, el DNA fue ligado al vector de expresion utilizando la Ty

DNA ligasa (Gisee BRL) e incubando la mezela de reaccidon a 4°C toda la noche.

Y Es una mezcla de los cuatro desoxirrbonucleotudos en misma cantidad

4§ refiere a la mevela de DNA polimerasas del que consiste ¢f sistema de expansion de alta Nidelidad

' En este caso el DNA templado fue el plasmido recombinante pZ1.1 puriticado 4 partir de la clons R2.6
“ EY volumen final se alcanza agregando HA( destonizada estersi
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El preducto de la reaccion de hgado se utilizo para transformar células competentes
de E. coli DHS5a por choque térmico, bajo el siguicnte protocolo.

a) A 100pl de células competentes se les agrega 5 pt de la reaccién de ligado.

b) Incubar en hielo por 30 minutos.

c) Incubar a 42°C por 40 segundos.

d) Adicicnar 450 pl de medio LB con glucosa a una concentracion de 20 mM.

e) Incubar a 37°C con agitacién (~200 rpm) por una hora.

f) Centrifugar a 13,000 rpm 30 segundos.

g) Resuspender el boton celular con 100 pl de medio LB.

h) Esparcir en una placa de LB con ampicilina (Roche) 2 una concentracion final de 50
pg/ml.

1) Incubar a 37°C toda la noche.

Para corroborar que las colonias transformantes, seleccicnadas por su resistencia a
ampicilina (50 pg/ml), contenian el plasmido recombinante, se purifico el DNA
plasmidico por el método de Iisis alcalina y se digiri6 con las endonucleasas de restriccion
bajo las condiciones antes mencionadas. Por medio de una electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% se fraccionaron los productos de las reacciones de digestion, ‘

El procedimiento para purificar el DNA plasmidico de células transformantes es €l
sigulente;

a) Sembrar una colonia alsiada en 3 ml de medio LB con ampicilina {30 pg/ml) e incubar
a 37°C con agitacion (~200 rpm) de 12 4 13 horas.

bh) Centrifugar el cultivo a 13,000 rpm por 3 minutos.

¢) Resuspender el botdn bacteriano en 250 pl de GTE

d) Agregar 400 ul de una soluciéon de NaOH 0.2 M y SDS al 1%. Mezclar por inversion 6
veces.

e) Agregar 400 ul de acetato de potasio 3 M pH 4 8 y mezclar por inversion 6 veces.

f) Centrifugar a 13,000 rpm por 10 minutos.

£) Recuperar el scbrenante y medir el volumen.

h) Agregar PCI (fenol (30)cloroformo {49):alcoho! isoamilica (1)) en proporcion 11 al
volumen del sobrenadante obtenido.

1) Mezclar vigorosamente con vortex.
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1)} Centrifugar a 13,000 rpm por 20 minutos.

%) Recuperar la fase acuosa y medir su volumen.

1y Agregar 1/3 volumen de acetato de amonio 10 M y 2 volamenes de etanol absoluto

m) Mezclar vigorosamente con vortex.

n) Incubar a -20°C por un minimo de 30 minutos.

0) Centrifugar a 13,000 rpm por 15 minutoes.

p) Desechar cuidadosamente el sobrenadante y esperar a que el etanol se evapore.

q) Resuspender ¢l boton en agua desionizada estéril con RNasa A a una concentracidn
final de 600 ng/ml {de una solucién madre a 15 mg/ml).

t) Incubar a 37°C por 30 minutes.

s) EI DNA plasmidico se almacena hasta su usc a -20°C

5.5 SOBREEXPRESION DEL CDINA TRXN

Para sobreexpresar el cDNA TrxN y con el fin de obtener un alto rendimiento en
cuanto a la produccién de la proteina de interés, en este caso la posible tiorredoxina, se
utilizd una cepa de £ coff denominada BL21(DE3)pLysS, la cual contiene el gen [ del
bacteriofago T7 que codifica para la T7 RNA polimerasa bajo el control del promotor /ac
UVS, por lo que se puede inducir su expresion con sopropiltiogalactosido (IPT(}, un
analogo de lactosa no hidrolizable. Ademds, esta cepa también contiene ¢l plasmido
pLysS, ¢l cual expresa a la lizosima T7 cn el citoplasma bacteriano reprimiendo la
expresién proteica en ausencia de induccion, evitando asi la expresion de proteinas toxicas
(en el caso de los vectores tipe pET). El mecanisme de astringencia adicional es que la
lisozima T7 s¢ une e inactiva a la T7 RNA polimerasa (expresada a niveles muy bajos en
ausencia de induceién) e inhibe la transcnpeidn. Después de la induccion con [PTG, la
cantidad de T7 RNA polimerasa es suficiente para superar la inhibicion por dicha lisozima
(Dabrowski y Kur, 1998).

El vector de expresion que se uso es del upo pGEX (pGEX-4T-2} (figura 3). Este
tipo de vectores estd disefiado para que log polipéptidos puedan ser expresados en E. cofi en
forma tal que permita su punficacion bajo condiciones no desnaturalizantes. Los

polipéptidos que se expresan estin fusionados al extremo carboxile de la glutation-5-

24



Muaterial y métodos

transferasa (GST) (figura 3), la cual es una proteina citoplidsmica de 26 kDa comun ¢n
cucariontes. Sin embargo, la GST que se obtiene a partir de este tipo de vectores tiene una
masa molecular de 29 kDa debido a los codones que fueron agregados para formar el sitio
multiple de clonacion antes del codon de términe propio de la proteina.

Por lo comiin, las proteinas producidas permanecen sclubles dentre de la bacteria y
pueden ser purificados a partir de un lisado celular por somicacién. La proteina quimérica
o proteina de fusidn se rompe utifizando una proteasa especifica para un determinado
sitio. En este caso se utilizd trombina, ya que ésta separa a la proteina de fusion rompiendo
a la cadena polipeptidica entre los residuos de arginina y glicina dentre de la secuencia -
Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser- (figura 3} y, ademds la estructura covalente de la posible
tiorredoxina inferida a partir del cDNA TrxN no contiene el sitio de corte de esta enzima
proteolitica.

El DNA plasmidico purificado a parur de las células de E. co/i DH3a fue
secuenciado para evitar la sobreexpresion de un ¢DNA mutado y también fue utilizado
para transformar a las células de £. colf BL21(DE3}pLysS sigumendo la misma metodologia
de transformacion antes mencionada; sin embargo, en este caso la seleccion de fas colonias
transformantes se hizo con ampicilina a vna concentracion de 100 pg/ml. Las colonias
obtenidas fueron conservadas a -80°C en glicerel al 15% diuido con medio L.B.

Para inducir la sobreexpresion de la proteina se realizo un experimento piloto bajo
el siguiente protocolo.

a) Tomar 15 p! de un cultivo congelado con glicere! ¢ inocularlos en 3 ml de medio
2XYTA'

b} Incubar a 37°C con agitacion (~200 rpm) hasta que se alcance una Agode 0.520.7

¢) A los cultivos de induccion se les agrega IPTG (Gisco BRL) de una solucion madre
100 mM a una concentracion final de 0.1 mM vy seguir la incubacion de 2 a 3 horas,

d) Centrifugar por 5 segundos a 13,000 rpm y desechar el sobrenadante.

¢) Resuspender cada boton bacteriano en 300 pl de PBS 1X a 4°C. Tomar 10ul de las
células resuspendidas para un anidlisis por clectroforesis en gel de poliacriamida
desnaturalizante (SDDS-PAGE).

f) Lisar a las células utihzando un sonicador.
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g) Centrifugar a 4,000 rpm por 5 minutos para remover el material insoluble, el cual,
después de transferir el sobrenadante a un tubo limpio, debe ser resuspendido en 300 ul
de PBS 1 X para tomar 10 ul y analizarlo por SDS-PAGE.

h) Del sobrenadante tomar otros 10 ul y analizarlo por SDS-PAGE junte con las otras
muestras para saber la Jocalizacion de la proteina en ambas fases del sonicado.

El analisis de las alicuotas obtenidas, como se ha mencionado a lo largo del
protocolo, se hizo por SDS-PAGE. Esta electroforesis se efectud en dos fases: (1) gel
apilador o concentrador, el cual contiene una concentracion de 4% de acrilamida y pH 6.8
y (2) get separador, cuya concentracién de acrilamida es del 10 ¢ 12.5% y pH 8.8
Finalmente, la tincién de las proteinas en el gel se hizo con azul brillante de Coomassie

(figura 10).

5.6 COMPROBACION DE QUE LA PROTEINA QUE MUESTRA UN PATRON DE SOBREEXPRFSION

ES LA PROTEINA DE FUSION

Con el fin de tener resultados consistentes, se realizd una inmunodeteccidn
utilizando anticuerpos policlonales contra GST incubandolos con la fase soluble de
extractos de proteina total bacteriana provenientes de una clena con el plasmido no
recombinante y otros de clonas recombmantes. En el primer caso es posible
inmunadetectar a la GST, mientras que en el segunde a la proteina de fusion (GST +
posible Trx).

Se hicieron dos geles de poliacrilamida al 10% para realizar SDS-PAGE. Uno de
éstos se transfirid a una membrana de PYDFE a 25 V, 300 mA por 1.5 horas para realizar la
inmunodeteccion de las proteinas GST y la quimeérica; mientras que el otro gel fue tefudo
con nitrate de plata v sirvid como duplicado del primero (figura 11).

Las condiciones para la inmunodeteccion [ueron las siguientes:

a) Incubar la membrana en solucion de bloqueo con suave agilacion constante a
temperatura ambiente toda la noche.

b) Desechar la solucion.

