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l. |ntroducci6n

I. 1. En busca de los genes modificadores de estilos de Nicotiana
alata

En nuestro grupo de investigacion se han estado identificando genes
modificadores en estilos de plantas angioespermas que aceptan o
rechazan el polen SCio, por medio de una técnica de cDNA-AFLP. Se
utilizaron 200 combinaciones de oligonucle6tidos que permitieron la
comparaciéon de 14,400 cDNAs. Dentro de los fragmentos que
presentaron una mayor expresion en Nicotiana alata BT comparado con
Nicotiana plumbaginifolia, se identific6 al cDNA-AFLP25 (Cruz-Garcia, sin

publicar).

Debido a que el cDNA-AFLP25 sélo era un fragmento, se recupero su
cDNA completo a partir de una biblioteca de cDNA de estilos de N. alata
BT. Este cDNA (AFLP25-F) fue de 712 pb e incluia la secuencia del
cDNA-AFLP25, por lo que se utilizO como sonda para corroborar su
patréon de expresion entre N. plumbaginifolia y N. alata BT, debido a que
éstos son los progenitores de la poblacion 08681. El ensayo tipo
Northern-blot y el analisis densitométrico corroboraron la expresion
diferencial, es decir, los estilos maduros de N. alata BT expresan al
menos seis veces mas a AFLP25-F que los de N. plumbaginifolia (Cruz-

Garcia, sin publicar).

I.1. 2. El cDNA-AFLP25F codifica para una tiorredoxina tipo h

La secuencia del cDNA-AFLP25F contiene un marco de lectura abierto

que codifica para una proteina de 16.8 kDa. La estructura primaria de la
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proteina inferida a partir de su cDNA, contiene en la primera mitad a la
secuencia tipica del sitio activo de las tiorredoxinas (Trx): Trp-Cys-Gly-

Pro-Cys (Figura 1).

Figura 1. Secuencia del cDNA-AFLP25F. El marco de lectura abierto denominado cDNA NaTrxh se
muestra flanqueado por las flechas (desde el coddn de inicio ATG hasta el de término TAA). El
recuadro indica la secuencia tipica de las tiorredoxinas (Trp-Cys-Gly-Pro-Cys). La numeracion en la
izquierda corresponde a la secuencia nucleotidica y la de la derecha a la secuencia de aminodcidos
correspondiente. Tomado de Judrez-Diaz et al., 2006a.

El andlisis de la estructura primaria de la proteina AFLP25F dio la
primera evidencia de que se trataba de una Trx citoplasmica (tipo h),

por lo que se nombré NaTrxh (Na: Nicotiana alata; Trxh: tiorredoxina
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tipo h). Al realizar un alineamiento mdultiple con otras Trx, se encontrd
que la NaTrxh tiene una identidad del 20.1% con la de Escherichia coli,
un maximo del 28.8% con la Trx de humano y del 55.6% con una de
Arabidopsis thaliana, lo que demuestra que la NaTrxh esta mucho mas
relacionada con las Trx vegetales que con la de humano y que se parece
mas a ésta que a la de E. coli (Juarez-Diaz, 2006b), tal y como ocurre
con las demas Trx h de plantas (Schirmann y Jacquot, 2000). Ademas,
no se encontré ningun péptido de transito candnico que pudiera dirigir a
la proteina a algun organelo, como la mitocondria o el cloroplasto, por lo
que se descartaron los tipos de Trx organelares que mas adelante se
describiran y se sugirié que efectivamente se trata de una Trx tipo h
(Meyer et al., 1999).

I.2. Tiorredoxinas

Las tiorredoxinas (Trx) son proteinas pequefas en promedio de ~13
kDa, que se encuentran en todos los organismos y forman parte de la
gran familia de las enzimas con actividad de oxidorreductasa tiol:sulfuro
(Wollman et al., 1988). Los miembros de esta familia se caracterizan
por contener en su sitio activo la secuencia tipica WCXXC, la cual
permite la oxidacion, reduccidon o isomerizacion del puente disulfuro de

sus proteinas blanco (Laloi et al., 2001).

El motivo WCGPC, en algunos casos WCPPC (Bréhélin et al., 2000),
en el sitio activo contribuye a originar el bajo potencial redox de las Trx,
lo que les confiere su propiedad reductora. En su estado reducido (Trx-
(SH)>2), las Trx rompen los puentes disulfuro de un gran numero de
proteinas blanco, participando asi en la regulacion enzimatica, en la

respuesta al estrés oxidativo, en la regulacion de la transcripcion y de la
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traduccién, entre otras. Ademas, las Trx participan en varias reacciones
reductoras como donadoras de electrones (revisado en Balmer y
Buchanan, 2002).

Las Trx descritas desde procariontes hasta eucariontes muestran del
27 al 69% de identidad a nivel de secuencia de aminoéacidos con la Trx
de E. coli. Los modelos indican que todas estas proteinas tienen
estructuras tridimensionales similares a pesar de la gran variacion que
existe en sus secuencias aminoacidicas (Eklund et al., 1991). Todas
comparten un plegamiento comun con una sucesion de elementos
estructurales secundarios que incluyen a mas del 75% de los residuos
de la proteina (Holmgren, 1985): B1, al, B2, a2, B3, 03, B4, B5y a4. La
estructura compacta globular resultante es generada por 5 hebras beta,
tres paralelas y dos antiparalelas (Holmgren, 1985), que forman una
region hidrofobica rodeada por cuatro a-hélices sobre la superficie

externa (Holmgren, 1985; Powis y Montfort, 2001).

La primera cisteina del sitio activo tiene un bajo valor de pK; y es la
que realiza el ataque nucleofilico en la reducciéon del puente disulfuro de
otras proteinas. El mecanismo involucra un intermediario mixto
transitorio y un rapido intercambio tiol-disulfuro en un ambiente
hidrofébico (Figura 2). Esta reaccion es reversible y la Trx puede romper
o formar disulfuros dependiendo del potencial redox del sustrato. El bajo
potencial redox de la Trx, por ejemplo la de E. coli Trxl =-270 mV
(Krause et al., 1991), asegura que la Trx-(SH), sea el principal reductor

en el citosol (Holmgren, 1985; 1995).

Generalmente, cuando se descubre una proteina se le adjudica un
nombre y una funcién relacionandola con algun proceso bioquimico en
particular. Las funciones de las Trx en los diferentes organismos

evolucion6 a partir de una reaccion comun fundamental, a una gran
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cantidad de funciones especializadas; lo cual es una prueba de su gran
importancia, utilidad y especificidad. En términos muy amplios, la
actividad de oxidorreductasa de las Trx participa en dos funciones bien
conocidas: (1) como portadora de electrones necesarios para los ciclos
cataliticos de enzimas biosintéticas y (2) como protectora de las
proteinas citosdlicas de la inactivacién o agregacion por la formacion de

puentes disulfuro intra o intermoleculares (Arnér y Holmgren, 2000).

I.2.1. Tiorredoxina reductasa

Para tener una idea clara de la funcion de las Trx se debe considerar
el papel que desempefian las tiorredoxina reductasas (NTR), las cuales
son las Unicas enzimas conocidas capaces de reducir el sitio activo
oxidado de las Trx (Mustacich y Powis, 2000; Powis y Montfort, 2001).
Por lo tanto, es posible que alteraciones en la actividad de la NTR

regulen algunas de las actividades de las Trx (Mustacich y Powis, 2000).

La NTR forma parte de la familia de las disulfuro reductasas, la cual
incluye flavoenzimas homodiméricas que catalizan la transferencia de
electrones entre nucledtidos de piridina y compuestos disulfuro/ditiol
(William et al., 2000). En cada mondémero de las enzimas de esta familia
se encuentra un grupo prostético FAD, un sitio de union NADPH y un
sitio activo que contiene un disulfuro con actividad Oxido-reductora
(Mustacich y Powis, 2000). De esta manera, la catalisis de la enzima se

lleva a cabo via FAD y un disulfuro activo (Williams et al., 2000).

La reaccion que efectiua la familia de las disulfuro reductasas
involucra la transferencia de equivalentes reductores del sustrato

nucledtido de piridina al sustrato disulfuro. Un hidruro pasa del NADPH a
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la flavina y entonces el equivalente reductor es transferido de la flavina
reducida al disulfuro del sitio activo (Williams Jr. et al., 2000).
Finalmente, la NTR reducida (NTR-(SH)2) en su sitio activo puede

reducir a su sustrato (Figura 2).

NADPH FAD NTR-(SH), Trx-S; Bco-(SH);
+ H*
NADP+ XFADHZ X Xﬁ*x SH), X Bco-5;
NTR-S;
Tiorredoxinareductasa Tiorredoxina Proteina
blanco

Figura 2. Representacion esquematica del sistema de reduccion del disulfuro de una proteina
blanco que es dependiente del NADPH por el sistema de Trx. El sitio activo de la Trx reductasa
oxidada (NTR-S;) se reduce (NTR-(SH),) via FADH. El FAD es reducido (FADH,) a partir de NADPH +
H*. La Trx oxidada (Trx-S,) es entonces reducida por la NTR-(SH), y la Trx reducida (Trx-(SH),)
rompe el puente disulfuro de su proteina blanco, generando en ésta dos grupos tiol (Bco-S,— Bco-
(SH)2)

Una vez reducida la NTR, ésta reduce a la Trx, formando asi el
sistema NADPH/NTR/Trx (Figura 2), el cual es uno de los mecanismos
de reduccion de disulfuros mas ampliamente distribuidos y presente en
todos los tipos celulares. Sin embargo, en cloroplastos y en procariontes
fotosintéticos oxigénicos, la reduccidn de la Trx no esta relacionada con
el NADPH, sino con la ferredoxina por la enzima heterodimérica de
fierro-azufre ferredoxina-tiorredoxina reductasa (FTR). En ambos casos,

la Trx-(SH). reduce puentes disulfuro especificos de sus proteina blanco,
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lo que altera su actividad, o sirve como sustrato reductor en alguna

reaccion enziméatica (Balmer y Buchanan, 2002).

I.2.3. Tiorredoxinas vegetales

En levaduras y células animales, el sistema de las Trx es mas
compleja que en bacterias, ya que cuentan con un segundo sistema
dependiente de NADPH en mitocondria. El patron en plantas es aun mas
complejo. En mamiferos sélo se han reportado dos genes que codifican
para Trx, tres en levadura y dos en E. coli, mientras que en plantas se
han detectado al menos 20 genes (Meyer et al., 2002; Marchand et al.,
2004; Gelhaye et al., 2004a).

En las plantas existen al menos 5 grupos filogenéticos principales de
Trx: tres de cloroplasto, uno de mitocondria y uno citoplasmico (Figura
3). El sistema en cloroplastos contiene tres tipos de Trx s. Dos grupos
principales, el tipo m (Trx m) y el tipo f (Trx f). Existe también la Trx
tipo x (Trx x), que esta mas relacionada a las secuencias procariontes y
esta relativamente distante de la Trx m que es la considerada como
bacteriana (Balmer y Buchanan, 2002). Estas Trx son reducidas por la
enzima heterodimérica FTR por medio de la cadena de transporte de
electrones fotosintética y se encuentran representadas por dos genes
para Trx f, al menos cuatro para Trx m y uno para Trx x en el genoma

de A. thaliana (Mestres-Ortega y Meyer, 1999; Laloi et al., 2001).

En la mitocondria solo se tenia evidencia de actividad tanto de Trx
como de NTR, pero Laloi et al. (2001) identificaron un nuevo tipo de Trx,
denominado tipo o (Trx 0) y una NTR mitocondrial similar a la

citoplasmica. Tanto el gen de la Trx o como el de la NTR mitocondrial
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codifican para mRNAs cuyos productos contienen un péptido de transito

hacia la mitocondria (Laloi et al., 2001).