P 5 debe tener on quenta que se necesita tener medios de cultivo gue contengan lus colomas transformantes von ¢l
plasmido sin el inserto y otros con el plasmido recombinante para (17 induccion con IPTG; (2) control de inducaion
(san IPTG) y; (3) para medir la densidad opuca,
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¢) Agregar sclucién de bloqueo [resca con el primer anticuerpo (anti GST) a un titulo de
1:2,000 e incubar con suave agitacion por dos horas a temperatura ambiente.

d) Desechar la solucion.

e) Lavar la membrana con PBS 1X dos veces (5 minutos cada lavado).

f) Lavar con PBS 1X mds NaCl 1.0 M por 15 minutos.,

g) Agregar a la membrana solucion de bloqueo con el segundo anticuerpo (anticonejo,
marcado con peroxidasa) a una dilucidn de 1:2,500 e incubar a temperatura ambiente
con agitacion suave por dos horas.

h) Desechar la solucidn.

1) Realizar tres lavades a temperatura ambiente con PBS 1X (15 minutos cada lavado).

1) Revelar con los reactivos para deteccidon de anticuerpos marcados con peroxidasa (RPN
2109 ECL, Amersham Pharmacia Biotech).

5.7 PREPARACION DE SONICADOS BACTERIANOS A GRAN ESCALA CON LA PROTEINA DE

FUSION

Una vez que se analizaron los resultados obtenudos a partir de la sobreexpresion de]
¢DNA TrxN a baja escala (figuras 10 y 11), se prepararon sonicados bacterianos a gran
escala con el fin de obtener mayor cantidad de la proteina recombinante para una posterior
purificacion, ensayos de actividad y produccion de anticuerpos policlenales. El protocole
es el siguiente (tomando en cuenta que se necesita inducir a las colonias tanto portadoras
del pldsmido no recombinante como del recombinante):

a) Tomar 15 pl de cultivo congelado con glicerol e inocularlos en 3 a 10 mi de medio
2xYTA e incubar a 37°C con agitacion (~200 rpm} de 12 a 15 horas.

b} Hacer una dilucion del cultive 1:100 en medio 2xY'TA ocupando el 25% del volumen
del matraz para asegurar una aireacion adecuada. Incubar a 37°C con agitacion {~200
rpm) hasta alcanzar una Aq de 0.5 a2 0.7.

¢} Agregar a los cultivos IPTG 100 mM a una concentracion final de 0.1 mM para inducir
la expresion y continuar la incubacion de 3 a 4 horas.

d) Centrifugar el cultivo a 8,000 rpm por 10 minutos a 4°C para sedimentar a las células.

e) Drescartar el sobrenadantc y drenar el botdn celular (penerlo ¢n hielo).
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f} Resuspender completamente el botén en 50 pl de PBS 1X a 4°C por cada mililitre de
cultivo.

g) Lisar a las células con un sonicador por periodos de 15 a 30 segundos, entre un
intervalo de 30 segundos a un minuto de reposo, a una frecuencia de 20 a 30 MHz hasta
que la solucidn sea un poco transparente (sontcar sobre hielo).

h) Agregar triton X-100 al 20% a una concentracion final del 1%. Mezclar suavemente por
30 minutos en hielo para mejorar la solubilizacién de la proteina de fusion.

1) Centrifugar a 10,000 rpm y pasar ¢l sobrenadante a un tubo hmpio.

5.8 PURIFICACION DE LA PROTEINA DE FUSION

La punificacion de la proteina quimérica se efectud a partir de la fase soluble del
sonicado bacteriano por cromatografia de afinidad en solucion. Se utilizo 1a resina de
agarosa, glutation sepharosa 4B {Amersham Pharmacia Biotech AB) porque que ésia
permite que la purificacion se realice en un solo paso. La GST presenta afinidad hacia el
glutation oxidado, el cual estd unido covalentemente a la matriz de agarosa. .a clusion de
la proteina se efectia por competencia con glutation reducido, ya que éste presenta una
mayor afinidad hacia el glutatidén que la misma GST, liberdndola asi de 1a resina.

La metodologia para la purificacion es la sigulente:

a) A la fase soluble del sonicado se le agregan 2 ml de glutation sefarosa 4B al 50% por
cada 100 m! de sonicado.

b) Incubar con rotacién continua a temperatura ambiente por 60 minutos.

¢) Centrifugar la suspension a ~1,000 rpm por 5 minutos para sedimentar la matriz.
Eliminar el sobrenadante y salvar una alicucta de éste para analizarlo por SDS-PAGE.

d} Lavar el boton con 10 volimenes de cama con PBS 1X (! volumen de cama = 0.5
volumen de glutation sefarosa 4B al 50%) y centrifugar a 1,000 rpm por 5 minutos.
Desechar el sobrenadante.

e) Repetir el lavado dos veces mas.

La elusion se llevo a cabo de la siguiente manera:

a) A la matnz sedimentada agregar 1 ml de amoertguador de elusion por cada mihilitrg de

volumen de cama.
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b) Mezclar suavemente para resuspender la matriz. Incubar a temperatura ambiente por
10 minutos para eluir a la proteina de fusion de la matriz.
¢) Centrifugar a ~1,000 rpm por 5 minutos para sedimentar la matriz y salvar el
sobrenadante en un tubo limpio.
d) Repetir los tres pasos anteriores dos veces mas y juntar los tres eluatos.
El resultado de la purificacion fue analizado también por SDS-PAGE bajo las

condiciones antes descritas.

5.9 PROTEOLISIS DE LA PROTEINA DE FUSION PARA OBTENER A LA POSIBLE TIORREDOXINA

LIBRE DE LA GST

La proteasa trombina separa a la tiorredoxina de la GST haciendo un corte entre
ambas proteinas en el extremo carboxilo terminal de la GST y el amino de la supuesta
tiorredoxina {TrxN). Esta reaccion proteolitica se puede llevar a cabe sobre la proteina de
fusion eluida de la resina o unida a ésta, la cual es una forma mas adecuada para obtener a
la posible tiorredoxina pura, es decir, libre de Ja GST, ya que ésta permanece unida a la
resina, mientras que la tiorredoxina queda mayoritariamente en el sobrenadante. Para
ambos experimentos se agregd (a la solucion de la proteina de fusion ¢ a la matriz
sedimentada con dicha proteina unida a ella) la mezcla de reaccion que consiste de 50 pl
de trombina (Amersham Pharmacia Biotech) resuspendida (30 unidades) y 950 ul de PBS
X por cada mililitto de volumen de cama, dejando incubar con rotacién continua a
temperatura ambicnte por 14 a 16 horas.

Fl realizar la protedlisis sobre la proteina de fusion eluida sirvio para corroborar
que era la posible tiorredoxina la que se liberaba, ya que se le volvio a aplicar glutation
sefarosa 4B al 50% para demostrar que era ésta la que se habia liberado y 1a GST la que se
quedaria unida (figura 13).

Cuando s¢ hizo la reaccion proteolitica con trombina sobre la proteina de fusion
unida a la resina se siguid el siguiente protocolo:

a) Centrifugar a ~1,000 rpm por 5 minutes para sedimentar la matriz y recuperar el

sobrenadante.
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b) Hacer un lavado con | mi de PBS 1X por cada mililitro de volumen dc cama.
Centrifugar a ~1,000 rpm por 5 minutos y recuperar el sobrenadante.
c} Repetir dos veces mas el lavado y juntar los tres sobrenadantes con el obtenido en el

primer paso.

5.10 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacion sc hizo siguiendo el método de Bradford. Se unlizaron diluciones
de albumina de suerc bovino (BSA, Gieco BRL) a partir de 0.1 mg/ml a | mg/ml (a
intervalos de 0.1} y se disolvieron en el reactivo de Bradford en una proporcion de 1:100
para obtener la curva patron de absorbencia/concentracién. De la misma manera y en la
misma proporcidon se aplicaron las muestras preblema. Las lecturas de absorbencia se

realizaron a temperatura ambiente y a una lengitud de onda de 595 nm.

5.11 ENSAYQ DE ACTIVIDAD ENZIMATICA PARA TIORREIXOXINAS

Para demostrar que el marce de lectura contenido en ¢l ¢DNA AFLP-25 83.6
efectivamente codifica para una tiorredoxina, se utilizo un método espectrofotométrico
especifico para ticrredoxinas {Holmgren, 1979). En este ensayo se mide la turbides de
precipitacion de la cadena B al liberarse de la cadena A por la reduccion de los puentes
disulfuro que las unen en la insulina. Dicha reduccion es catalizada por la tiorredoxina
utilizando come donador de electrones al ditiotreitol (DTT).

Para desarrollar 1a técnica, se prepard una solucion de insulina a una concentracion
de 10 mg/ml resuspendiendo 46 mg de insulina (S1GMa) en 3.68 ml de Tris: C150 mM pH
8.0, Con HC! IM se ajusté el pH de la solucion a 2, se tituld rapidamente a pH 8.0 con
NaOH 1M y se aford a un volumen de 4.6 ml con agua

Para el ensayo de actividad, en cada celda se colocaron 500 pl de insulina a ung
concentracion de 1 mg/ml disuelta en fosfato de potasio ¢.! M pH 7.0y EDTA 2 mM pH
8.0 A cada muestra sc le agregé 100 ul & una concentracion de 75 ng/ul de tiorredoxina,

GST o agua {a los dos contreles). Para empezar la reaccion se les agregaron a todas las
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muestras 10 pi de XTI 100 mM, excepto al blanco, cuyo volumen final {610 ul} se aford
con agua. Las lecturas se icieron a temperatura ambiente a una longitud de onda de 650
nm por 40 minutes a intervalos de un minuto entre cada una (figura 15).

El utilizar como control a la GST sirve para demostrar que, en caso de haber
contaminacion, el resultado de la evaluacion de actividad enzimatica solo depende de la

tiorredoxina.

5.12 PRODUCCION ¥ SEMIPURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA LA
TRxN

Una vez asegurado el hecho de gue la proteina obtemida a partir del cDNA TrxN es
una tiorredoxina, entonces se empezo con la produccion de los anticuerpos policlonales
contra ésta. Con el objetivo de asegurar la produccion de anticuerpos en conejo, se acoplo
la tiorredoxina a hemocianina y s¢ utilizo el adyuvante completo de Freund (SIGMA), ya
que como se ha mencionado, la tiorredoxina es una proteina bastante conservada entre los
organismaos tanto procariontes como eucariontes. El protocolo es el siguiente:

a) Disolver 2 mg de hemocianina en 800 pl de agua desionizada estéril.

b} Adicionar 200 pl de PBS 1 X.

c) A la solucion obtenida, agregar 100 ul de glutaraldehide en solucién acuocsa al 25%
diluide en PBS 1X en una proporcion de 1:10.

d} Incubar a temperatura ambiente con rotacion continua por un minimo de 12 horas.