El sistema citoplasmico de las plantas consiste de las Trx tipo h (Trx
h) y una NTR similar a la de levadura y a la de procariontes (Balmer y
Buchanan, 2002). En el genoma de A. thaliana se encuentran 8 genes
que codifican para Trx h (Rivera-Madrid et al., 1995; Mestres-Ortega y
Meyer, 1999; Laloi et al., 2001).

A partir de analisis filogenéticos se sugiere que la Trx m tiene un
origen procarionte, mientras que las Trx f y h son de tipo eucarionte
(Balmer y Buchanan, 2002). Al incluir en el andlisis a la Trx o, se
encontr6 que las Trx se agrupan en cuatro grupos filogenéticos
diferentes de acuerdo a su localizacion celular, donde la Trx h esta
relacionada filogenéticamente con la Trx f (Laloi et al., 2001). Por otro
lado, la Trx x forma un quinto grupo formado sélo por un miembro

(Mestres-Ortega y Meyer, 1999).

I.2.4. Tiorredoxinas tipo h

Las Trx tipo h tienen en comun con los otros grupos de Trx la
presencia del sitio catalitico conservado WC(G/P)PC. EIl sitio catalitico
WCGPC es comun en la mayoria de las Trx h. Aparentemente, las Trx h
hasta ahora caracterizadas estan lejos de tener algo en comun; no
obstante, Gelhaye et al., (2004a) las clasific6 en tres subgrupos

diferentes: I, 11 y IlI.

Entre las Trx h, los miembros del primer subgrupo son los mas
estudiados. La reduccién de las isoformas de Trx h de éste subgrupo por

NADPH es mediado por la NTR (Dai et al., 1996; Gelhaye et al., 2004).
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Los miembros del subgrupo | son presumiblemente citosoélicos
(Santandrea et al., 2002).

La principal caracteristica del subgrupo Il de las Trx h es la presencia
de una extension hacia el amino terminal y la conservacion del sitio
activo WCGPC. Hasta ahora, en este subgrupo se han identificado tres
Trx en A. thaliana (AtTRXh2, h7 y h8) y dos en Populus tremula
(PtTrxh2 y h5) (Gelhaye et al., 2002; Reichheld et al., 2002; Gelhaye et
al., 2004a). Varios miembros de éste subgrupo se predice que tienen
localizacion subcelular; mientras que el subgrupo IlIl es también
citosolico. Sin embargo, la localizacion subcelular de éstas tiorredoxinas
con la extension hacia el N-terminal aun debe ser aclarado (Gelhaye et
al., 2004a).

Finalmente el subgrupo 11l exhibe una extension hacia el N-terminal,
pero comparado con el subgrupo I, ésta contiene una cisteina
conservada en la cuarta posicion (Gelhaye et al., 2004b), lo que en el
subgrupo Il no se cumple tampoco. El tamafo de estas proteinas es
alrededor de 10-15 kDa con un sitio activo de la forma CxxC requerida
para sus propiedades reductoras (Fomenko y Gladyshev, 2002). Grx se
mantiene reducida con la ayuda del NADPH, la glutation reductasa y el
tripéptido glutation (GSH). Varios miembros del subgrupo Il1, tienen un
sitio activo WCXXS, como lo fue encontrado en A. thaliana y en P.
tremula aunque la serina ya le impide reducir a su sitio especifico
(Holmgren et al., 1995; Gelhaye et al., 2003; 2004a, 2004b).

Las Trx h estan involucradas en multiples procesos como la
germinacion de semillas de cereales (Wong et al., 2002); la proteccion
celular contra el estrés oxidativo, en particular durante la desecacion y
la germinacion de las semillas (Serrato et al., 2003); en el metabolismo

del carbono y del nitrégeno (Baumann y Juttner, 2002; Maeda et al.,
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2003a y b); y en la autoincompatibilidad (Bower et al., 1996; Cabrillac
et al., 2001)

Las Trx h carecen de un péptido sefal, por lo que se asumia que
eran proteinas netamente citosolicas (Meyer et al., 1999). Sin embargo,
en arroz (Ishiwatari et al., 1995) y en muchas otras plantas las Trx h
también estdn presentes en el floema. Al no haber una sefial de
secrecidén, se cree que las Trx son transportadas a través de los
plasmodesmos debido a su tamano (Ishiwatari et al., 1995; Meyer et
al., 1999). De hecho, se ha demostrado por microinyeccién de una Trx h
recombinante que la proteina misma tiene la capacidad de mediar su
propio transporte de célula a célula a través de los plasmodesmos
(Ishiwatari et al., 1998). Al sumar esta evidencia con la que se tiene de
la Trx humana (Trx-1) que es secretada masivamente a la sangre por
linfocitos, hepatocitos, fibroplastos y wuna variedad de células
cancerigenas (Powis y Montfort, 2001); se sugiere que las Trx tienen la
capacidad de actuar como mensajeros en la transduccion de sefales
(Meyer et al., 1999; Powis y Montfort, 2001, Schirman y Jacquot,
2000).

I.3. NaTrxh es una tiorredoxina tipo h

Debido a que las Trx forman un grupo muy diverso en las plantas,
fue necesario determinar para qué tipo de Trx codificaba NaTrxh, por lo
que se hizo un analisis filogenético utilizando el método de neighbor-
joining (Kumar et al., 2001) con diferentes secuencias de aminoacidos
de Trx vegetales (Figura 3). El resultado de este andlisis mostréo a 5
tipos especificos de Trx (f, m, x, o y h), de los cuales 4 corresponden a

las Trx organelares, donde 3 son de cloroplastos (m, f y x) y una
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mitocondrial (0), y las tipo h divididas en tres subgrupos (Juarez-Diaz,

2006b).

Figura 3. Analisis filogenético de Trx vegetales. Cuatro grupos (Trx f, Trx m, Trx x y Trx o) que

corresponden a Trx de drganos. El quinto grupo es el tipo h que a su vez se encuentra dividido en
tres subgrupos (I, Il y Ill). El andlisis arroja que la NaTrxh (flecha morada) corresponde al tipo h

subgrupo Il. Tomado de Juarez-Diaz et al., 2006a.
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Il. Antecedentes

II.1. La secuencia de la NaTrxh contiene la informacion

suficiente para promover su secrecion

Experimentos de solubilidad y fraccionamiento subcelular indicaron
que la NaTrxh estd presente en la matriz extracelular del tejido de
transmision de los estilos de N. alata con las mismas caracteristicas de
solubilidad que las proteinas NaTTS y S-RNasa, dos proteinas
extracelulares presentes en la matriz extracelular del tejido de
transmisién del estilo (Anderson et al., 1989; Wu et al., 2000). Asi
mismo, ensayos de inmunocolocalizacion mostraron a la Scio-RNasa y de
la NaTrxh en la matriz extracelular del tejido de transmision en los

estilos de N. alata (Figura 4).

Figura 4. Colocalizacion de la NaTrxh y de la Scio-RNasa en la matriz extracelular del tejido de
transmisién del estilo de N. alata (Juarez-Diaz et al., 2006a). TT es el tejido de transmision y ECM
es la matriz extracelular.
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La NaTrxh es la primera Trx de plantas con la que se demuestra que
hay Trx extracelulares. EI mecanismo por el cual la region que tiene en
su extremo amino dirige la secrecion de la NaTrxh no esta claro. Es
evidente gque esta secuencia actia como una sefial de secrecién. No
obstante, la sefial es diferente a los péptidos sefial descritos a la fecha
(Juarez-Diaz, 2006Db).

El hecho de que la NaTrxh sea secretada por las células del tejido de
transmision podria deberse al caracter secretor de este tejido. Sin
embargo, cuando se expresa de manera transitoria la proteina de fusion
NaTrxh:GFP en las hojas de N. benthamiana y de A. thaliana bajo el
control del promotor CaMV35S (Sheen et al., 1995), la secrecion de la
NaTrxh también ocurre en hojas, sugiriendo que la NaTrxh contiene su
propia sefal para dirigir su secrecion, sefal que es reconocida por otras
plantas (Figura 5) (Juarez-Diaz et al., 2006a y b). Cuando la proteina de
fusion NaTrxh:GFP es expresada, la mayor parte de la expresion de GFP
se acumula en el apoplasto tanto de N. benthamiana (Figura 5B y D)
como de A. thaliana (Figura 5J y L). Como se esperaba, la proteina GFP
sin la NaTrxh, utilizada como control, principalmente se localiza en el

citoplasma (Figura 5G y H) (Juarez-Diaz et al., 2006a).

Con estos resultados se demuestra claramente que la secuencia de
la NaTrxh contiene la informacidn necesaria para su secrecion. Ademas,
el hecho de que este comportamiento se observe en hojas y en dos
sistemas heterdlogos a N. alata, significa que la seflal contenida en la
NaTrxh es general y reconocida a pesar de ser 6rganos y especies

diferentes (Juarez-Diaz et al., 2006a y b).
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I1.2. Secrecion por una via independiente al Reticulo

Endoplasmico/Aparato de Golgi de NaTrxh

Los experimentos demuestran que la NaTrxh se secreta en la matriz
extracelular (Figura 4), incluso en sistemas heterdlogos a N. alata
(Figura 5). Sin embargo, se debe considerar que la NaTrxh no posee un
péptido sefial de secrecion candénico (Juarez-Diaz et al., 2006a). Al
analizar la secuencia con diferentes algoritmos, éstos arrojan resultados
conflictivos (Juarez-Diaz et al., 2006a y b). Mientras que el algoritmo de
redes neuronales (Bendtsen et al., 2004a) predice que la NaTrxh no es
una proteina de secrecion; el programa de prediccion Hidden Markov
(Bendtsen et al., 2004b) indica que la NaTrxh podria ser una proteina de
secrecion, ya que predijo un péptido sefal con una probabilidad del
95.3%. Ademas, predijo un sitio de corte que se encuentra entre los
residuos Ala-16 y Ala-17 con una probabilidad de 59.3%. Por otro lado,
el programa Secretome 1.0 (Bendtsen et al., 2004b) predice también,
con una probabilidad del 87.4% que la NaTrxh es una proteina que se
secreta por una via no clasica; es decir es independiente del reticulo
endoplasmico y del aparato de Golgi (RE/Golgi). Esta prediccion se logra
porgue el programa compara a la NaTrxh con la Trx-1 de humano, la
cual es secretada al torrente sanguineo. Esta Trx carece de péptido
seflal y se sabe que puede secretarse por una via independiente

RE/Golgi (Tanudji et al., 2003).

Juarez-Diaz (2006b) propone diversos mecanismos hipotéticos para
la secrecion independiente del RE/Golgi de la NaTrxh (Figura 6) basados
en diferentes proteinas que carecen de un péptido sefial candnico, pero
que son secretadas al ser capaces de cruzar la membrana plasmatica
(Zhu et al., 2001), proponiendo que esos mecanismos pudieran llevarse

a cabo también en plantas.
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El tejido de transmision estilar tiene un caracter secretor, debe tener
una actividad muy alta en cuanto a produccion y transporte de vesiculas
de secrecion del aparato de Golgi hacia la membrana plasmética. Una
posibilidad es que la NaTrxh tenga cierta afinidad a las vesiculas de
secrecion y se adhiera a ellas para alcanzar el espacio extracelular junto
con las otras proteinas de secrecidon que participan en las interacciones
polen-pistilo (Figura 6, situacion A) (Juarez-Diaz, 2006b). También es
posible que en el reciclamiento de endosomas en las células del tejido
de transmision pueda haber integracién de la NaTrxh a uno de estos
compartimientos para salir al apoplasto (Figura 6, situacion B). Sin
embargo, aunque se requiere mucho mas evidencia genética y
molecular, tampoco se excluye la posibilidad de que existan factores que
medien la secrecion de la NaTrxh, ya sea en forma especifica,
interaccionando por ejemplo con algun "transportador” especifico vy
exclusivo (Figura 6, situacion C) o de manera inespecifica, es decir,
interaccionando con ortélogos hipotéticos de NCE101 y NCE102 que son
genes involucrados en la exportacion no clasica de proteinas como la
galectina de mamiferos (Cleves et al., 1996; Nombela et al., 2006) o
con proteinas que realicen funciones similares (Figura 6, situacion D).
Sin embargo, en esta ultima propuesta existe el problema de que no se
han reportado genes homodlogos a los NCE de levadura en plantas

(Juarez-Diaz, 2006b).
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Figura 5. La proteina de fusiéon NaTrxh:GFP se secreta al apoplasto de las hojas de N. benthamiana
y de A. thaliana. A-D. Expresién de GFP en hojas de N. benthamiana como control de expresién y
localizacion. E-H. Expresidn de la proteina de fusiéon NaTrxh:GFP en hojas de N. benthamiana. I-L.
Expresion de la proteina de fusion NaTrxh:GFP en hojas de A. thaliana. Después de la transfeccion,
las hojas se analizaron bajo microscopia de contraste de fases (A, E, 1) y bajo microscopio de
fluorescencia para GFP (B, F, J) y para la clorofila (C, G, K). Las imagenes D, Hy L corresponden a la
superposicion de las tres imagenes de cada experimento (Juarez-Diaz et al., 2006a).
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Figura 6. Mecanismos hipotéticos para la secrecion independiente del RE/Golgi de la NaTrxh en las células
del tejido de transmision (TT) de estilos de N. alata. Se propone que la NaTrxh (verde) puede tener cierta
afinidad hacia las vesiculas de secrecidn producidas por el sistema RE/Golgi (a) o a los subcompartimientos
endosomales en su proceso de reciclamiento (b) que le permite adherirse y/o incorporarse a ellos para ser
secretada. En el primer caso (a), la NaTrxh seria secretada junto con otras proteinas de secrecién clasica
(rojo). Por otro lado, pueden existir transportadores especificos (azul claro) que permitan la secrecién de la
NaTrxh (c) o proteinas homélogas de NcelO1lp y Ncel02p de levaduras en plantas (naranja) que sean las
responsables de su exportacion (d). RE: reticulo endopldsmico; Ap. Golgi: aparato de Golgi. Tomado de

Judrez-Diaz, 2006b.

17



Anptecedentes

II. 3. La region N-terminal, especificamente la region NB,
contiene la informacion necesaria para promover la secrecion de
NaTrxh

Un dato interesante encontrado buscando una sefial de secrecidon en
el extremo amino de la NaTrxh, fue que la secuencia de aminoacidos
responsable de la salida de NaTrxh de la célula estaba en la regién Nf.
Lo primero que se hizo fue eliminar los primeros 16 residuos del N-
terminal (NaTrxhANa o regién Na), que es la region que se predice
como péptido sefial por el Hidden Markov (Bendtsen et al., 2004b).
También se generdé otra mutante, la NaTrxhANB (region NB) con 27
residuos faltantes en su amino terminal. Los resultados mostraron que
la eliminacion de los primeros 16 residuos no modifica la secrecion de la
proteina de fusién NaTrxhANa:GFP. No obstante, cuando se transformé
con la NaTrxhANB fusionada a la GFP, la capacidad de secreciéon de la
fusion se perdid. Esto significa que la sefal que dirige la secrecion de la
NaTrxh en hojas de A. thaliana no se encuentra entre los primeros 16
residuos, sino en un dominio interno que aparentemente estaria en la
secuencia contenida entre los residuos Ala-17 y Pro-27. Por lo que se
concluyd que la regidon NB, tiene la suficiente informacién para promover

la secrecion de la NaTrxh (Juarez-Diaz y Cruz-Garcia, no publicado).

I1. 4. Estructura tridimensional de la proteina NaTrxh

Como se ha visto, Juarez-Diaz (2006b) propuso diferentes
mecanismos (Figura 6) que implican la unién de la NaTrxh con alguna
proteina, sabiendo que ésta tiene una extension hacia el N-terminal y
habiéndose constatado que dicha secuencia tiene Ila informacién

suficiente para su secrecion. La estructura tridimensional podria mostrar
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si efectivamente ésta region puede ser un dominio expuesto en la
superficie de la molécula, que pudiera funcionar en interacciones

proteina-proteina involucradas en la secrecion de la NaTrxh.

Desde la publicacién de la primera estructura tridimensional en 1998
(Zarembinski et al., 1998), en donde la estructura resuelta
experimentalmente por medio de cristalografia de rayos X de una
proteina hipotética revelé6 su funcidbn molecular, muchos estudios
similares han aparecido (Zhang y Kim, 2003) hasta el dia de hoy. Los
resultados de estos estudios piloto son convincentes (Campbell, 2002).
En el presente hay millones de secuencias proteicas incluyendo la de la
NaTrxh (Petsko, 2006), pero so6lo hay unas miles de estructuras
tridimensionales en el PDB (Protein Data Bank, http://www.rcsb.org/). La
velocidad con la que aparecen nuevas secuencias es exponencial, asi
que ahora se estda haciendo un esfuerzo por tratar de explicar las
funciones de esas proteinas. Una herramienta importante para
entender, describir y manipular a las proteinas es conociendo su
estructura tridimensional (Sali y Blundell, 1993; Marti-Renom et al.,
2000; Bino y Sali, 2003). También a partir de la estructura secundaria
de una proteina se puede entender mucho. Por ejemplo, las asas son
sitios de interaccion proteina-proteina y determinan la funciéon especifica
de una proteina. Igualmente, en una familia con determinado
plegamiento, la variabilidad estructural es el resultado de sustituciones,
inserciones y deleciones en uno o mas residuos entre los diferentes
miembros de las familias. Dichos cambios frecuentemente corresponden
a regiones expuestas que conectan elementos de la estructura
secundaria en la proteina plegada (Fine et al., 1986; Martin y Thornton,
1996; Oliva et al., 1997; van Vlijmen y Karplus, 1997; Rapp y Friesner,
1999; Xiang et al., 2002; Fiser y Sali, 2003). En el caso de que se sepa

la funcién celular de una proteina, el conocimiento de su funcién
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bioquimica puede ayudar a develar el mecanismo molecular en el
proceso celular e incluso sugerir los ligandos a los cuales se puede unir

la proteina (Zhang y Kim, 2003).

Debido a la dificultad que se presenta al resolver experimentalmente
la estructura tridimensional de una proteina, el uso del modelaje puede
proveer un modelo util de una proteina (Sali y Blundell, 1993; Marti-
Renom, 2000). Las técnicas que se utilizan pueden ser por medio de
predicciones fisicas o empiricas. Los métodos de prediccidon fisica estan
basados en las interacciones entre atomos incluyendo la dindmica
molecular y la minimizacion de energia (Brooks Il et al., 1988; Sali y
Blundell, 2003); mientras que los métodos empiricos dependen de la
similitud que tenga la proteina problema con al menos una estructura
protéica que ha sido determinada experimentalmente (Sali y Blundell,
2003), ya sea por espectroscopia de baja resolucion como cristalografia
de rayos X (Blundell y Johnson, 1976) o de media resolucion como la
resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en inglés) (Bax,

1989).

El modelo comparativo u homadlogo utiliza proteinas determinadas
experimentalmente para predecir la conformacion de otras proteinas con
secuencias de aminoacidos similares. Esto es posible porque un cambio
pequefio en la secuencia usualmente resulta en un pequefio cambio en
la estructura tridimensional (Lesk y Chothia, 1986; Hubbard y Blundell,
1987; Sali y Blundell, 1993). Asi pues, el modelaje de una secuencia
basada en una estructura conocida consiste en cuatro pasos: i)
encontrar una estructura conocida relacionada con la secuencia que se
quiere modelar (por ejemplo, un molde), ii) el alineamiento de la
secuencia con el molde, iii) construir el modelo y, iv) validar el modelo

(Marti-Renom et al., 2000; Baker y Sali, 2003). No obstante, los errores
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encontrados en el modelaje comparativo abarcan desde errores en el
plegamiento y alineamiento de la proteina, que ocurren cerca de un
30%, asi como distorsiones en las asas y en los nucleos de las
proteinas, y un mal empaquetamiento de las cadenas (Eswar et al.,
2003). Adn asi, la exactitud de la proteina modelada obtenida por un
modelaje homologo es favorable comparada con otros modelos
calculados por otros métodos tedricos (Topham et al., 1991; Sali y
Blundell, 1993). Por supuesto, la precisibn de la estructura
tridimensional depende de la similitud que haya entre la proteina
problema y el molde (Marti-Renom et al., 2000; Baker y Sali, 2003). Un
buen modelo se presenta cuando al menos hay un 50% de similitud
entre el molde y la proteina blanco. Un buen molde, por ejemplo, son
estructuras que han sido resueltas por cristalografia de rayos X y tienen
una resolucién menor o igual a 1.5A, obteniéndose modelos con un RMS
(Root Mean Square) significativamente bajo (Topham et al., 1991; Sali y
Blundell, 1993; Baker y Sali, 2003). Por ende, dos condiciones deben
estar presentes para construir un buen modelo. Primero, la secuencia de
la proteina problema y la secuencia de la proteina molde que se
encuentra resuelta experimentalmente deben ser muy semejantes
(minimo 50%). Segundo, debe haber un alineamiento correcto entre la
secuencia de la proteina problema y su molde correspondiente (Marti-

Renom et al., 2000).

En la actualidad existe una gran variedad de programas que cumplen
con los requisitos basicos del modelaje por homologia. Entre estos

programas se encuentran el MODELLER y el SAM-TO6.

MODELLER (Bino y Sali, 1993; http://salilab.org/modeller) es un

programa computacional que permite el modelaje comparativo. Primero

MODELLER realiza una busqueda de secuencias similares a la secuencia
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de la proteina objetivo mediante el alineamiento de esta secuencia con
las proteinas registradas en la base de datos del Protein Data Bank

(PDB, http://www.rcsb.org/). En el PDB se encuentran los datos y las

coordenadas de las estructuras tridimensionales de proteinas resueltas
experimentalmente ya sea por rayos-X o por NMR (Bino y Sali, 1993).
Después, MODELLER parte de los alineamientos obtenidos para poder
generar un modelo tridimensional de la estructura de la proteina al
“enhebrar” la secuencia objetivo sobre el modelo utilizando las
coordenadas tridimensionales de los atomos del esqueleto de la proteina
modelo para las posiciones de los aminoacidos que alinearon con la
secuencia objetivo, y aplicando a los atomos correspondientes de los
aminoacidos de la secuencia objetivo. Finalmente, MODELLER
reconstruye las partes faltantes mediante meétodos de mecanica y

dinamica molecular.

MODELLER esta escrito en Fortran 90 y corre en una Pentium PC
(Linux y Windows XP), Apple Macintosh (OS X) y estaciones de trabajo
de Silicon Graphics (IRIX), Sun (Solaris), IBM (AIX) y DEC Alpha
(OSF/1). El programa es utilizado con su propio idioma y no incluye

interfaz grafica, lo que le hace rapido y potente (Eswar et al., 2003).

Otro servidor es SAM-T06 (Karplus et al., 1998, 2001, 2003, 2005;
http://www.soe.ucsc.edu/research/compbio/SAM T06/T06-query.html),

donde SAM es alineamiento y modelaje de secuencia (Sequence
Alignment and Modeling). Dada una secuencia de una proteina
problema, los algoritmos de SAM construyen un modelo de Hidden
Marcov (HMM) y un alineamiento mualtiple que después buscan en
subgrupos de base de datos utilizando el WU-BLAST en lugar de buscar
en toda la base de datos no redundante (NR). Las secuencias de las

posibles proteinas moldes son alineadas con la el modelo de HMM.
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Anptecedentes

Teniendo los moldes, se construye el modelo de la proteina problema
(Karplus et al., 1998). Para el reconocimiento del plegamiento, el
método SAM es extremadamente bueno con niveles aceptables de error,
encontrando muchas mas estructuras homodlogas que los métodos

tradicionales (Karplus et al., 1998; 2005).
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IR Hipétesis

La proteina NaTrxh es una tiorredoxina tipo h de Nicotiana alata
cuyo motivo NB de la region N-terminal tiene la informacién suficiente
para que se secrete, por lo que es probable que dicha region esté
expuesta al solvente en el polipéptido como un posible sitio de

interaccién con otras proteinas.
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V. Objetivos

IV.1. Objetivos Generales

a) Obtener un modelo tridimensional de la proteina NaTrxh para

inferir si la region N se encuentra expuesta al solvente

b) Evaluar el modelo tridimensional de NaTrxh con diferentes
simulaciones hasta llegar a un modelo con un estado de energia

minima
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V. Materiales y Métodos

V.1. PROGRAMAS

Se utilizaron diferentes programas para el modelaje de la proteina,
dindmica y minimizacion del modelo, su representacion gréafica y

finalmente validacién de la estructura tridimensional de la NaTrxh.