) Uulizande un tubo centricon 30, eliminar el exceso de glutaraldehido centrifugando a
2,000 rpm durante 30 minutos. Agregar 500 pl PBS 1X y repetir la centrifugacion
Recuperar la solucién que contiene a la hemocianina,

f) A la solucion con hemocianina, adicionar 400 pg de la TrxN diluida en PBS 1X.

g) Incubar a temperatura ambiente con rotacion continua por un minimo de 12 horas.

h}) Adicionar en proporcion de 11 adyuvante completo de Freund.

1) Inmunizar conejos por inyeccion subcutinea.

[Las immunizaciones s¢ hicieron una vez por semana durante 5 semanas. Una
semana despues de la cuarta mmunizacion se tomd la primera muestra serolégica con la

cual se hizo la ttulacion de los anticuerpos. Una semana después de la quinta
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inmunizacidn, por medio de una puncién cardiaca, se obtuvieron 60 ml de sangre del
conejo.
Para separar el suero de [a sangre, ésta se dejo coagular a 4°C de 1 a 2 horas y se

precedid como a continuacion se describe:

a) Centrifugar a 4,000 rpm 10 minutos a 4°C.

b) Transferir el sobrenadante a un tuboe limpio y medir el volumen.

¢) Adicionar 0.5 de volumen de solucion saturada de sulfato de amonio al 77.7%, pH 7.3.
La adicion debe ser lenta para ascgurar que la concentracion de sal local alrededor del
sitio de adicidn no exceda la concentracion de sal deseada.

d) Incubar con rotacion continua a 4°C por 12 horas.

e) Centrifugar a 4,000 rpm 30 minutos a 4°C. Transferir cuidadosamente el scbrenadante
a un tube limpio.

f) Como ya se realizd una precipitacién (paso ¢), agregar ¢1 mismo volumen de la solucion
de sulfato de amonio que se agregd en la primera.

g) Incubar con rotacion continua a 4°C por 12 horas.

h} Centrifugar 2 4,000 rpm 30 minutos a 4°C. Decantar y quedarse con el batén

i) Resuspender el boton con 1/3 del volumen inicial de suero de PBS 1X.
5.13 TITULACION DE ANTICUERPOS

Eltitulo se determiné utilizando diferentes diluciones en solucion de bloqueo de los
anticuerpos sernipurificados (tabla 5) incubdndolos contra diferentes cantidades de

tiorredoxina recombinante pura (1, 3, 5 v 7 ug), la cual fue separada electroforéticamente

por SDS-PAGE vy electrotransferida {25 V, 300 mA, 1.3 horas) a una membrana PVDF.

Tabla 5. Diluciones utilizadas ( %) para determinar ¢! titulo de los anticuerpos obtenidos.

Diluciones J
Muesira | 1:1,000 | 1:2,000 | 1:3,000 | 1:5,000 | 1:10,000
Suero preinmune X
Primera muestra (cuarta semana) X X X X X
Muestra definitiva (quinta semana) ) X xX ]

32



Material y métodos

Las condiciones para la inmunodeteccion fueron Jas mismas que se utilizaren
anteriormente con los anticuerpos contra G5T, excepto:
a) Primer anticuerpo: la dilucion vand de acuerde al titulo.
b) No se realizo el lavado con NaCl, anicamente con PBS | X

¢) Segundo anticuerpo (anticonejc, SIGMAY: se utilizo a una dilucton de 110,000,

5.14 ENSAYO DE INMUNODETECCION EN EXTRACTOS DE PROTEINA TOTAL DE ESTILOS DE

N, 41.4T4 CON LOS ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA LA TRXN

Para demostrar que los anticuerpos policlonales, ademds de reconocer a la
tiorredoxina recombinante de M. alate {TrxN). inmunodetectan a alguna tiorredexina de la
planta, se preparé un extracto de proteinas totales de cstilos maduros de N. alata como
sigue:

a) Macerar el tejido vegetal (20 estilos aproximadamente) con 500 ul de amortiguador de
extraccion de proteinas en un mortero {rio (4°C).

b) Recuperar la mezcla en un microtubo.

¢) Centrifugar a 13,000 rpm por 20 minutos a 4°C.

d) Transferir el sobrenadante a un tube limpio (mantenerlo en hieto o guardarlo a - 80 °C
hasta su uso).

Se hicieron dos geles de poliacrlamida al 12.5% para realizar SDS-PAGE vy asi
separar a las proteinas del extracto. Uno de éstos se utilizo para la inmunodeteccion de la
TrxN nativa y el otro fue tefildo con nitrato de plata y sirvié como duplicado del primero
(figura 17).

Las condiciones para la inmunodeteccion fueron las mismas utilizadas para la

determinacion del titulo de los anticuerpos.



RESULTADOS

6.1 PRODUCTO CODIFICADO POR EL CDNA AFLP-25 83.6

Para fa biisqueda de un marco de lectura abierto dentro de la secuencia del cDNA
AFLP-25 83.6 se utilizd ¢} programa Vector NT1. La sccuencia de la proteina codificada
dentro de este marco de lectura se obtuvo a partir de la traduccion de la sccuencia
nucleotidica a aminoacidos comenzando con el ceddn de inicio ATG que codifica para
metionina y finalizando con ¢l codon de término TAA (figura 4).

Al comparar la estructura primaria obtenida en la base de datos, se encontrd que ésta
presenta homologia con proteinas que poseen actividad de oxidorreductasa ditiol-disulfuro
{(Wollman et al, 1988), propio de la superfamilia de las tiorredoxinas. Por esta razon a la
region codificante del cLINA AFLP-25 83.6 se lc ha denominado cDNA TrxN.

EcoRl

Lm CCACCCGTCL GGGAAAATCG AATTCACAAT AGGAGCTGCG CGTAATATRA
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§51 AATATTGNTG AATTGCT ; '
701 GGCOGCCATT TA
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Figura 4. Secucncia del cDNA AFILP-Z5 correspundiente a Ja clona 83.6. Las letras peguenas indican el
amincacido correspondiente a cada coddn, dando como resultado una protcina de ~16.8 kIda. Dentro del
la secuencia codificante se encuentra un sitio de restriccion Ava-1y antes de ésta uno £co-R1
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6.2 ALINEAMIENTO MUITTPLE A NIVEL DE AMINOACIDOS DE DIFERENTES TTORREDOXINAS

Para cvaluar las relaciones de identidad con otras tiorredoxmas de plantas, de E. coli'y
humano se realiza un alincamiento méltiple (figura 3), en ¢l cual se encontro un 55.6% de
identidad con una de las tiorredoxinas de Arabidopsis (BABIO219) y del 20.1% con la de E.
coli (TXEC). Asimismo se pudo observar que la sccuencia comparada, ademas de conservar
el sitio activo tipico de las tiorredoxinas {Cys-62, Gly-63, Pro-64 y Cys-65 en la estructura
primaria inferida a partir del cDNA TrxN}, contiene 9 de los 10 aminoacidos que se
encucntran también muy censervados entre estas proteinas. En la tiorredoxina de E. coli estos
aminodcidos son Phe-12, Val-25, Asp-26, Phe-27, Ala-29, Trp-31, Pro-40, Asp-61, Pro-76 ¥
Gly-92 (Eklund er al,, 1991} y en la tiorredoxina inferida son Val-55, Asp-56, Phe-57, Ala-59,
Trp-61, Pro-70, Asp-90, Pro-105 y Gly-121 (figura 5). Como se puede ver en este
alineamiento, en lugar de la Phe-12 de E. coli, en la estructura primaria de la proteina
codificada en el cDNA TrxN se presenta un residuo de triptofano en la posicién 39, aunque
hay un residuo de fenilalanina cercano en fa posicion 43 y otro en la 33.

En la Trx de £ coli los residuos de glicina y prolina localizados entre las dos cisteinas
del sitio activo ¢ Ile-75 por un lado y Pro-76 mds Val-91, Gly-92 y Ala-93 por otro, forman
un drea plana e hidrofobica que posiblemente esta involucrada en la union de la tiorredoxina
a otras moléculas proteicas (Eklund er al, 1984), por lo que fue importante encontrar a lé
mayoria de estos residuos conservados e la estructura primaria de la proteina codificada en
¢l cINA TrxN (Gly-63, Pro-64, Pro-105, Val-120, Gly-121 y Ala-122). De igual manera, fue
importante reconocer que de los residuos cargados v uno aromatico que se encuentran del
ouoladodelﬂhnacﬁvocnlaTkxch.wh((ﬂu&O,Ly&36,Ly&S?yTYpQS)(EMundenﬁw
1984)seencuenuanconsmwadoscnla1¥xblLy$66)!Ly&86(ﬁgura5)
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aminoacidos de diferentes secuencias de tiorredoxinas

incluyendo a la Trx de N. alata, inferida a partir del cDNA TrxIN (N alata TrxN). Se utihzo el componentc
AlignX del programa Vector NTI Suite 5.3 En el recuadro se agrupan jos aminoacidos correspondientes al
sitin active de las tiorredoxinas {(Cys-62, Gly-63, Pro-64, Cys-65 en la Trx de N afata). Los recuadros sobre
la secuencia de la tiorredexina de V. alara indican los residuos que, ademas de los contenides en el sit1o
catalitico, generalmente se conscrvan entre las Trxs, los cuales en la estructura primania de esta Trx
corresponden a Val-55, Asp-36, Phe-57, Ala-39, Trp-61, Lys-66, Pro 70, Lys-86, Asp-90, Pro-103, Val-120,
Gily-121, Ala-122 (ver en ¢l texto).

Finalmente, para

wferir la localizacion celular del producta del cPONA TrxN se

realizo la busqueda de un péptido sefial o de transito en el extremo amino terminal utilizando

¢l programa Clorol’ 1.1 (_\'.',\yw,cbs__:dt,u;glkf’_._\'crvigcsa‘_(_fhamP:") (Emanuclsson ¢ al., 1999). Los
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resultados obtenidos indican que en la secuencia aminoacidica no se encuentra una sefial de
transito a algon organcio ni de excrecién, por lo que se puede concluir gue la proteina

codificada en el cI?NA TrxN es citoplasmica y por lo tanto, una posible tiorredoxina tipo /1.

6.3 AMPLIFICACION Y CLONACION DEL CDNA TrxN

Con el fin de evaluar si realmente el cDNA TrxN codifica para una proteina cen
actividad de tiorredoxina, fue necesario clonarlo en el vector pGEX 4T-2 porque asi es
posible que la proteina de fusion, expresada a partir del plasmido recombinante, pueda ser
purificada bajo condiciones ne desnaturalizantes y en un solo pasc por cromatografia de
afinidad hacia la GST. De esta manera, al sobreexpresar este cDONA y punificar sz producto
se puede evaiuar la capacidad de la proteina obtenida de reducir puentes disulfuro.

Para clonar ¢l ¢cDNA TrxN en el vector de expresion pGEX 4T-2, se hizo una
amplificacion por PCR con oligenucledtidos disefiados para flanquear toda la region
codificante contenida en ¢l cDNA AFLP-25 83 6 incluyende dos sitios de restriccion, Bami-
Hl en el extremo 5° y Eco-Rlenel 37

El preducto de la amplificacion por PCR fue analizado clectroforcticamente y, como
se puede ver en la figura & sc obtuvo un producto mavyoritario a una longitud de
aproximadamente 450 pb, el cual es similar al codificado por lo secuencia del cDNA TrxN

utilizada como templado, que es de 459 pb.

PMPCR C

o e

2072 pbg
1
600 pb\
500 phre
400 pbls -

100 pb

Figura 6. Amplificacion por PCR del cDNA TrxN. Fraceionamiento clectroforético del producte de PCR
en un gel de agarosa al 1.53% tefiido con bromuro de etidio. PM: marcador de peso molecular, PCR
producto de amplificacion utilizando como templado el cDNA AFI.P-25 83.6 clonado en el plasnudo
pZL1, C controf de amplificacion (H:0) (3)

El producte de PCR fue digerido con las endonucleasas de restriceion Bam-HI y Feo-

RI, scparado clectroforéticamente y purificado a partir del gel para la reaccion de hgado al
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vector pGEX 4T-2, ¢l cual fue previamente linearizade con las mismas cnzimas de
restriccitn. La razan de incluir dichos sitios de restriccidn fue porque en el sitio multiple de
clonacion del vector, el sitio de restriccién Bam-HI permite conservar el marco de lectura que
codifica para el extremo carboxilo terminal de la glutation-S-transferasa (GST) (figura 3),
permitiendo asi que el resultado de la traduccidn sea la posible tiorredoxina fusionada a la
GST (proteina de fusidn), ya que con el sitio de restriccion Eco-RI en el extremo 3 del cDNA
TrxN tambi¢n se asegura de que éste sea ligado en fa orientacidn correcta.

Con el producto de la reaccion de ligado se transformaron células competentes de E.
coli DHS5a y se aislaron 9 colonias transformantes (scleccionadas por su resistencia a crecer
cn presencia de ampicilina), de las cuales, después de haber purificado el DNA plasmidico y
digerirlo con las enzimas de restriccion antes menciopadas, sélo las clonas B, D vy H
contenian al plismido recombinante, ya que como se muestra en la figura 7, al analizar
cleciroforéticamente los productos de la digestion del DNA plasmidico, se observa una
banda de aproximadamente 450 pb, indicando que el plasmido de cstas clonas conticne al

clDNA TrxN flanqueado por los sitios de restriccion Bam-111y Fee-R1

1500 ph

500 pb~
400 pb7,

100 pt~™

Figura 7. Analisis de las colenias transformadas con ¢l vector pGEX recombinante. Electroforesis cn gel
de agarosa al 1.5% del DNA plasmidico digerido con Bam-H1 y Eco-R1, tefiido con bromure de etidio. PM:
marcador de peso molecular; B, Dy H: DNA plasmidico proveniente de las clonas B, Dy H,
respeclivamente.

6.4 SOBREEXPRESION DEL CDNA TRXN

Para sobreexpresar el cDNA TrxN, se debe tener la certeza de que en las céiulas
rransformantes éste no presente alguna insercion o delecion que pudiese alterar ¢l marco de
lectura. Para descartar esta pasibilidad se secuenciaron los cDNAs de los plasmidos
recombinantes provenientes de las clonas de £ coli DH5w B, ID y H. Se hizo un alineamiento
con las secuencias de estos ¢PNAs y se encontrd que Unicamente las clonas By Hno
presentaron ninguna mutacion relevante {figura &), razon por la cual solo ¢l DINA plasmidico

de estas clonas Tue usado para la transformacion de células de B colr BL2ITE3)pLyss,
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descartando el DNA plasmidico de la clona 12, Esta cepa fue utilizada perque en el vector
pGEX 4T-2 la GST sc¢ encuentra bajo el controf del promotor T7 y como estas c€lulas
contienen ¢l gen que codifica para la T7 RNA pelimerasa bajo ¢l control del promotor fac
UV5, entonces la sobreexpresion del gen blanco puede ser inducida por PTG (Dabrowski y
Kur, 1998).

En el alineamiento a nivel de nucledtidos de las diferentes clonas recombinantes,
mostrado en la figura 8, se puede observar que las secuencias de los cJJNAs de las clonas B y
H son casi idénticas al cDNA TrxN excepto porque presentan una insercion, la cual es una
citosina en la posicion 440 (primer recuadro de la figura 8); mientras que la clona B ademds
tiene una sustitucion de guanina por citosing en la posicion 452 (figura 8, segundo recuadro).
Se considera que las supuestas inserciones pueden deberse a errores de secuenciacion, ya que
si éstas fueran verdaderas se generaria un coddn de término prematurc y no se obtendria un
producto de aproximadamente 16.8 kDa, tal y como se obtuvo cuando se indujo la expresion
en las clonas H1 y H2, ya que éstas fucron las que se utilizaron para tales ensayos (figuras 10
y !I). Sin embargo, sc alincaron las secuencias amincacidicas inferidas a partir de las
sccuencias de los cDNAs tanto con la insercion como sin clla {Hgura 9) y el codon de
término prematuro producido por dicha mutacion solo evita la traduccién de 10 aminodcidos
del extremo carboxilo terminal de la posible tiorredoxina. Por otro lado, si se ignora tal
insercidn, la proteina inferida a partir del ¢cDNA de la clona B si es diferente en el residuo’

146, razén por la cual éste no fue utilizade para la expresion de la proteina.
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Resufrados

25l 340
chHA TrxN (445} ATACCGAGGTTGRCTTCGZ’CAAAATCGACGTCGATGAGCTCTCAGATGTA
pPGEX TrxW B (251} ATACCGACGTTGACTTCGTCAAAATCGACGTCGATGAGCTCTCAGATGTA

pGEX TrxN 1 {251 ATACCGACGE‘TGACTTCGTCAAAATCGACGTCGATG?\GCTCTCAGATGTA
Consenso (2511 ATACCGACGTTGACTTCSTCRAAANTCCRCCTIGATGAGC YCTCROATGTA
301 Is0

CONA Trxl  [295) GCACAAGAGITTGGAGTACAAGCTATGCCAACATITTTGCTGCTGAAGCA
PGEX TrxN B (3011 GCACAAGAGTTTGGACTACAAGCTATGCCAACATTTTTCCTGCTGAAGCA
PGEX TrxN H (3011 GCACAXGAGTTTGGAGTACARGCTATGCCAACATTTTTGCTGCTGARGCA

Consensc  (30L] GCACARAGAGITTGGAGTACAAGLTATGCCARCATTTTTGLTGCTGRAGUA
351 400

CONA TrxN  [345) AGCARAGGAAGTAGAGAGAGTGGTTGECCCTAAGAAAGATGACCTCCATA
PGEX Trxfl B (351) AGGAARGGAAGTAGAGAGAGTGGTTGEGGCTAAGAAACATGAGCTCGAGA
PGEX TrxN H  (351) AGGAABGGAAGTAGAGAGAGTGGTTGGGGCTAAGAARGATGAGCTCEAGA

Consenso {351} AGGARAGGAAGTAGRGAGAGTGGTTGOGGCTAAGAAAGATGAGLTOGAGR
301 450

CTNA TrxN  [395) AMAGATTCTCAAGCACAGGGAAGCTCCTARATTTCCT AGTARTTAT

PGEX TrxN &  (401) ARBGATTCTCAAGCACAGGGAAGCTCCTAAATTTGCTGOCITAGTAATTAT

pGEX TrxN I (401) AARGATTCTCARGCACAGGGAAGCTCCTARATTTGC TG AGTARTTAT
Consensc  (401) ARAGATTCTCRRAGCACAGGGRAGCTCCTAAATTTGCTOLAGTAATTAT
451 483

CDNA TrsN  (414) CGARCTARATTTCATGTCCAATAA----—----
pGEX TrxN B (451) CERACTA

ARATTTCATETGCARTARATTGAATTC
pGEX TzxN H (451} EGAACTRMTTTCATGTCCAATAAATTGMTTC
Consenso (451} CGAACTARATTTCATGTCCARTAAATTGANTTC
Leo-R1
Figura 8. Alineamiento de las secuencias de nucleotidos del cDNA TrxN original {cDNA TrxN), de la
clona B (pGEX TrxN B} y H (pGEX TrxN H). Los sitios de restriccidn Bam-HI y Eeo-RI incluidos en la
amplificacién por PCR se encuentran indicados por su nombre. En el recuadro grande se indica la supuesta
inserciém en 1a posicion 440, mientras que en el pequefio se muestra 1a sustitucion de guanina por citosina
en 1a posicion 452 del cDNA prevenicnte de la clona B.