V.1.1. MODELLER

Es un programa computacional que permite el modelaje
comparativo, realizando busqueda de secuencias de proteinas
resueltas experimentalmente, con una similitud de por lo menos el
50% con la secuencia de la proteina objetivo, en este caso la NaTrxh.
Después construye un modelo al que finalmente le hace una
validacion (Sali y Blundell, 1993). Para llegar al modelo final se

utilizaron diferentes comandos, descritos a continuacion.

V.1.1.1. Comando profile.build()

Este comando busca las secuencias relacionadas de la estructura

conocida (Tabla 1).

V.1.1.2. Comando alignment.compare_structures()

El alignment.compare_structures() se utilizé para valorar la
estructura y la similitud de la secuencia de NaTrxh con los 21 posibles

templados (Tabla 2).

V.1.1.3. Comando align2d()

Sirvié para alinear a NaTrxh con la 1ti3 (Tabla 3)
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from modeller import *

log.verbose()

env = environ ()

#-- Prepare the input files

#-- Read in the sequence database

sdb = sequence db(env)

sdb.read (seq database file='pdb 95.pir', seq database format='PIR',
chains list='ALL', minmax db seq len=(30, 4000),

clean sequences=True)

#-- Write the sequence database in binary form

sdb.write(seq database file='pdb 95.bin', seq database format='BINARY',

chains list='ALL')

#-—- Now, read in the binary database

sdb.read (seq database file='pdb 95.bin', seq database format='BINARY',
chains list='ALL')

#-- Read in the target sequence/alignment

aln = alignment (env)

aln.append(file='Nalata trxh.pir', alignment format='PIR', align codes='ALL')

#-- Convert the input sequence/alignment into

# profile format

prf = aln.to profile()

#-- Scan sequence database to pick up homologous sequences
prf.build(sdb, matrix offset=-450, rr file='${LIB}/blosum62.sim.mat"',
gap_penalties 1d=(-500, -50), n prof iterations=1,

check profile=False, max_aln evalue=0.01)

#-—- Write out the profile in text format
prf.write(file='build profileTRXH.prf', profile format='TEXT')
#-- Convert the profile back to alignment format

aln = prf.to_alignment ()
#-- Write out the alignment file
aln.write(file="'build profileTRXH.ali', alignment format='PIR')

Tabla 1. Comando del MODELLER para buscar alineamientos relacionados con NaTrxh. El
nombre del archivo fue ‘BasicModelinScriptl.py’.

from modeller import *

env = environ ()
aln = alignment (env, file='pdball.pir',

align codes=(#"'lerv',
## la lerv la quite porque:
## File "BasicModellinScript2.py", line 7, in ?
#i# aln.malign3d()
4 File "/Library/modeller-9v2/modlib/modeller/alignment.py", line
296, in malign3d
## edit file ext)
## modeller.error: rdpdb 303E> No atoms were read from the
specified input PDB file, since the starting residue number and/or
chain id in MODEL SEGMENT (or the alignment file header) was not
found; requested starting position: residue number " 1", chain " "

'lcqgA', 'ldbyA', 'lep7A', 'lfaaA', 'lfb6A', 'lnswA', 'lsyrA',
'"1ti3A', 'lxwaA', 'Ilm7tA', '1tO00A', '1xflA'))

aln.malign ()

aln.malign3d()

aln.compare structures ()

aln.id table(matrix file='family.mat"')

env.dendrogram(matrix file='family.mat', cluster cut=-1.0)

Tabla 2. Comando del MODELLER alignment.compare_structures() para valorar la estructura y
la similitud de la secuencia entre los posibles templados. EIl nombre del archivo fue
‘BasicModelinScript2.py’.
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from modeller import *

env = environ ()

aln alignment (env)

mdl model (env, file='1lti3', model segment=('FIRST:A', 'LAST:A'))
aln.append model (mdl, align codes='lti3A', atom files='1lti3.pdb'")
aln.append(file='build profileTRXH.ali',

align codes='Trxh, N. alata (DQ021448)")

aln.align2d()

aln.write(file="'NATrxh-1ti3.ali', alignment format='PIR'")

aln.write(file="NATrxh-1ti3.pap', alignment format='PAP')

Tabla 3. Comando del MODELLER align2d() que sirvié para alinear a la NaTrxh con la
tiorredoxina de Populus tremula (1ti3). El nombre del archivo fue ‘BasicModelinScript3.py’.

V.1.1.4. Comando automodel

El programa MODELLER construyo varios modelos de la
proteina NaTrxh utilizando el comando automodel. En este caso se
le indic6 que fueran 5 modelos diferentes (a.ending_model = 5)

partiendo de un templado (a.starting_model = 1) (Tabla 4).

from modeller import *
from modeller.automodel import *

env = environ ()

a = automodel (env, alnfile='NATrxh-1ti3.ali',
knowns='1ti3A', sequence='Trxh, N. alata (DQ021448)")
a.starting model = 1

a.ending model = 5

a.make ()

Tabla 4. Comando del MODELLER automodel, el cual indica cuantos modelos se quieren
obtener. a. starting model muestra que se parte de un molde (1ti3) y a. ending_model sefala
qgue se obtendran 5 modelos diferentes. El nimero de modelos obtenidos fue una decisién
aleatoria. El nombre del archivo fue ‘BasicModelinScript4.py’. Los modelos obtenidos se
Ilamaron ‘BasicModelinScript5 1.py al 5.5.py’

V.1.1.5. Comando assess_dope

Este comando se utilizé para elegir el modelo 6ptimo de los cinco
obtenidos con MODELLER. Se utilizé6 el mismo comando para cada

uno de los modelos (Tabla 5).
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from modeller import *
from modeller.scripts import complete pdb

log.verbose () # request verbose output

env = environ ()

env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top heav.lib') # read topology
env.libs.parameters.read (file='$(LIB) /par.lib') # read parameters

# read model file

mdl = complete pdb(env, 'Trxh, N. alata (DQ021448).B99990001.pdb")
# Assess with DOPE:

s = selection (mdl) # all atom selection

S.assess_dope (output='ENERGY PROFILE NO REPORT',

file="Trxh, N. alata (DQ021448).B99990001.profile’,

normalize profile=True, smoothing window=15)

Tabla 5. Comando del MODELLER assess dope. Este comando utiliza el algoritmo potencial
DOPE (DOPE potential). El comando se utilizé para cada uno de los modelos, cambiando el
nombre del archivo y obteniendo cinco archivos diferentes. En la tabla se muestra el archivo
‘BasicModelinScript5_1.py’ generado para el NaTrxh_1a.

V.1.2. Swiss-PdbViewer

Debido a la presencia de un nudo que se genero en los modelos
que se hicieron con el MODELLER hacia el extremo carboxilo, se
utiliz6 el programa  Swiss-PDB-Viewer (Guex y Peitsch, 1997;

http://expasy.org/spdbv/text/refs.htm) que dentro de sus

herramientas se encuentra el algoritmo Ramachandran que genera
una interfaz grafica basada en los angulos phi y psi, en donde define
las parejas de valores de phi y psi que estan permitidos (Coutsias et
al., 2004). En este caso, el programa nos permitié6 modificar las
conformaciones de aminoécidos individuales con sélo “arrastrar” los
puntos del mapa de un sitio a otro, deshaciendo el nhudo que se formé

al final del carboxilo terminal.

V.1.3. HyperChem

El hecho de haber deshecho el nudo del carboxilo terminal del
modelo de NaTrxh basados en la grafica del Ramachandran, podria
implicar que el modelo no era el adecuado. Se decidi6 entonces
utilizar el programa HyperChem™ (HyperCube, Inc;

http://www.hyper.com/), ya que dentro del programa se encuentra

un algoritmo llamado “recocimiento simulado” (simulated annealing;

SA). Este algoritmo se podria calificar como escalador estocéastico. En
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este caso, se utiliz6 una temperatura alta y una baja, de tal forma
que el modelo se calentara pero sin romper los enlaces covalentes
entre los aminoacidos. Después, la temperatura descendié poco a
poco permitiendo que los atomos de los aminoacidos se acomodaran
de la mejor manera posible. Todo esto se simulé en condiciones de

vacio.

V.1.4. Visual Molecular Dynamics (VMD)

Todas las estructuras tridimensionales presentadas se
analizaron y animaron con el programa Visual Molecular Dynamics
(VMD) el cual presentd los resultados en tercera dimension a partir
de los archivos PDB obtenidos en el transcurso del presente trabajo
de los diferentes modelos tridimensionales obtenidos de la NaTrxh

(Humphrey et al, 1996; http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). La

version que se utilizé fue la 1.8.6, la cual soporta Microsoft Windows
2000/XP/Vista (32-bit) utilizando Open GL. También esta disponible
para Linux y MacOS.

Dentro del programa VMD existen incluidos diferentes
analizadores bioinformaticos, de los cuales el mas utilizado, en este
caso, fue MultiSeq 2.0 (Roberts et al., 2006;
http://www.scs.uiuc.edu/ schulten/multiseq), que incluia algoritmos
como Qres (Eargle et al, 2006) y STAMP (Russell y Barton, 1992).
Tanto Qres como STAMP fueron utilizados para hacer las
superposiciones entre los diferentes modelos tridimensionales

obtenidos y hacer una comparacion visual.
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VI. Resultados

VI.1. MODELAJE DE LA PROTEINA NaTrxh con MODELLER

La proteina NaTrxh es la primera Trx de plantas que se
demuestra que se secreta hacia el apoplasto y ademas datos de
nuestro grupo demuestran que la regidn responsable de dicha
secrecion es la N-terminal, especificamente la regién NB (Juarez-Diaz,
2006b; Cruz-Garcia, datos no publicados). Se podria considerar
entonces, que dicha region estaria expuesta facilitando la interaccion
con otras proteinas como parte del mecanismo de secrecion. Una
forma de obtener evidencia para apoyar esta propuesta es modelando
la estructura tridimensional de la proteina, ya que adn no se
encuentra cristalizada, ni se ha resuelto su estructura tridimensional.

Para realizar el modelaje se recurrio a una variedad de
estrategias, apoyadas en el uso de diversos programas de coOmputo.
En todos los modelos obtenidos, la region correspondiente al extremo
amino resulté con un grado importante de accesibilidad al solvente. El
proceso de construccion de los modelos y de sus caracteristicas se

describen en el presente capitulo.

VI.1.1. Obtencion de un primer modelo
Una primera aproximacion fue el uso del programa MODELLER

(Bino y Sali, 1993; http://salilab.org/modeller). Este programa que

consta de varios modulos, realiz6 primeramente una busqueda de
secuencias similares a la de la secuencia de la NaTrxh mediante el
alineamiento de la NaTrxh con proteinas resueltas experimentalmente
ya sea por cristalografia de rayos-X o por NMR que se encuentran
registradas en el PDB. A partir de los alineamientos obtenidos, se
buscé la proteina modelo mas adecuada para modelar a NaTrxh y
después se model6 a la NaTrxh utilizando las coordenadas

tridimensionales de los 4tomos del esqueleto de la proteina modelo
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para las posiciones de los aminoacidos que alinearon con la NaTrxh.
Finalmente, MODELLER reconstruyé las regiones faltantes, aquellas
que no tuvieron similitud con el molde, mediante métodos de

mecanica y dindmica molecular.

VI.1.1.1. Basqueda de las estructuras relacionadas con NaTrxh
Para realizar la bisqueda, se emple6 el modulo profile.build()

(Tabla 1), que requiere la secuencia en formato PYR, con ciertos

datos adicionales embebidos en el encabezado. El archivo introducido

a MODELLER para la NaTrxh en el formato PYR (Sali y Blundell, 1993;

Fiser y Sali, 2003; Eswar et al., 2000; Marti-Renom et al., 2000) se

muestra en la Figura 7. Los datos en el archivo son: 1) el nombre de

la secuencia (linea 1), antecedido por el cédigo ‘>P1’ que indica que
se trata de una secuencia de aminoacidos; 2) Campos de datos sobre
la secuencia referida, separados por el caracter *:’ (linea 2); y 3) la
secuencia de aminoacidos en el codigo de una letra y terminada con
el caracter **’ (linea 3).
Los campos de datos en la linea 2 son:

1: Origen de los datos de la secuencia: “structureX (resuelta por
rayos X), structureN (resuelta por NMR), structureM (estructura
obtenida por modelado), sequence (no hay datos de estructura,
aplicable a la secuencia objetivo)”.

2: Codigo del PDB correspondiente. Debe ser unico para las
secuencias en un archivo. Si se usa este campo, el archivo
estructural correspondiente debe estar disponible al programa.

3 a 6: ldentificadores de la cadena polipeptidica y el intervalo de los
aminoacidos a considerar (vgr: A: 25:A:75, del aminoacido 25 al
75 de la cadena A). Se pueden usar claves como ‘@’ para referirse
a la cadena, FIRST para el primer aminoacido de la cadena, LAST
para el Ultimo, '+’ para referirse a una posicidn relativa respecto a
la anterior y *.” Para referirse a un identificador de cadena ausente,

ya que un espacio puede ser un identificador de cadena valido).
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7: Nombre de la proteina (opcional)
8: Organismo de origen de la proteina (opcional)
9: Resolucion del cristal si existe (opcional)

10: Factor R del andlisis cristalogréfico, si aplica (opcional)

Sélo dos de estos campos son necesarios para las secuencias a
modelar (campo 1 ‘sequence’y el nombre). En la figura 7 se muestra

la secuencia objetivo, cuyo nombre es ‘Trxh._N._alata_(DQ021448)’.

>P1;Trh, N, alata (DQ021448)

MGSYLSSLLGGGAAEAAEAESGSSSEPSRVIAFHSSNRWQLHFNSSKQUNKLIVVDFAATWCGPCKMM

EPVINAMSAKYTOVDFVKIDVDELSDVAQEFGVQAMPTFLLLKQGKEVERVVGAKKDELEKKILKHREA
PKFAASNYRTKFHVQ®

Figura 7. Secuencia de aminodcidos de NaTrxh en formato PYR y los campos para MODELLER

El resultado del comando profile.build() (Tabla 1) utilizando la
matriz BLOSUM62, fue una serie de numeros de identificacion de
estructuras del PDB, con las secuencias de aminoacidos para
proteinas que tenian similitud a la NaTrxh y que eran posibles

candidatos para ser las proteinas modelo (Figura 8).

VI.1.1.2. Seleccion de un molde

La Figura 8 muestra un total de 21 estructuras de proteinas
relacionadas a la Trx de N. alata. Todas las Trx presentan el motivo
del sitio activo caracteristico de las Trx, la gran mayoria con la
secuencia WCGPC (Holmgren, 1985). Ninguna de las secuencias

encontradas tiene una extension hacia el amino terminal ni hacia el
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carboxilo terminal que coincida con la de N. alata. De las 21 Trx con
estructura resuelta y relacionada con la NaTrxh hay 7 tipos diferentes
que se presentan con sus cédigos PDB: Trx varias (Trx: 2trx, 1r26,
1syr, 1lthx, 1xwa, 1v98, 1t00, 1m7t), Trx tipo 1 (Trx1l: loaz), Trx
tipo h (Trx h: lerv, lep7, 1ti3), Trx tipo f (Trx f: 1faa), Trx tipo m
(Trx m: 1dby, 1fb6), proteinas semejantes a Trx (Trx like protein:
1gh2) y otras (1mek, proteina disulfuro isomerasa; 1xfl, cba,
peptidasas). Su origen biolégico incluye Trx de Drosophila
melanogaster (1xwa); de Homo sapiens (lerv, 1gh2, 1mek, 1nsk);
de bacterias como Escherichia coli (2trx, 1loaz), de Thermus
hermophilus (1v98), de Streptomyces coelicolor (1t00) vy
Streptococcus pyogenes (1xfl); hongos como Chlamydomonas
reinhardtii (1dby, lep7); de plantas como espinaca (1faa, 1fb6, de
cloroplasto); de parasitos como Trypanosoma brucei brucei (1r26), y
Plasmodium falciparum (1syr); de algas como la Anabeana sp (1thx);
y hasta una quimera recombinante de humano con E. coli (1m7t).

Por supuesto, las ideales a escoger serian las Trx tipo h ya que la
NaTrxh es una Trx de este tipo (Juarez-Diaz et al., 2006a y b).
Ademas, se debe considerar la calidad de los alineamientos obtenidos
por MODELLER y por supuesto el porcentaje de identidad, que debe
ser por lo menos del 50% (Topham et al., 1991; Sali y Blundell,
1993; Baker y Sali, 2003).

Se prosiguid entonces a hacer un escrutinio mas exhaustivo para
descartar las secuencias que no eran adecuadas para el modelaje de
la NaTrxh, asi que se utilizé el comando
alignment.compare_xtructures() (Tabla 2), que valoré Ila
estructura y la similitud de la secuencia entre los 13 posibles moldes,
obteniéndose una comparaciéon de semejanza y coincidencia entre las

secuencias (Figura 9).
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NaTrxh
lerv

legol
1dbyd
lep7i
Ztrxd
lfamld
1fh6a
S 1lghZi
10 1mek

11 1nswi
12 loazk
13 1r26d
14 1syri
15 1thx

16 1ti3a
17 1xwal
18 1m7cd
19 1v98A
20 1t00A
21 1x£fld

Lo I O I S R o ]

SAKYTDVDFVKIDVDELSDV AQEF GVQAMP TF LLLKQGKEVE RVVGAKKDELEKK ILKHREAPKF ALSN YRTEF HVQ
SEKYSNVIFLEVDVDDCQDV ASECEVESMP TFOF F KKGOKVGEF SGANKEKLEAT - —————————m e e
SEKYSNVIFLEVDVDDAQDV ASEAEVELTP TFOF F KKGOKVGEF SGANKEFKLEAT[- === == ————m e e e
AGEYKDLKCVKLNTDES PNV ASEYGIRSIPTIMVFKGGKKCETI IGA-— === ————mmmmmm e e
SNDYAKVIFLEVDVDAVAAVAE RAGITAMPTFHV VKD GVEADDLVGASQD ELEALVAKHA A —m m e mm e
ADEYQKLTVAKLNIDGNPGTAPKYGIRGIPTLLLF KNGEV AL TKVGASKGOLKE - == === == ————m e e
AEEYLDVIFLELDCNENKTL AKELGIRVVP TFEILKENSVVGEVTGAKYDELLEL == mmm e e e e e
AREYSKIAVYKLNTDEAPGIATQYNIRSIPTVLFFKNGERKESI IGAPKSTLTDS IEKY-—-——————========—=
SNEYPQAVFLEVDVHQCQGTAATNN IS ATPTFQF FRNEVRIDQYQGADAVGLEEKIKQHLE- === === === mm ==
KAEGSEIRLAKVDATEESDL AQQYGVRGYPTIKFFRNGD TAEYTAGREADDI-VNILKKRTGP= === === == == ==
AEAHADVTVAKLNVDENPETTSQF GIMSIPTL ILFKGGRPVKQL IGYQKEQLEAQL- === === === e m e o

AYEFPTVEFAKVDADNNSE IVSKECRVLQLPTF IT ARSGKMLGHV IGANPGMLEQK L= === == mm e mm e e e e e
SKTYTKNVF IKVDVDEVSEVTEKEN ITSMP TF KV Y KNGS SVD TLLGAND S ALKQL IEKY === == === === == —— ==
ANTYSDLEVVELEIDPNPTTVEKYKVEGYPALRLVKGEQILDSTEGVSKDKL—— -~ e
AKKFPNVTFLEKVDVDELKAVAEEWNVE AMPTF IF LKDGKLVDKTVGADKDGLPTLVAKHATA-———— == === ——=—-
STQF ADVVVLEVDVDECED I AMEYN ISSMP TFVF LKNGVKVEEF AGANAKRLEDVI-—————————— = ——— e ——
SEKYSNVIFLEVDVDDAQDVAPKYGIRGIPTLLLFKNGEV AL TKVGASKGOLKE-—— === === === mmmmo o
ARDHAGLKVVEVNVDEHPGL AARYGVRSVP TLVLFRRGAPVATUVGAS-~--PRRVLEERLRP-————————————
AAEYGDIE IVKLNIDENPGT AAKYGVHST P TLNVYQGGEV AK TIVGAK-—mm—m m o e e e e e e e e e
AKKLPNVLFLEVDTDELKSVASDWAIOAMPTF MF LKEGK ILDKVVGAKKDEL QS TIAKH-————————————————

Figura 8. Resultado obtenido después de introducir el comando build.profile() en el MODELLER.
Alineamiento de las secuencias de las posibles proteinas molde. La primera proteina es NaTrxh. Se
observa que muy pocas proteinas tienen una extensidon hacia la regién amino terminal, e incluso
ninguna abarca la regién completa.
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A)
Comparacion de secuencia de identidad (ID_TABLE):

Diagonal ... numero de residuos;
Triangulo superior ... nUmero de residuos idénticos;

Q

Triangulo inferior ... % de identidad de secuencia, id/min (length).

lcggA @lldbyA @llep7A @21faaA @11fb6A @21nswA @llsyrA @31ti3A @llxwaA @2Im7tA @11tO00A @11xflA @1

lcqggA @1 105 27 48 38 30 30 38 39 49 72 23 42
1dbyA @1 26 107 31 31 61 44 35 31 33 32 55 36
lep7A @2 46 29 112 34 33 32 48 55 45 48 30 48
1faaA @1 36 29 30 121 31 27 33 33 37 38 31 34
1fb6A @2 29 59 32 30 104 39 37 32 39 38 46 34
InswA @1 29 42 30 26 38 105 35 27 34 34 47 27
lsyrA @3 37 34 47 32 36 34 103 38 44 40 35 36
1ti3a @1 37 29 49 29 31 26 37 113 43 36 24 64
lxwaA @2 47 31 41 33 38 32 43 39 111 47 27 40
Im7tA @1 69 30 45 36 37 32 39 34 44 107 35 38
1t00A @1 22 51 27 28 44 45 34 21 24 33 112 28
1xflA @1 40 34 43 30 33 26 35 57 36 36 25 114
B)

Agrupamiento medio de pares en grupo basados sobre la distancia de la
matriz:

.——— lcggA @1.0 31.0000

Bt Im7tA @1.0 54.5000

ST lxwahA @2.2 58.1250

} B it lep7A @2.1 53.0000

.——l ———————————————————————————————————————— lsyrA @3.0 60.9375

} B ettt 1ti3Aa @1.0 43.0000

.——————————l ——————————————————————————————————————————— 1xflA @1.0 68.8750

T - 1faahA @1.9 71.8984

} Lo ldbyA @1.0 41.0000

} B e 1fb6A @2.1 52.5000

} B et ittt 1t00A @1.5 57.7500
.—l —————————————————————————————————————————————————————————— InswA Q1.9

73.5344 66.1727 58.8109 51.4492 44.0875 36.7258 29.3641
69.8535 62.4918 55.1301 47.7684 40.4066 33.0449

Tiempo total de CPU [segundos]:6.83

Figura 9. Comparacién de semejanza entre secuencias. A) Matriz de comparaciones de semejanza de
secuencia entre el objetivo y las secuencias de proteinas del PDB que reportan un valor del estadistico E
altamente significativo. B) Dendograma de la matriz. La primera columna muestra el nombre del PDB de
la secuencia que se esta comparando en la base de datos del programa MODELLER. La segunda columna
indica la resolucidn cristalografica en angstréms. En el eje de las X se observa la identidad en porcentaje
de las diferentes secuencias. La 1ti3:A es la secuencia que tiene mayor identidad con la NaTrxh, ademas
de que es una Trx tipo h pero del subgrupo |, aunque tiene una extension hacia el extremo amino y el
carboxilo. A las proteinas resueltas mediante NMR se les asigna una resolucién genérica de 1.0 A.
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A partir de la Figura 9 se eligié a 1ti3 (cadena A) como molde,
con base en las siguientes consideraciones: a) es una Trx tipo h, al
igual que NaTrxh; b) el organismo de origen es una planta superior,
al igual que NaTrxh; c) tiene una mejor coincidencia de secuencia con
NaTrxh (50%) que otras Trx h de plantas con estructura conocida
(1xfl y 1faa); y, d) posee una extension hacia el extremo amino,
aunque no tan larga como la de NaTrxh y esta también entre las que
poseen una porcion mas extensa del extremo carboxilo, de nuevo, no
tan extensa como la de NaTrxh (Figura 10).