103
Prot cDNA TrxN  1103) MPTFLLLKOGKEVERVVGAKKDELEKKILKHREAPKFARI Y
Prot 3 (CI) {103) MPTFLLLEQGKEVERVVGAKKDELEKKILKHREAPKFAA- -
raf. BEO(ST] [103) MPTFLLLKQGKEVERVVGAKKDELEKKILKHREAPKFAALNY
Prot B 1103 MPTFLLLKQGKEVERVVGAKKDE LEKKI LKHREAPKE,
Prot H (51 {103} MPTFLLLKQGKEVERVVGAKKDELEKKILKHREAPKFAA I ]
Cansenso [103) MPTFLLLEQGKEVERVYCAMKUELEKKILKHREAPEFAASNY TVTHV(_‘

Figura 9. Alineamiento de los 50 ultimos aminoacidos del extremo carboxilo terminal de la secuencia
aminoacidica inferida a partir del cDNA TrxN original (Prot cDNA TrxN) con aquéilas inferidas a partir
del pGEX ¢DNA TrxN B (Prot B} y H (Prot H) tomando en cuenta la supuesta insercion (Cl} y
considerdndola como error de secuenciacion (S1). En el recuadro se indica la diferencia de aminoacidos
resultado de 1a mutacion presente en la posicion 452 del cDNA de la clona B.

De la transformacién de células de B coff BL2I(DE3)plysS se aislaron cuatro
colonias transformantes, dos de ellas contenian el DNA plasmidico proveniente de la clona B
(Bl y B2) y otras dos de la clona H (HT y 112). lin las clonas HI y 112 se indujo la
sobreexpresion con IPTG del cDNA TrxN y se lizo un primer anilisis electroforético de los
extractos proteicos totales por SDS-PAGE. Los resultados obtenidos indican que las clonas
H1y HZ sobreexpresaron favorablemente a la proteina de fusion {figura 10).

Para determinar la eficiencia def método y cudl es la proteina sobreexpresada por las
células inducidas con TPTG, se indujo la sobreexpresion sobre una clona que contiene ¢l
plasmido no recombinante {solo expresa la GST) y fucron analizados los extracios proteicas

totales. }n la fase soluble se obscrvé una banda menor a los 30 kDa con mayor intensidad
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con tespecto a las demds bandas dentro de la misma fase del exiracto, le que indica que hay
una sobrecxpresion inducida por el TPTG de una proteina con una masa molecular similar a
la de 1a GST que es de 29 kDa (carriles 4 y 2 de las figuras 10A y B, respectivamente). Otro
punto importante es que la GST sobreexpresada se localiza mayoritariamente en la fase
soluble, tal y como se puede ver en los carriles 2, 3 y 4 de la figura 10A.

Al no utilizar [PTG sobre la musma clona y hacer el analins por SDS-PAGE, la
banda correspondiente a fa GST no se distingue del resto de las bandas, indicando que es
expresada en un grado basal (carriles 5, 6 ¥ 7 de la figura 10A).

Por otro lada, se obtuvo gue las clonas H1 y H2 sobreexpresaron favorablemente la
proteina de fusion, localizada principaimente en fa fase soluble del lisade celular y
presentando una migraciéon cercana a 50 kDa (figura 10B, carriles 3, 4, 7 y 8). Fue facil
determinar cudl era la proteina sobreexpresada en estos £asos porguc al comparar €stos
resultados con los obtenidos unilizando la clona con el plasmide no recombinante, se puede
observar una banda mas prominente en comparacion con cf resto de las proteinas cuando se
utitiza IPTG (carriles 4 y 8 de ta figura 10B). Ademas, la masa de esta proteina corresponde a

la suma de la GST (29 kDa) vy 1a de fa proteina codificada por ¢l c¢DNA TrxN (~16.8 kDa).

A HCﬁ_W(_L\ Ei+ Bogs i+ H2+  H2
em (CR bl FMor m m cR mi e eM s L et e psVEL pS R b

~530 kDa <
L30kDa o

iy

~50 kDa

-30ka

l23456789|0]234ib78910

Figura 10. Analisis electroforético por S1S-PAGE de la sobreexpresion del ¢cDNA AFLP-25 83.6.
Extractos de proteina total bacteriana obtenidas por sonicacion y fraccionados por electroforesis en un gel
de poliacrilamida al 12.5% y teflido con azul brillante de Coomassie. A y B: PM: marcador de peso
moiecular; CR: células resuspendidas en PRS 1X: FI: fase insoluble; FS: fase soluble; pli+: induccion sobre
el plasmido ne recombinante con [PTG; pG-: control de induccidn sobre el plasmido no recombinante (sin
IPTG), Kl+: induccion sobre el plasmido recombinante de fa clona Hl con IPTG; 111-: control de
induccion sobre la clona H1 {sin IPTG); H2+: induccion sobre ¢l plasmido recommnante de la clona H2
con IPTGr H2-: control de induccién sobre el plismido recombiinante de 1a clona H2 (sin IPTG). La
induccion de la sobreexpresion se realizd sobre cultivirs bacterianos a una Ago de 0.5 - 0.7 por 3 horas a
317°C y con PTG a una concentzacion final de 0.1 mM.

Una cvidencia mas de la existencia de la proteina de fusion en las clonas HT y H2 fue
la inmunodeteccion de fa proteina GST fusionada al producto del cIINA TexN. La
inmunodeteccion se rtealizd utilizando extractos proleicos baclertanes de la fase soluble

transferidos a una membrana PYDU, la cual se incubo con un anticuerpo contra la GST. Bste
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anticuerpo unicamente detectd a una proteina de 29 kDa en la fase soluble del extracto
proveniente de la clona que contienc ¢! plasmido no recombinante (figura 11A, carriles 1y 2)
y otra menor a 50 kDa cn las fases solubles de [os extractos de las clonas 111 y HZ (figura
1A, carriles 3, 4, 3 v 6), lo cual indica que csta Glima s efectivamente la proteina de fusion.

Cabe mencionar que la inmunedeteccion indica que existe una expresion basal tanto
de la GST en una clona transformante con el vector no recombinante come de la proteina de
fusion en las clonas H1 y H2 (figura 1A, carriles 1, 3 v 3), la cual no se puede apreciar con
una tincion utilizando azul brillante de Coomassie o nitrato de plata, tal y como sc muestra
en los carriles 2, 4 y 6 de la figura 11B. Sin embargo, es claro que con IPTG se induce una
sobreexpresion de ambas proteinas (GST y proteina de fusion), va que la intensidad de las

bandas correspondientes es mucho mayor que cuando no hay induccion.

p(- pG+ Hi. HI+ H2- 12+

Figura 11. Analisis por western-blot de fa proteina de fusion (GST-vorredoxina}. Las proteinas de las fases
salubles obtenidas por sonicacion fuerom separadas clectroforéncamente  por SDS-PAGE al 10%,
transferidas a una membrana PVYDF y revelada con anticuerpos policlonales contra GST (A). Tincion de
las proteinas de los mismns extractos ¢n ef gel de pohacrilamida con nitrato de plata, PM: marcador de
peso molecular (B). A y B. pG-: control de induceién sobre ¢l plasmido no recombinante (sin IPTG), pG+:
induccion de la sobreexpresion con IPTG sobre el plasmide no recombinante;, Hi-: control de induccion
sobre el plismido recombimnante de la clona HI (sin IPTG) HI+: mduccion sobre el plasmido
recombinante de la clona H1 con IPTG; H2-: control de inducaidn sobre ¢l plasmido recombinante de la
clona 112 (sin IPTG); H2+: induccion sobre el plismido recombinante de la clona H?



Kesultados

6.5 PURIFICACION Y SEPARACION DE LA PROTEINA DE FUSION PARA 1.A OBTENCION DE LA

POSIBLE TIORREDOXINA

Una vez demostrado por inmunodeteccion que se tienc a la proteina de fusion,
principalmente en la fase soluble, se purifico por medie de una cromatografia de afimidad
utilizando glutatién sepharosa 4B.

A la glutation sepharosa 4B se le aplico por separado la fase soluble del extracto
proteico obtenido después de inducir la sobreexpresion con IPTG, tanto de la clona con el
vecter no recombinante como de la clona HI. Las proteinas umdas especificamente a esta
resina fueron separadas electroforéticamente por SDS-PAGE. En la figura 12 {carriles 4 y 8)
se muestra que tanto la GST como la proteina de fusién se unieron de manera mayoritaria y
especifica a la resina glutation sepharosa 4B, lo cual permitio punficar a ambas proteinas en

un sole paso.

G+ Hi+
UB  BYFI ES

p
Fs

M FI B BY PM

SR

Figura 12, Andlisis por SDS-PAGE de la purificacion de la profeina de fusion por cromatografia de
afinidad. Tincion con azul brillante de Coomassie. PM: marcador de peso molecular; pG o induccion
sobre ¢l plasmido no recombinante con IPTG; H1 +: induccion sobre el plasmido recombinante de la clona
H1 con IPTG; FL: fase msoluble; FS: fase soluble; UB: lo que no se une a 1a resina; B: cluato de lo que se
unic a 1a resina utilizando glutanén reducido.

Un paso final en la punficacion del produto del cDNA TrxN es la separacion de €ste
de la proteina GST, por lo que para cbtener a la posible tiorredoxina libre de la (GST se
realizd una proteotisis con trombina. Esta proteasa reconoce fa seCucncia -L.eu-Val-Pro-Arg
Gly-Ser- ubicada en ef extremo carboxilo de la GST, separando a la cadena polipeptidica
entre los residucs de argimna y glicina {figura 3, liberando asi a la proteina fusionada, en
este caso 4 la codificada por el ¢cDNA TrxN. La reaccion proteolitica primero se llevo a ciabo

adicionando trombina resuspendida en PBS 1X a la proteing de fusion ya cluida de la
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glutation sepharosa 4B (figura 13, caml 4). Como resultado de 1a protedlisis s¢ obtuvieron
dos proteinas, una de 29 kDa y otra menor a los 20 kDa, la cual muy probablemente
corresponde a la supuesta tierredoxina (figura 13, carril 3). Para corroborar que
efectivamente una de estas proteinas era la posible tiorredoxina, se valvid a realizar una
cromatografia de afinidad con la misma resina pasando la fraccion que contenia a estas
proteinas libres. Sc observé la union de sdlo una proteina de 29 kDa, correspondiente a la
GST, como se puede ver en el carril 6 de la figura 13, lo cual indica que la proteina fusionada

ala GST es diferente a ¢sta.