Una vez que se escogi6é la proteina modelo que serviria como
base para modelar por homologia a la NaTrxh, lo siguiente fue alinear
a la NaTrxh con 1ti3 que es una Trx tipo h de Populus tremula. Para

esto se utilizé el comando align2d() (Tabla 3).

El comando align2d() (Tabla 3) esta basado en un algoritmo
programado dinamicamente, diferente de los métodos estandares de
alineamiento de secuencia-secuencia ya gque toma en cuenta la
informacion estructural acerca de los moldes cuando se construye el
alineamiento. Con estos métodos, los errores de alineamiento se
reducen aproximadamente a un tercio con respecto a otros métodos
(Sali y Blundell, 1993; Fiser y Sali, 2003; Eswar et al., 2000; Marti-
Renom et al., 2000).

VI.1.1.3. Alineamiento de NaTrxh con la proteina molde (1ti3)

En la Figura 10 se observa el alineamiento de la NaTrxh con 1ti3
(PtTrxh1l) donde hay mas de 50 posiciones conservadas entre ambas
secuencias. También se observa que de los 28 aminoacidos que
corresponden a la region N-terminal de NaTrxh, PtTrxhl presenta tres
aminoacidos de esta region. Aungue aparentemente sean pocos
aminoacidos, a diferencia del resto de las secuencias con las que se

comparé en el momento de escoger el molde (Figura 8), PtTrxhl
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tiene una extension hacia el N-terminal que resulté conveniente para

el modelaje de la NaTrxh.

_aln.pos 10 20 30 40 50
ltiza  mmmmmmm e AEEGQVIACHTVDTWKEHFEKGKGSQK
NaTrxh MGSYLSSLLGGGAAEAAEAESGSSSEPSRVIAFHSSNRWOLHENSSKQLNK
Consrvd - * * Kk *x K * * % * *
_aln.pos 60 70 80 90 100
1ti3A LIVVDFTASWCPPCKMIAPIFAELAKKFPNVTEFLKVDVDELKAVAEEWNVE
NaTrxh LIVVDFAATWCGPCKMMEPVINAMSAKYTDVDEVKIDVDELSDVAQEEFGVQ
Consrvd kkkkkk Kk kk Kkkk*k * * * k kK kkkk%k **x X *
_aln.pos 110 120 130 140 150
1ti3A AMPTFIFLKDGKLVDKTVGADKDGLPTLVAKHATA-—————==——=—————
NaTrxh AMPTFLLLKQGKEVERVVGAKKDELEKKILKHREAPKFAASNYRTKEHVQO
Consrvd * kk kK *k K** * *k Kk kK Kk * % *

Figura 10. Alineamiento de NaTrxh con la Trx tipo h del P. tremula (PtTrxhl). Hay varias
regiones que se encuentran conservadas (regiones indicadas por asterisco), ademas de la
presencia de 24 aminoacidos mas hacia el amino terminal (rojo) y 15 aminoacidos mas hacia el
extremo carboxilo terminal (verde) por parte de la NaTrxh a diferencia de 1ti3 que sdlo
muestra 3 aminoacidos hacia el N-terminal (azul).

Ya se tenia entonces el molde que se alined con la NaTrxh con 1ti3
(Figura 11), por lo que se prosiguio a construir el modelo de la Trx de
N. alata. El programa MODELLER tiene la capacidad de construir
automaticamente el modelo, y eso fue lo que se le solicitd, utilizando
el comando de automodel (Tabla 4). Se cre6 un objeto automodel
llamado ‘a’ y una serie de parametros para guiar el modelo en su
construccion. El archivo de datos indicados en el parametro alnfile
(Trxh._N._alata_(DQO21448.ali) contiene el alineamiento del molde
1ti3 y el objetivo en formato PYR. El archivo indicado por el
parametro knowns lista los archivos PDB de las estructuras descritas
en el archivo alnfile. El parametro sequence definié el nombre del
objetivo en alnfile. El parametro assess_methods indica los
criterios a utilizar para la calificacion de los modelos resultantes. El
parametro starting_model y ending_model definieron el nimero

de serie de los modelos a generar y por lo tanto, el niumero de
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modelos solicitados, en este caso 5. El comando make ordené
generar los modelos de la NaTrxh (Sali y Blundell, 1993; Eswar et al.,
2000; Fiser y Sali, 2003; Marti-Renom et al., 2000).

Figura 11. Modelo de la estructura tridimensional de 1ti3 (PtTrxh1, Trx de P. tremula). PtTrxh1
se tomé como proteina modelo debido a que tiene una similitud muy alta con la secuencia de
NaTrxh y ademas es una Trx h pero del subtipo I; aun asi, ésta presenta una pequefia extension
hacia el N-terminal.

VI.1.1.4. Construyendo los modelos de NaTrxh en base a 1ti3

En la Figura 12 de los paneles a al e se muestran los 5 modelos
generados por automodel. Claramente se observa que tanto la
region N-terminal como la C-terminal tienen una estructura poco
compacta y que varia mucho entre los modelos; no obstante, la
region que abarca el nucleo de la Trx resulté muy semejante en los 5
modelos. En la Figura 12 panel f, se muestra la sobreposicion de los 5

modelos de la NaTrxh y la PtTrxhl como molde.
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A)

B)

Figura 12. Comparaciones de los modelos tridimensionales de NaTrxh. A. (a) NaTrxh_1a, (b)
NaTrxh_1b, (c) NaTrxh_1c, (d) NaTrxh_1d, (e) NaTrxh_1e, (f) superposicion de los 5 modelos y
de PtTrxh1 utilizando el algoritmo STAMP y Qres. B. Esquematizacién de la relacion entre la
coincidencia de los algoritmos Qres y STAMP. A mayor coincidencia el color es azul oscuro, a
menor coincidencia el color es rojo. En a, b, ¢, d y e se observa de color azul claro el nucleo de
la NaTrxh, en amarillo la regién Na, en verde la regién NB, en blanco el sitio activo (WCGPC) y
en magenta la secuencia de aminoacidos del carboxilo terminal (138-152 aminoacidos)
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La superposicion se realizd empleando los algoritmos STAMP
(Russell y Barton, 1992) y Qres (Eargle et al, 2006) del moddulo
Multiseq (Roberts et al., 2006), incluidos en el programa Visual
Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey et al., 1996) a partir de la
version 1.8.5. El algoritmo STAMP (Russell y Barton, 1992) minimiza
la distancia del Ca entre los residuos alineados en cada molécula a
través de las transformaciones de cuerpo-rigido globalmente 6ptimas
(Mizuguchi et al., 1998). El algoritmo STAMP es un maddulo iterativo
que genera un alineamiento estructural y se emplea para calificar el
alineamiento. Qres determina el grado de similitud estructural por
residuo, solo para los alineamientos del alineamiento estructural
multiple (Eargle et al., 2006). Las regiones coloreadas en azul poseen
alta semejanza entre los residuos estructuralmente equivalentes
(Figura 12B). Es decir, los 5 modelos de la NaTrxh poseen el mismo
plegamiento que el de la PtTrxhl. Este resultado es de esperarse, ya
que PtTrxhl y NaTrxh se alinearon de manera continua (sin huecos)

en toda esa region.

VI.1.1.5. Evaluacion de los modelos para la NaTrxh

Con los 5 modelos diferentes, se procedié a calificar la geometria
para elegir el mejor modelo (Figura 13). Dentro del programa
MODELLER se encuentra el comando assess_dope (Tabla 5), el cual
utiliza un potencial estadistico denominado DOPE (Discrete
‘Optimized’ Protein Energy) utilizado para valorar modelos generados
por homologia en la prediccion de estructuras de proteina. MODELLER
usa este modulo para calcular la energia del modelo de la NaTrxh
evaluando todas las interacciones que se establecen en cada modelo.
Dichas interacciones son calculadas para cada residuo y se genera un
indice por residuo a lo largo del modelo (Sali y Blundell, 1993; Fiser y

Sali, 2003; Eswar et al., 2000; Marti-Renom et al., 2000).
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Figura 13. Selecciéon del modelo mds apropiado. Graficas del parametro de coincidencia
estructural generado por assess_dope() para los modelos. El modelo NaTrxh_1d (d) es el que
tiene un valor mas cercano a cero, por lo cual es el que se tomd para continuar otras
simulaciones. En el eje Y se muestra el valor por residuo de DOPE y en el eje X la posicion en el

alineamiento.
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Figura 13. Continuacion.
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Figura 13. Continuacion.

De los 5 modelos, el mejor construido por MODELLER fue el de
NaTrxh_1d (Figura 13d), debido a que en la grafica muestra un valor

cercano a O.

VI.1.2. Presencia de un “"nudo” en los modelos de MODELLER
El modelo NaTrxh_1d se escogié como punto de partida, puesto
que el modelo sb6lo cubria la porcion central de la secuencia, el
modelaje de los extremos amino y carboxilo resulté incierto y debia
mejorarse. Dado que estas regiones son mas cortas, es posible

mejorar este modelo mediante simulaciones de dinamica molecular.
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Ademas, se observo que los 5 modelos presentaban un nudo al final
del carboxilo. Tales estructuras anudadas no han sido observadas en
las estructuras de las proteinas naturales. Estas estructuras se
encuentran tan constrefiidas que los métodos de dindmica molecular

son inadecuados para corregirlas.

El nudo se elimin6 manualmente del modelo_1d por medio del
programa Swiss PDB Viewer (Figura 14) (Guex y Peitsch, 1997);

http://www.expasy.org/spdbv/), empleado un algoritmo asociado al

mapa de Ramachandran (Coutsias et al., 2004), que permite
modificar las conformaciones de aminoacidos individuales con
simplemente "arrastrar” los puntos del mapa de un sitio a otro. El
mapa de Ramachandran es una representacion grafica de los angulos
dihedros de los enlaces entre el carbono alfa y el nitrégeno amidico y
el carbono alfa y el carbonilo de cada residuo de aminoéacido en la
estructura de la proteina. Debido a la planaridad y rigidez del enlace
peptidico, dichos angulos son los que influyen en mayor medida en la
direccion que sigue la cadena polipeptidica en el espacio. Al
modificarlos, se puede modificar la conformacién local de aminoacidos
en la representacion tridimensional de una proteina y cambiar
"manualmente” la estructura de dicho modelo.

En la Figura 14a y 14c se muestra el nudo formado entre los
aminoacidos lisina, glutamina, glicina, lisina y acido glutamico (111-
115) de color rojo y los del carboxilo terminal (138-144) de color
magenta. En la figura 14b y 14d se muestra la estructura de
NaTrxh_2 sin el nudo.

Para confirmar que la conformacion general del nucleo modelado
por MODELLER no se hubiera modificado por el ajuste manual del
modelo, se realizO una superposicion de ambas estructuras. En la
Figura 15 se muestra el resultado y se observa que no hubo cambios
en el plegamiento del nucleo de la Trx. El color azul indica que hay
mucha similitud entre las dos estructuras y el rojo que hay poca. Sdélo

en el carboxilo terminal se observan regiones con color rojo. La
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superposicion del modelo de NaTrxh_2 con la estructura de la Trx de
P. tremula (molde) (Figura 15 ¢ y d) muestra también la coincidencia

de plegamientos en las regiones en las que las secuencias coinciden.

Figura 14. Presencia de un nudo al final del carboxilo terminal en el modelo de la NaTrxh_1d.
(a) Modelo NaTrxh_1d de MODELLER en ddénde se presenta un nudo al final del carboxilo
terminal, (b) Modelo NaTrxh_2 de MODELLER sin el nudo el cual se elimind manualmente con
"Swiss PDB Viewer", (c) Acercamiento de la formacién del nudo entre los aminoacidos 112-115
y los del carboxilo terminal y, (d) Acercamiento de los aminodcidos 112-115 y los del carboxilo
terminal sin el nudo. En color azul claro se observa el nicleo de la NaTrxh, en amarillo la region
Na, en verde la regidn NB, en blanco el sitio activo (WCGPC), en magenta la secuencia de
aminodacidos del carboxilo terminal (138-152 aminoacidos) y en rojo la secuencia de
aminodacidos remanentes en la zona que contenia inicialmente el nudo (112-115) de la
secuencia completa de NaTrxh.
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Figura 15. Superposiciones de la NaTrxh_1d con otros modelos. (a-b) Superposicion de
NaTrxh_1d con NaTrxh_2 donde no hay cambios en el nucleo ni en la regién N-terminal y, (c-d)
Superposicion de NaTrxh_2 con la proteina molde 1ti3. Se observa de color rojo la regién N-
terminal de NaTrxh_2 que 1ti3 no posee. En a y ¢ se utilizaron los algoritmos Qres y STAMP.
En b el ndcleo de NaTrxh_2 es de color azul claro y el carboxilo terminal de color magenta; el
nucleo de NaTrxh_1d es de color lila y la C-terminal de color naranja. En ambos casos la region
Na en amarillo, NB en verde y el sitio activo en blanco. En c el ndcleo de NaTrxh_2 es igual al
de b, en cambio el nucleo de 1ti3 es de color verde claro y sus primeros cinco aminoacidos de
su region N-terminal son de color rojo.

VI.1.3. Recocimiento simulado del modelo tridimensional de la

NaTrxh desanudado

Se sometié el modelo de NaTrxh_2a a un recocimiento simulado
(SA) (Nilges et al., 1988) mediante el programa HyperChem™
(HyperCube, Inc). Dicho método consiste en realizar una simulacion
de dinamica molecular elevando notoria y rapidamente la

temperatura (de 198 a 500 K en 5 ns en este caso), mantener el
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sistema en esta condicién por un periodo corto (10 ns) y permitir
entonces un enfriamiento gradual del sistema hasta una temperatura
que produzca un estado de baja energia (de 500 a 100 K en 75 ns).
Debido a que la regibn mas incierta eran los extremos amino y
carboxilo, la simulaciéon se realizé fiando la posicion de los atomos del
esqueleto en la region central del modelo (del modelo 31 al 139).
Adicionalmente, para acelerar el colapso de estas regiones la
simulacién se realiz6 en el vacio. La figura 16 muestra el modelo

obtenido (NaTrxh_3) al final de dicha simulacion.

Figura 16. NaTrxh_3 luego de un recocido simulado en condiciones de vacio, con los dtomos
del esqueleto fijos para los aminodcidos (31-139). En color azul claro se observa el nucleo de la
NaTrxh, en amarillo la regién Na, en verde la region N3, en blanco el sitio activo (WCGPC), en
magenta la secuencia de aminodcidos del carboxilo terminal (138-152 aminoacidos) y en rojo
la secuencia de aminodcidos que formaron el nudo (112-115) de la secuencia completa de
NaTrxh. La simulacién consistid en calentamiento de 298 a 500 K en 5 ns, seguida de 10 ns a
500 K y un enfriamiento gradual de 500 a 100 K en 75 ns, con saltos de 50 K. El incremento de
integracion fue de 0.002 ps y el campo de fuerza empleado fue Amber95.

En la Figura 17 se muestra la superposicion de la NaTrxh_3 con la
NaTrxh_2. Se observa que hay un cambio estructural en las regiones
del extremo amino como en las del carboxilo. AUn no hay una

estructura definida.
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Figura 17. Superposicién de NaTrxh_3 con NaTrxh_2 donde se observa que hay un cambio en
la estructura del amino terminal de la NaTrxh_3 (a-b), c-d NaTrxh_3 superpuesta con 1ti3 de P.
tremula. a y ¢ muestran diferencias en el nucleo de la proteina pero aun con similitud entre los
aminoacidos, lo contrario en el N-terminal que es completamente rojo en donde no hay
semejanza entre ellos. De color azul claro se observa el nucleo de la NaTrxh_3, en lila el nucleo
de la NaTrxh_2 y en verde claro la de 1ti3. La regién Na de NaTrxh_2 es naranja y la de
NaTrxh_3 es amarilla. En verde la region N de NaTrxh_3 y en rojo la de NaTrxh_2; en blanco
el sitio activo (WCGPC) y, en magenta la secuencia de aminoacidos del carboxilo terminal (138-
152 aminoacidos) de NaTrxh_3 y en rosa la de NaTrxh_2.

VI.1.4. Simulacion dinadmica molecular de NaTrxh_3

Debido a que la simulacion en el vacio es poco realista, y
considerando ademas que el colapso de la regiébn amino era
incompleto, se sometié el modelo a una simulacion de dinamica
molecular mas larga a 313 K en medio acuoso, con NaCl 0.15 M.
Debido a las limitaciones del equipo y del software, dicha simulacion

no se pudo hacer en un tiempo razonable en HyperChem por lo que

49



Resuftados

se realiz6 en GROMACS 3.3, usando un campo de fuerzas GROMAS
53a6 y los modelos de solvente SPC216.

El intervalo de integraciéon fue de 0.002 ps y la simulacién se dejé
correr 35 ns (17.5 millones de pasos), colectando coordenadas del
sistema cada 2.5 ps y datos de energias cada 0.125 ps. En esta
simulacién, los extremos alcanzaron un estado compacto luego de
aproximadamente 27 ns y se mantuvieron razonablemente estables

hasta el final de la simulacion (Figura 18)

Figura 18. Modelo de NaTrxh_5 mostrando dos hebras betas en la region Na y los aminodcidos
expuestos al solvente en la region N que podria permitir la interaccidon con alguna proteina.
De color azul claro se observa el nucleo de la NaTrxh, en amarillo la region Na, en verde la
region NB, en blanco el sitio activo (WCGPC), en magenta la secuencia de aminodcidos del
carboxilo terminal (138-152 aminodcidos).

Sin embargo, al hacer la superposicion entre la NaTrxh_5 y la Trx
de P. tremula, se observa que en el nucleo clasico de las Trx no se
conserva (Figura 19) (Holmgren, 1985; Powis y Montfort, 2001). No
obstante, NaTrxh_5, es el modelo mas estable que se tenia hasta ese

momento.
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Figura 19. Superposicion de NaTrxh_5 con 1ti3. Se observa, que casi no se conservan los
elementos estructurales secundarios principales del nicleo de la proteina (color blanco-azul).
Por supuesto, la estructura del N-terminal es muy diferente con respecto a la Trx de dlamo
(color rojo) que no presenta una extension tan amplia de aminoacidos hacia ese extremo. (b)
se muestra de color magenta a NaTrxh_5 con la regién Na de color blanco y NB en rojo. La
proteina de dlamo se muestra en color verde. De color magenta se observa el nucleo de la
NaTrxh, en blanco la region Na, en rojo la regidon N3, y en amarillo el sitio activo (WCGPC).

VI.2. MODELAJE DE LA SECUENCIA DE LA NaTrxh CON SAM-
TO6

A lo largo de todo este proceso de modelado, se observé que los
extremos amino y carboxilo de la proteina permanecian bastante
expuestos, lo que permite proponer que dichas regiones de la
proteina son relativamente hidrofilicas y no interaccionan con
regiones internas, es decir, aun si el modelo es un tanto defectuoso,

dichas regiones estan posiblemente expuestas.

El problema del plegamiento de una proteina a partir de la
estructura primaria no es un problema resuelto. De hecho, aun
cuando el modelaje por homologia es el que presenta mayor nivel de
éxito, existe un grado importante de incertidumbre en los modelos

generados. Por esta razon, se generaron otros modelos empleando
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servidores de prediccion de estructura disponibles en internet. Entre
los servidores con mayor éxito se encuentran I-Tasser, SAM-T06 y
Robetta. De ellos, s6lo SAM-TO6 (actualmente la version 08 es la
activa) puede generar un modelo en pocas horas. Dichos modelos
suelen ser certeros en plegamiento general, pero tiene defectos en la
conectividad de algunos enlaces peptidicos, por lo que es necesario
minimizar sus geometrias con métodos de mecanica molecular. En
este caso, se envio la secuencia de la NaTrxh para generar un modelo

con SAM-TO6 (Figura 20).

Figura 20. Modelo de la secuencia de NaTrxh_6 propuesta por el servidor SAM-T06. De color
azul claro se observa el nucleo de la NaTrxh, en amarillo la regién Na, en verde la regién N, en
blanco el sitio activo (WCGPC), en magenta la secuencia de aminodcidos del carboxilo terminal
(138-152 aminoacidos).

Finalmente, todo modelo debe ser estable, por lo que es
conveniente someterlos a simulaciones de dinamica molecular para
analizar su estabilidad y permitir la relajaciéon de la estructura a un
minimo de energia. Sin embargo, al momento de minimizar las
geometrias de NaTrxh_6, la estructura creada para la region amino y
carboxilo se deshizo. No obstante, el modelo muestra una regiéon

amino expuesta.
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VI.3. HvTrxh2 COMO MOLDE PARA GENERAR UN NUEVO
MODELO CON MODELLER

Debido a que los proyectos gendémicos producen mucho mas
secuencias en poco tiempo que aquel en que se puede resolver su
estructura tridimensional, ya sea por cristalografia de rayos X o por
NMR, se ha optado por resolver su estructura por homologia
comparativa, que es relativamente rapido, dependiendo del método
de seleccion para obtener el modelo tridimensional de la proteina que
se requiera. Por supuesto, la calidad de los modelos de las proteinas
difiere, por lo que es necesario someter el modelo a una evaluacién

(Rodriguez et al., 1998).

En este caso se sometio el modelo NaTrxh_5 a una evaluacion con
el programa Rosetta-HMMer (Rodriguez-Sotres y Martinez-Castilla;
sin publicar); sin embargo, el programa mostré que la proteina
NaTrxh no se parecia a ninguna Trx, por lo que se decidié someter la
secuencia de NaTrxh en busqueda de una proteina que estuviera
relacionada con nuestra Trx y ademas estuviese resuelta su
estructura. Como resultado, se obtuvo a HvTrxh2, que es una Trx de
Hordeum vulgare (cebada) y ademas tiene una extension hacia el
amino terminal (Maeda et al., 2003a; Maeda et al., 2006) y muestra
un 51% de similitud con la NaTrxh al hacer un alineamiento multiple
con Clustal X (Higgins et al., 1988; Higgins et al., 1989; Thompson et
al., 1997) y un 50% de similitud con PtTrxh (Figura 21). En la Figura
21 se marcan con asteriscos las posiciones que son idénticas; las
posiciones conservadas estan indicadas con dos puntos y las poco
conservadas se indican con un solo punto (Higgins et al., 1988;
Higgins et al., 1989; Thompson et al., 1997). Cabe destacar, que el
nuamero de aminoacidos en el extremo amino y en el carboxilo esta
mayoritariamente abarcado por HvTrxh2 en lugar de PtTrxh;

asimismo, el numero de ‘espacios’ se ve limitado a las regiones
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HvTrxh2 es un mejor molde para la NaTrxh que PtTrxh.