PM FS Tl UB Bl T B2 PM

Figura 13, Protedlisis de la proteina de fusion. SDS-PAGE de diferentes extractos provenientes de la clona
H1. Tincién con nitrate de plata. PM: marcador de peso molecular; FS: fase seiuble; Fl: fase insoluble;
UB: la que no se une a la resing; BI: eluato de lo que se unié a la resina; T: resultado del tratamiento con la
proteasa trombina sobre el eluato (B1), B2: cluato de lo que s¢ umo 2 la resina posterior al tratamiento con
trombina (T). PF: proteina de fusion; GST: glutation-S-transferasa; TraN: proteina codificada en el cDNA
TraMN

De manera alternativa, un métode eficiente de obtener a la postble tiorredoxina pura
y libre de la GST fue realizando la protedlisis sobre Iz proteina de fusion unida a la glutatién
scpharosa 4B. De esta forma, dicha tiorredoxina queda mayoritariamente en el sobrenadante
{figura 14, carril 7), micntras que Ja GST permancce unida a la resina v solo se libera de ésta
al adicionar glutation reducido (figura 14, carni 9. En el carril 8 de esta figura s¢ muestra
que €5 posible recuperar mas proteina recombinante con un Javado con PBS 1X posterior al
tratammiento con trombina y anterior al proceso de clusion.

Como cra de esperarse, al adicionar la proleasa trombina a la proteina obtenida a
partir del plasmido no recombinante unida a la glutation sepharosa 4B, ¢n ¢l sobrenadanic
no sc detecta ninguna proteing, tanto sin induccion como con induccion de la sobreexpresion
por PTG, tal y como se observa ¢n los carriles 1 v 4 de la figura 14, mientras que ¢l eluato es

la GST (hgura 14, carriles 2 y 5), ta cual tiene ¢l mismo peso molecular que la proteina del
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carril @ (29 kD), lo que corrobora que ambos eluatos corresponden a la glutation-§-

transferasa.

pli+ HI1+

ST

TralN

Figura 14. Andlisis por SDS.PAGE de los procesos de purificacion y protechsis de la proteina
recombinante. Tincion con azul briliante de Coomassic. PM: marcador de peso molecular, pG-: control de
induccion sobre el plismido no recombinante {sin IPTGY, pG+: induccion sobre ¢l plasmido no
recombinante con 1PTG; H1+: induccion sobre e} plasmido recombinante de la clona 11 con IPTG; FI:
fase insolublc; T: resultado del tratamiento con la proteasa trombina; BT: cluato de lo que permanecié
unido a fa resina después del tratamicnto con trombina; L: lavado de la resina con PBS 1X

6.6 ENSAYQ DE ACTIVIDAD DE TIORREDOIXINAS

Para evalear si el producto del cDNA TraN corresponde a una tiorredoxina, se
evalud si la proteina recombinante de ~16. 3 kIDa, sobreexpresada y punificada antenormente,
tenia la capacidad de catalizar la reduccion de puentes disulfuro por medio de un ensayo de
actividad especifica de tiorredoxinas.

El ensayo de actividad enzimdtica se reahizd utilizando un método en el que se mide
fa turbidez que se genera por la precipitacion de la cadena B de la insulina al reducirse los
puentes disulfuro que unen a las cadenas A vy B de dicha proteina. Esta reduccion es
catalizada por la tiarredoxina utilizando como dunador de electrones al TXTT (Holmgren,
1979).

Después de optimizar las condiciones de reaccion en el ensayo de actividad
enzimatica, en la figura 15 se observa que la reaccion solo con DTT inicio a los 24 rmnutos,
mientras que con la posible Horredoxina a una concentracion final de 743 nM, ¢sta comicnza
a ios 9 minutos aproximadamente y a los 24 minutos Ja veloaidad de reaccion es constante,

lo que comprucba que la enzima producto del ¢INA TrxN ¢s efecuvamente una
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tiorredoxina, ya que esta catalizando la reduccion de los puentes disulluro de la msulina.
Come se puede ver en esta misma figura, la GST a una caﬁncentracién final de 43¢ nM
muestra un inicio de reaccidon aun mas lento que anicamente con DTT (a los 30 minutos).
Esta importante diferencia significativa de actividad no  se debe a las distintas
concentraciones utilizadas de GST y tiorredoxina recombinante, va que ambas se encuentran
en un mismo orden de magnitud, sino quc dernuesira que esie ensaye cs especifico para

medir ia actividad de las tiorredoxinas
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Figura 15. Ensayo de actividad de tiorredoxina. Se utilizé una concentracion final de TrxN de 743 nM.
DTT: reaccion unicamente con DXTT, GST -DTT: reaccion (nicamente con GST; GST +DTT: reaccién
con GST y DTT; Trx -IXTT: reaccion unicamente con tiorredoxina; Trx +DTT: reaceitn con tiorredoxina
y DTT. Entre parentesis se indica la concentracion final de la proteina utilizada en 2 mezcla de reaccion.

Los resultados hasta ahora presentados indican que la proteina codificada por ¢l
DNA TrxN es vna tiorredoxina y que podra ser utilizada posteriormentc come una

herramienta para poder identificar sus proteinas blanco cn el estilo de N. alutd

6.7 PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA LA TRXN

Para cubrir ¢l (ltimo objetivo de este trabajo, una vez confirmado que el cDNA TrxN
codifica para una tierredoxina, sc procedio a la produccion de anticuerpos policlonales en
conejo.

Como las Liorredoxinas en gencral son proteinas conservadas tanto en procariontes
como cucariontes, ésto hace que su caracler inmunogénico sca bajo. Por 1o tanto, para
asegurar que cl conejo inmunmzado  produjera anticuerpos  conira la tiorredoxina

recombinante, ésta fue acoplada a hemocia NIt
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Tlespucs de realizar una inmumzacion semanal por un pericdo de cInco semanas, se
midio el titulo de los anticuerpos (figura 16} con diluciones crecientes del suero sobre la
tiorredoxina recombinante pura en diferentes cantidades (1, 3, 3 y 7 ug). Los resultados
muestran un titulo claro de 1:10,000 (figura 16E); sin embargo, el titulo de 1:1,000 {figura
16A) resulte ser el mas apropiado al ser aplicado sobre un extracto de proteina total de estilos

de N. alata {figura 17A).

Figura 16. Titulacion de los anticuerpos policlonales contra la tiorredoxina recombinante obtemdos a
partir de suero de conejo. La inmunodeteccion se hizo contra 1, 3, 5y 7 ug (1, 3, 5, 7y de la proteina
recombinante pura. SP 1:1,008. titulo de 11,000 del suero preinmune. A. Titulo 1:1,000 de la primera
muestra mmunoldgica (tomada a la cuarta semana). B. Titulo 1:2,000 de la primera muestra inmunoldgica.
. Tituio 1:3,000 de la primera muestra inmunolagica, D, 1:5,000 de la muestra inmunologica definitiva
{tomada a la quinta semana). E. 1:10,000 de la muestra definitiva. F. SDS-PAGE de la tiorredoxina
recombinante pura tefiida con azul brllante de Coomassie. '

6.8 INMUNODETECCION DE TIORREDOXINA EN ESTILOS DE N. ALATA UTILIZANDO LOS

ANTICUERPOS POLICLONALES DE CONEJO CONTRA LA TRXN

Finalmente, como ¢n nuestro grupo de investigacion se estudia el sistema de Alen N
alata, los anticuerpos policlonales de coneje contra el producto del ¢DNA TrxN serdn
principalmente utilizados para inmunaedetectar a la tiorredoxina cn estilos de dicha especie.
Por lo tanto, fue necesario realizar una inmunodeteccion utilizando los anticucrpos
policlonales producidas en este trabajo para determinar su eficiencia ¢n un exiracto de
proteinas totales de estilos de N, alata (figura 17).

Para este ensayo se utilizaron 6 pg de proteinas totates estilares y después de una
separacion por SD5-PAGE fucron transferidas a una membrana PVDY. La inmunodeteccian
ce realizo utilizande un titulo de los anticuerpos de 1:1,000 y s¢ obtuvo que son capaces de
reconocer a una proteina menor & los 20 kD y etras de entre 100 y 200 KDa (figura 17A). Ta

primera corresponde a Ia tiorredoxina de 1a planta; micenteas que las otras corresponden a una

47



Resultados

reaccion cruzada de los anticuerpos, Por lo tante, €s necesario que se realice posteriormente

una inmunopurificacion para una utilizacion mas fina de dichos anticuerpos.

208 ki
109 kDa

20 kDa

Figura 17. Analisis por western-biot de los anticuerpos policlonaics de conejo contra la IrxN sobre 6 pg de
proteinas totales estilares de N, afara. 1.as proicinas de dicho extracto fueron separadas clectroforéticamente
por SDS-PAGE al 12.5%, transferidas a una membrana PVDF y revelado con los anticuerpas policienales
de conejo contra la norredoxing recombinante a un titulo de 1:1,000 (A). Tinciém de las proteinas del
mismo extracio (6 pg) en el gel de poliacrilamda con nitrato de plata {(B). A. Trx tiorredoxina de la planta.
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DISCUSION

7.1 ;PARA QUE CODIFICA EL MARCO DE LECTURA ABIERTO CONTENIDO EN EL CDNA

AFLP-25 83.6 (CDNA TRXN)?

Las tiorredoxinas son las enzimas mas representativas de un grupo de proteinas que
se encuentran amphamente distribuidas y que posecn actividad de oxidorreductasa ditiol-
disulfuro (Wollman et af., 1988), desde procariontes hasta eucariontcs, tienen del 27 al 69%
de identidad a nivel de amincacidos con la Trx de E. coli (Eklund er al, 1991). En el case
de la estructura primaria de la tiorredoxina de . aluta (TrxN), inferida a partir del cDNA
TrxN (figura 4), se encontrd una baja dentidad (20.1%) con la Trx de E. cofi, lo cual es un
poco mas bajo de Jo esperado. Asimismo, en la secuencia aminoacidica de fa TrxN no se
encontrd ninguna seial de trdnsito ni de excrecion, lo que la ubica directamente en el
grupo de las Trxs tipo 4 (Meyer et al, 1999). Las Trxs citoplasmicas son un poco mas
largas que la de E coli y, de acuerdo con los analisis de las estructuras primarias, se ha
reportado que la Trx h vegetal estd mucho mas relacionada con la humana que con la de
E. coli (Schiirmann y Jacquot, 2000), entonces el producto para el que codifica el cDNA
TrxN corresponde a una tiorredoxina citoplasmica {tipo /£), ya que ésta cuenta con
extensiones hacia los extremos amino y carboxilo terminales, o que provoca gue su
secuencia sea mas larga que 1a de la Trx de £ coli (figura 5). Ademas, se encontro que tiene
un indice maximo de identidad del 28.8% con una tiorredoxina humana y uno del 55.6%
con una de Arabidepsis, lo que significa que la TrxN es mas parecida a la Trx vegetal que a
la de humano y que se parece mas a ésta que a la de £ cofi, tal y como ocurre con las
demas Trxs h vegetales (Schirmann y Jacquot, 2000).

En el alineamientc muldple a nivel de aminodcidos de la TrxN con otras
tiorredoxinas tipe 4 de diferentes organismos (Nigura 5), sc pudo también corroborar que
esta proteina, en su estructura primaria, conserva tanito los residuos del sitio activo (-Cys-
Gly-Pro-Cys-) como aquéllos considerados importantes para la interaccion de la Trx con
su proteina blanco y otros que generalmente se conservan entre las diferentes
tiorredoxinas, dentro de los cuales algunos tiencn gran importancia en cuante a su

conformacion tridimensional {Eklund et o, 1991)
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Con respecto a la estructura terciaria de la proteina codificada en el cDNA TrxN se
puede especular que ésta podria mantener ia estructura comtn de las tiorredoximas: 31, al,
R2, a2, B3, u3, p4, B5, ad (Holmgren, 1983). Es posible hacer esta aseveracion porgue se
sabe que a pesar de que entre las tiorredoxinas existe un baje nivel de identidad, sus
estructuras tridimensionales son muy similares (Holmgren, 1985; Eklund et af, 1991). Una
evidencia tedrica para poder apoyar esta idea es que ¢l residuo Pro-40 de la Trx de £ cofi,
conservado en la posicién 70 de la TrxN (figura 5), provoca un doblamiento en la segunda
a-hélice, el cual manticne a los residuos del sitio active en la posicidn correcta del extremo
amino de dicha hélice; por otra lado, el residuo Pro-76 de la Trx de E. coli también se
encuentra conservado en la secuencia de la TrxN en la posicién 1035 y es el que mantiene la
estructura nativa de la molécula (Exlund er al., 1991). Sin embargo, es necesario tener a la
TrxN cristalizada para poder tener evidencia experimental que soporte esta hipotesis

acerca de su estructura terciaria.

7.2 COMPROBACION DE LA IDENTIDAD DEL PRODUCTO CODIFICADO POR EL CDINA TrxN
POR MEDIO DE UN ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA ESPECIFICQ PARA LAS

TIORREDOXINAS

Con los resultados obtenidos a partir de la comparacion de la TrxN con otras
tiorredoxinas se puede proponer que esta proteina es una twrredoxina tipo /4. Sin embargo,
es necesario contar con evidencia experimental que apoye la identidad del producto
codificade por el cDNA TrxN. Para contar con tal evidencia, se debe tener a la proteina
codificada por este cDNA pura y asi realizar un ensayo de actividad especifico para el tipo
de proteina al que pedria corresponder dicho producto, en este caso se utilizd un ensayo de
actividad especifico para tiorredoxinas (FHolmgren, 1979) por el dominio de Trx codificado
en la proteina.

Con el fin de demostrar que los dalas obtenidos a partir de la estructura primaria de
la TrxN eran verdaderos, fue necesario reclonar el cDNA TrxN en un vector de expresion
para sobreexpresar a la tiorredoxina recombinante. Teniendo a la TrxN pura (figuras 13 y
14) fue posible evaluar su actividad de oxidorreductasa ditiol-disulfuro per medio del
¢nsayo de actividad propuesto por Holmgren (1979). El resultado que se obtuvo apaya

completamente la evidencia worica que se tenia, es decir, la TrxN es efectivamente una
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tiorredoxina, ya que mostro la capacidad de catalizar la reduccion de los puentes disalfuro
gue unen a las cadenas A y B de la insulina (figura 15} utilizando como donador de
electrones al DTT para regenerar el estado redox de la TrxN.

Un dato implicito de gran importancia que se obtuve a partir de la identificacion
experimental del producto codificado por €l cDNA TrxN (figura 15), fue que la proteina
recombinante es una enzima biologicamente funcional, lo que significa que la TrxN podra
ser utilizada directamente sobre extractos de proteina total de distintos érganos de N. alafa
para identificar a sus proteinas blanco sipuiendo la estrategia propuesta por Yano et al.
(2001). En esta metodologia, los extractos proteicos totales son incubados con los
elementos del sistema Trx/NADPH-TrxR, para mantener a la tiorredoxina reducida, y
tratados posteriormente con monobromebimane (mBBr), ef cual es una sonda fluorescente
que sirve para marcar los grupos sulfhidrile. Las proteinas son aisladas por electroforesis
en dos dimensiones (Yanc et al, 2001) y aquéllas identificadas como blanco de la TrxN
podran ser purificadas para realizar una microsecuenciacién de su extremo amino
terminal. Comparando los resultados obterudos con la base de datos, se podra conocer la
identidad de los péptidos, cuando sea posible. De esta manera se podra tener informacion

fundamental para conocer ¢! papel que desempefia la TrxN en N. alara.

7.3 PRODUCCION DE ANTICUERPQS POLICLONALES DE CONEJO CONTRA LA TRXN

Ya con las evidencias suficientes que apoyan la idea de que la TrxN es una
tiorredoxina, se pudo cubrir de manera coherente el fltimo objetivo de este trabajo:
producir anticuerpos policlonales de conejo contra el producto del cDNA TrxN. Como ya
se sabe, las tiorredoxinas son proteinas que se encuentran conservadas entre todos los taxa,
por lo que el cardcter inmunogénico de la TrxN seguramente ¢s bajo. Sin embargo, fue
posible preducir anticuerpes acoplando a 1a proteina recombinante pura con hemocianina
vy asi utilizarla como antigeno. El titule que se obtuvo después de cinco inmunizaciones
probando los anticuerpos contra la TrxN pura fue de 1:10,000 (figura 16).

Un punto importante a saber para entender 2 funcion de la TrxN dentre de algin
sistema bioguimico es conocer sus patrones de expresion a nivel de mRNA y proteina. Sin

embargo, el patron de expresion a mivel de mRNA no stempre coincide con et de su
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producto, por lo que fue necesario demostrar que los anticuerpos producidos en este
trabajo reconocian a una tiorredoxina de la planta sobre un extracto de proteinas totales de
estilo de N. alata. En una investigacion relacicnada a Trx en nuestro laboraterio ya se
habia demostrado que el mRNA de la TrxN se expresa en sépales, pétalos, anteras y
estilos ¥ en menor cantidad en fallo y hoja. El resultade que se obtuva fue gque los
anticuerpos a una dilucion de 1:1,000 reconocen a una proteina menor de 20 kDa, ademas
de presentar reaccion cruzada con proteinas de alto peso molecular (90 - 150 kDa) (figura
17).

Cabe mencionar que es dificil afirmar que la proteina de baje peso molecular
reconocida por los anticuerpos contra la TrxN es verdaderamente una tiorredoxina. Un
experimento que se propone para poder confirmar este dato es inmunoprecipitar a la
supuesta Trx de un extracto de proteinas totales y medir la actividad residual de
tiorredoxina en el sobrenadante. S1 los anticuerpos policlonales contra la TrxN
recombinante efectivamente reconocen a una tiorredoxina en N. afata, entonces la
actividad se vera reducida por dicha inmunoprecipitacidn y se podrd asegurar que la

proteina inmuncdetectada es una tiorredoxina de la planta.

7.4 PERSPECTIVAS

Ef hecho de gue existan varias tiorredoxinas en un mismo compartimiento celular
trae consigo el problema de su redundancia funcional o especificidad (Jacquol et al, 1997
Mever et al, 19993 Sin embargo, se ha descubierto que las tiorredoxinas estan
involucradas en diversos sistemas bloquimicos, lo cual es una prueba de su gran
importancia y especificidad (Arnér y Holmgren, 2000). La diferencia de especilicidad entre
tas tiorredoxinas puede deberse al potencial redox particular de cada proteina, a las
caracteristicas de sus secucncias aminoacidicas que permitan interacciones con proteinas
blanco en particular © a otras propiedades ain desconocidas de estas proteinas (Aslund y
Beckwith, 1999).

La pregunta que surge despucs de los datos presentados en esle trabajo es: jcual es
la funcion de la TrxN en N. alata, en especifico dentro de las redes de interaccion polen-

pistilo? Es claro que existe un nivel de espealicidad de las tiorredoxinas hacia sus
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proteinas blanca y que solo tenlendo la informacion completa acerca de éstas se podra
entender el papel de la TrxN (Yano e af, 2001)

Como en nuestro grupe de mvestigacion se estudia el sistema de AT gametofitico en
N. alata, resulté muy interesante haber encontrado a una tiorredoxina que posiblemente
estd involucrada en dicho sistema o en un contexto mds general dentro de las complejas
redes de interaccion polen-pistilo. Al respecto, Cabrillac er ol (2001) descubrieron que en el
sisterna de Al esporofitico en Brassica, una tiorredoxina inhibe la autofosforilacion de
SRK, el cual es un receptor con actividad de cinasa que se encuentra en la membrana
celular de las células estigmdticas y que se ha definido como el determinante femenino de
la especificidad genética en las reacciones de Al en Brassica (Takasaki er o/, 2000). Esta
inhibician termina cuando SRK entra en contacto cen su ligando, el determinante genético
masculino (SCR), y asi puede fosforilarse para dar inicio a la cascada de sefiales. Se ha
encontrado que la proteina ARCI interactia especificamente con SRK fosforilado (Gu es
al, 1998) y que esta ultima proteina tiene en su mitad amino terminal un dominio de
union para interactuar con ¢l siguiente pase de la ruta de sefales, el cual posiblemente es
una proteina similar a las acuaporinas (MOD) (Ikeda e @/, 1997). Sin la inhibicion de
SRK causada por la tiorredoxina, este receptor se auto(osfonlaria espontaneamente y daria
como resullado el rechazo de cualquier grano de polen, provocande esterilidad en la
planta (Cabrillac et al., 1991).

El hecho de que una tiorredoxina esté involucrada en el sistema de Al esporofitico
en Brassica, no asegura que también haya una Trx involucrada en el sisterna de Al
gametofitico en N. alara. Sin embargo, junto con otras evidencias, es muy probable que la
TrxN esté participando en alguna funcion especifica dentro de las redes de interaccion
polen-pistilo en Nicotiana. Por lo tanto, para pader conocer el papel de la TrxN dentro de
dichas redes es necesaria contar con las herramientas que en este trabajo se proveen.

Los anticuerpos contra fa TrxN pueden ser utlizados para inmunodetectar ¢
inmunolocalizar a la tiorredaxina en la planta y asi poder definir los patrones de expresion
tanto espaciales como temporales 2 mivel de proteina. Asimismo, la proteina recombinante
activa podrd ser utilizada para identificar a sus proteinas blanco (Yano er @/, 2001). Ts
claro que con la informacién que se puede obtener a partir de los datos mostrados en este
trabajo se podra definir la posicion de la TrxN dentro de los genes modificadores del

sistema de Al (Cruz-Garcia y McClure, 2001) vy asi tener una idea mas clara de la
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importancia bioldgica de contar con este tipo de proteinas que ejercen una regulacion
redox a nivel celular. En este caso, seria de gran importancia definir {a funcidén de la
tiorredoxina en N. alata porgue estaria directamente relacionada con un proceso bdsico cn

biotogia: la reproduccidn sexual en plantas.
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CONCLUSIONES

1. El ¢DNA TrxN codifica para una proteina citopldsmica con actividad de tiorredoxina
(tiorredoxina tipo k).
2. Los anticuerpos policlonales contra la TrxN reconocen a una proteina menor de 20 kDa

en extractos de proteina total de estilos de M. afata.
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APLENDICE

Acrilamida al 4% (fase concentradora)
a) Acrifamida: 585 g
b} Bis-acrilamida: 0.15 g
¢) EDTA 0.5 M: 600 pl
d) Tris-Cl10.5M pH 6.8: 37.8 ml
e) Aforara 150 ml
f) Guardar a 4°C

Acrilamida (fase separadora)

10 % 12.5 %
Acrilamida 30% / Bis-acrilamida 0.8 % 5 ml 6.25 ml
4X Tris-C1/5DS pH 8.8 3175 ml 3.75mlt
H,O desionizada 5 ml 3.75mt

Amortignador del anodo 5X (para SDS-PAGE)
a) Tris-ClpH 8.9: IM

Amortiguador del catodo 5X (para SDS-PAGE)

a) Tris:0.5M

b) Tricina: 0.5 M

¢} Disolver con H,O desionizada
d) Ajustar a pi 8.25

e) Agregar SDS a una concentracion final de 0.5%

Amortiguador de elusion
a) TnsClpH & 50 mM

b) Glutation reducido ((Gisco BRL): 15 mM
¢) Guardar en alicuotas de 1 ml a - 20°C hasta su uso. No utilizar la solucién

después de haber sido descongelada cinco veces.

Amortiguador de extraccion de proteinas
a) NaCl: 50 mM
b) Acetatc de sodio pl 5.0: 50 mM
c) P-mcercaptoctanol: 1%

d) Porcada 10 ml de solucion, agregar una tableta (0.05 g) de inhibidores de

proteasas (Roche).

Amortiguador de transferencia (para Western-blot)

a) Tris:3g

b} Glicina: 144 g
¢) SDs:lg

d) Metanol: 200 mi

¢) Aforar a un litro con F-(O desionizada

Células competentes

a) Inocular una colonia de I colr en 50 ml de LB contenidos en un matraz de
250 ml. Incubar con agitacion constante (250 rpm) a 37°C toda la noche.

B} Inocular 4 ml de cultivo en 400 ml enun matraz de 2 1.

ol




Apeéndice

¢) Dejar crecer a 37°C con agitacion constante (250 rpm) hasta alcanzar una
As-)[) de 0.375

d) Vaciar el cultive en 4 tubos de polipropileno de 250 ml estériles y dejarlos
en hicio de 5 a 10 mnutos.

¢) Centrifugara 3,000 rpm, 7 minutes a 4°C.

fy Resuspender gentilmente cada botéon celular en 20 ml de solucion de
CaCl, fria.

g) Centrifugar a 3,000 rpm, 5 mmutos a 4°C.

h} Resuspender cada boton celular en 20 ml de solucidn de CaCl; fria.
Mantener resuspendidas las células en hielo per 30 minutos {el contenido
de los tubos puede ser juntado en uno solo).

1} Centrifugar a 3,000 rpm, 7 minutos a 4°C.

73 Resuspender el botén cefular con 5 m! de la solucidn de CaCly fria y
dividir en alicnotas de 100 pl.

k} Sumergir los tubos en nitrogenc liquido y finalmente guardarios a - 80°C.

GTE

a) Glucosa esténil: 50 mM

by Tris-Cl pH 8.0: 25 mM

¢) EDTA pH 8.0: 10 mM

d) La glucosa se agrega al momento de utihizar la solucion GTE

Medio LB liquido

a) Triptona: 10 g

b) Extracto de levadura: 5 g

¢) NaCl:5g

d) AforaralL

¢) Esterilizar por autociave

Medio LB solido

a)

Antes de aforar, agregar 15 g de agar por cada litro de medio 1.B.

Medio 2xYTA

a)
b}
c)
d)
e)
f

g
h)

PBS 10X
aj
b)
)
d}
)
£
2)
h)

Triptona: 16 g

Extracto de levadura: 10 g

NaCl:5¢g

[isolver con 900 ml de H;O desiorizada

Ajustar a pH 7.0 con NaOH

Aforara I L

Esterilizar por autoclave

Una ver frio, agregar ampicilina {de una solucion srock | mg/ml) a una
concentracion final de 100 pg/ml

NaCl- 40.0314 g (1.37 M)

KCl: 1.0065 g {27 mbd)

Na,HPQ, 71,0 5.7635 g (43 mM)
NaH.PO, H.0O : 0.9659 g {14 mM)
IDisolver con 300 ml de H.O desiomizada
Ajustar a pII 7.3 con NaOll

Aforar a 500 ml

Esterilizar por autoclave
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Apérdice

Solucion de bloqueo
a) Leche descremada: 5% (w/v)
b} Tween-20: 0.6%
¢) Los reactivos sc disuelven con PBS 1X

Solucion de CaCly
a) CaCly 60 mM.
by Glicerel: 15% (v/v)
c) PIPES, pH 7.0: 10 mM
d) Esterilizar por autoclave

Solucién tefiidora y destefiidora
a) Metanol: 50%
b) Acido acético: 10%
¢) Solo a la solucién tefiidora se le agrega azul brillante de Coomassie G-250
a una concentracion de 0.5 % (w/v).

Tincién de proteinas en gel de poliacrilamida con aznl brillante de Coomassie
a) Al finalizar la electroforesis, dejar el gel en solucion tefiidora de 30 a 50
Minukos.
b) Retirar la solucion tefiidora (se puede reutilizar posteriormente) y agregar
solucién destefiidora hasta que el fondo del gel sea lo suficientemente
claro para que las bandas de las proteinas se distingan facilmente.

Tincion de proteinas en gel de poliacrilamida con nitrato de plata
a) Al finalizar la electroforesis, dejar el gel en metanol al 50% por 1.5 horas.
b) Hacer tres lavados de 10 minutos cada una con H;0O desionizada.
¢} Dejar el gel en H;O desionizada toda la noche.
d) Incubar por 1.5 horas en 100 ml de metanol al 50% con 100 pl de
formaldehido al 37%.
e) Quitar la solucion y lavar rapidamente tres veces con H>O desionizada. Al
cuarto lavado dejar el gel en H;O y preparar las soluciones A, By C.
v Solucién A
Nitrato de plata: 0.8 g
HyO: 2 ml
Solucion B
NaOH 0.36%: 21 ml
Hidroxido de amonio: 1.4 ml
Soluciéen C
Agregar por goteo la solucion Aala B
Si la solucion queda turbia, agregar hidroxido de amonio hasta
que quede totaimente transparente
3. Aforar a 10¢ m! con H;O desionizada.
£ Desechar el agua, agregar la solucion C e incubar con agitacien por 15
minutos.
g) Hacer tres lavados de 5 minutos cada uno con abundante agua
desionizada.
h) Enlo que se realiza cl Gltimo lavado, se prepara {a solucion D.
*  Soelucion D
[. Citrato de sodio al 1%: 2.5 ml
2. Formaldehido al 37%: 0.25 mi
3. Aforara 500 ml con agua desionizada.

P o BB = BB —
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Apéndice

i) Desechar el agua y agregar la solucién D. Mantener con agitacion hasta
que las bandas tengan una intensidad adecuada.

j) Tirar la solucién D y agregar sclucion destefiidora para detencr cl
revelado.

4X Tris-C1/SDS pH 8.8
a) Tris: 91 g{1.5 M)
b) Disolver en 300 ml de H,O desionizada
c) Ajustar a pH 8.8 con HCl
d) Aforar a 500 ml con H;O desionizada
e) Filtrar (0.45 pm)
fy Agrepar 2 g SDS(0.4% w/v)
g) Guardara 4°C
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