5 15 25 35 45 55
1[NaTrxh MGSYLSSLLG GGAAEAAEAE SGSSSEPSRV IAFHSSNRWQ LHENSSKQLN KLIVVDEFAAT
2 |HvTrxh?2 -GSHMA---A SATAAAVAAE --—--—-——-- V ISVHSLEQWT MQIEEANTAK KLVVIDFTAS
3|/PtTrxh W ——=——————— ————— AEEGQ —-—-=——————-— V IACHTVDTWK EHFEKGKGSQ KLIVVDEFTAS
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2 |HvTrxh?2 WCGPCRIMAP VFADLAKKFP NAVFLKVDVD ELKPIAEQFS VEAMPTEFLFM KEGDVKDRVV
3| PtTrxh WCPPCKMIAP IFAELAKKFP NVTFLKVDVD ELKAVAEEWN VEAMPTFIFL KDGKLVDKTV
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1[NaTrxh GAKKDELEKK ILKHREAPKEF AASNYRTKFH VQ
2| HvTrxh?2 GAIKEELTAK VGLHAAAQ-- —-———————-—-—- —-—
3| PtTrxh GADKDGLPTL VAKHATA--- —-——————-—-—- —-—
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Figura 21. Alineamiento de NaTrxh, HvTrxh2 y PtTrxh con el programa ClustalX. Se observa que
hay mas aminoacidos hacia el extremo amino y carboxilo de HvTrxh2 con respecto a NaTrxh
que PtTrxh. Los asteriscos (‘“*’) indican las posiciones que son idénticas, los dos puntos (“:’),
regiones conservadas y un punto (‘.’), regiones poco conservadas.

Sin embargo, el PDB de HvTrxh2 (2wit) muestra a la proteina
formando un complejo con una proteina sustrato denominada a-
amilasa/inhibidor de subtilisina (BASI) (Figura 22a) (Maeda et al.,
2006), por lo que fue necesario hacer un archivo PDB que soélo
contuviera la informacién de la HvTrxh2 utilizando el programa VMD
(Figura 22b). Este monémero mantiene la estructura altamente
conservada en varias especies, conformada de 5 hebras beta y 4

hélices alfa (Holmgren, 1985).
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Figura 22. Archivo PDB de HvTrxh2 (2wit). (A) Complejo formado entre HvTrxh2 y la proteina
o—amilasa/inhibidor de subtisilina (BASI). (B) Proteina HvTrxh2, donde se muestra el extremo
N-terminal que abarca 16 de los 28 aminoacidos de NaTrxh. En color magenta se muestra el N-
terminal; en amarillo el nicleo de HvTrxh2; en rojo el sitio activo (WCGPC); y en verde la
proteina BASI.

Un dato importante es que de las 21 secuencias arrojadas por
el comando profile.build() (Tabla 1) de MODELLER (Figura 9), no se
encontré a la secuencia de 2wit como una secuencia de aminoacidos

que se asemejaba a la NaTrxh.

Se procedi6 a modelar a la NaTrxh tomando como molde a la
HvTrxh2 en el programa MODELLER. Antes de modelar con
MODELLER, se le especificd al programa Rosetta-HMMer que hiciera
un archivo en el cual tomara el ndcleo de HvTrxh2 como molde y
utilizara como molde el extremo amino y carboxilo de la NaTrxh_5.
Se hicieron 15 modelos y se seleccion6 el mas apropiado denominado

NaTrxh_7 (Figura 23).

El modelo NaTrxh_7 se minimiz6 con AMBER 95 en Hyperchem,
empleando un esquema progresivo que minimiza las cadenas
laterales con el esqueleto fijo por unos pocos pasos, seguido de otros
pocos pasos con las cadenas laterales fijas y el esqueleto libre. El
proceso se repiti6 hasta reducir el gradiente a 0.25 Kcal/mol AZ.
Finalmente, la estructura se liberé por completo y la minimizacion se

prolongé hasta alcanzar un gradiente de 0.1 Kcal/mol A% (NaTrxh_8)
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(Figura 24), obteniéndose dos hebras beta en la extensiobn amino y

una en el carboxilo terminal.

Figura 23. Modelo NaTrxh_7 obtenido con el MODELLER utilizando como molde para el nucleo a
HvTrxh2 y como molde al extremo amino y carboxilo de NaTrxh_5. En color rosa oscuro se observa el
nucleo de la NaTrxh, en amarillo la region Na, en verde la region NB, en blanco el sitio activo (WCGPC) y
en magenta la secuencia de aminoacidos del carboxilo terminal (138-152 aminoacidos).

Figura 24. Modelo NaTrxh_8 después de la minimizacién con AMBER 95 en HyperChem, el cual
se repitio hasta reducir el gradiente a 0.25 Kcal/mol A?, hasta que se liberd la estructura por
completo y la minimizacién se continudé hasta alcanzar un gradiente de 0.1 Kcal/mol A%
Ademas muestra 3 hebras beta, 2 en el amino y una en el C-terminal. De color rosa oscuro se
observa el nucleo de la NaTrxh, en amarillo la regién Na, en verde la regiéon N, en blanco el
sitio activo (WCGPC) y en magenta la secuencia de aminodcidos del carboxilo terminal (138-
152 aminoacidos).
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NaTrxh_8 se sometié a simulacién de dindmica molecular por 35 ns
para obtener el modelo final. Este modelo se extrajo de la dindmica
eligiendo la estructura mas representativa mediante el algoritmo
g_cluster implementado en GROMACS. Se calific6 a NaTrxh_8 con el
programa Rosetta-HMMer, y dio la secuencia de la NaTrxh con un
valor de E de 3.4x10°® (Figura 25) lo que sugiere fuertemente que el
modelo NaTrxh_8 realmente ocurre en la estructura natural de la

NaTrxh.

hmmsearch - search a sequence database with a profile HMM

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Freely distributed under the GNU General Public License (GPL)

HMM file: thxh 2 01 min a-O.hmm [thxh 2 01 min a-0]

Sequence database: /usr/home/rogelio/xtra/models/nathx/thxh 2/thx2/thx2 a-
0.xids

per-sequence score cutoff: [none]

per-domain score cutoff: [none]

per-sequence Eval cutoff: <= 10

per-domain Eval cutoff: [none]

Query HMM: thxh 2 01 min a-0

Accession: [none]

Description: [none]
[HMM has been calibrated; E-values are empirical estimates]

Scores for complete sequences (score includes all domains):

Sequence Description Score E-value N
gi166096352|gb|AAY42864.1] thioredoxin H [N 4.3 0.0034 1
gil147821566|emb|CAN70031.1] hypothetical pro -20.2 1.1 1
gi133621080|gb|AAQ23133.1] thioredoxin H2 [ -21.7 1.5 1
gil125536296|gb|EAY82784.1 | hypothetical pro -25.7 3.9 1
gil125579022 |gb|EAZ20168.1 | hypothetical pro -25.7 3.9 1
gi[115488174 |ref|NP_001066574.1| 051290281300 [Or -25.7 3.9 1
gil125569177|gb|EAZ10692.1 | hypothetical pro -25.7 3.9 1
gi[168013664 |ref|XP_001759411.1| predicted protei -25.7 4 1
gi|78042550 | ref|NP_001030273.1| glutaredoxin 3 [ -26.1 4.3 1
gil|7767672|gb|AAF69169.1|AC007915 21 F27F5.21 [Arabid -26.3 4.5 1
gi153748519|emb|CAH59452.1 | thioredoxin 3 [P -28.8 8.1 1
gi[30684711|ref|NP_188415.2| ATTDX (TETRATICO -28.8 8.1 1
gi|21536657|gb|AAM60989.1| tetratricoredoxi -28.8 8.1 1
gi[145332619 |ref|NP_001078175.1| ATTDX (TETRATICO -28.8 8.1 1
gil167525094 |ref|XP_001746882.1| predicted protei -29.1 8.7 1

Figura 25. Calificacién de NaTrxh con el programa Rosetta-HMMer. La calificacion dio a la
NaTrxh (gi| 66096352 |gb | AAY42864.1|) como el major modelo para la NaTrxh.
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La estructura final (NaTrxh_9) (Figura 26) se minimizd en
GROMACS para recuperar una estructura de equilibrio, ya que los
intermediarios de la dinamica molecular son estados transitorios, no

completamente relajados.

En la Figura 26 (a y b) se observa que el modelo NaTrxh_9
mantiene expuesta la regiéon NB, ampliando la posibilidad de que sea
un sitio de interacciébn con otra proteina y ademas tiene cambios
importantes en la organizacion del nucleo de la proteina en
comparacion con los modelos hechos anteriormente, asi como una
reestructuracion de los extremos amino y carboxilo. De igual forma,
se vuelven a detectar las tres hebras beta antiparalelas que se
encontraban en el modelo NaTrxh_8; una se encuentra en la region
Na (NB1), la segunda en la regién NB (NB2) y la tercera en el C-
terminal (CB3). En la Figura 26¢c se muestran los puentes de
hidroégeno (color verde limén) y se puede apreciar que las tres hebras
beta estan interaccionando entre ellas (Figura 26¢ y d), estableciendo
que la estabilidad estructural de dichas regiones depende una de la

otra.

Por otro lado, no se presentaron cambios en el nucleo de la Trx
(Figura 26e y f), manteniéndose la lamina beta caracteristica de las
Trx con sus tres hebras betas paralelas (color amarillo) y sus dos
hebras antiparalelas (color rojo); asi como las cuatro hélices alfa

rodeando a la lamina beta (color morado).

Finalmente, después de la dindmica molecular que se le aplicé a la
NaTrxh_8 sélo hubo un reacomodo en el esqueleto de la molécula
aparentemente poco significativo (Figura 27a y b), y en realidad no
se puede discernir entre los modelos NaTrxh_8 (color magenta) y el
NaTrxh_9 (color blanco), ya que las dos formas de las moléculas

pueden estar presentes naturalmente.
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Figura 26. Modelo final y estable de la NaTrxh (NaTrxh_9). (a) NaTrxh_9. (b) Region Nf
expuesta al solvente. (c) Representacion de las 3 hebras beta que dependen una de la otra
para su estabilidad estructural, unidas por puentes de hidrégeno (color verde limén). (d) Otra
representacién de las tres hebras betas antiparalelas. (e) Nucleo de la NaTrxh. En rojo las
hebras antiparalelas y en amarillo las tres betas paralelas. Las hélices alfa (morado) rodean a
las hebras beta. (a-c) En color naranja se observa el nucleo de la NaTrxh, en amarillo la region
Na, en verde la regién NB, en color blanco el sitio activo (WCGPC) y en magenta la secuencia
de aminoacidos del carboxilo terminal (138-152 aminoacidos).
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Figura 25. Continuacion.

Figura 27. Superposicion entre los modelos NaTrxh_8 y NaTrxh_9. (a) No se observa un cambio
significativo en el esqueleto de los dos modelos. En rojo el aminoacido Met:1 y en amarillo el
aminoacido GIn:152. (b) Acercamiento de la region amino terminal donde hay un cambio de
conformaciéon minima en el esqueleto de la molécula. (a-b) En color magenta se muestra a la

NaTrxh_8 vy en blanco a la NaTrxh_9.
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VII. Discusién

VII.1. NaTrxh es una proteina importante en Ia

autoincompatibilidad gametofitica

Muchas angioespermas emplean el sistema de autoincompatibilidad
(Al) para prevenir la autopolinizacion (de Nettancourt, 1977; Haring
et al., 1990). Estudios genéticos establecen que el auto/no-auto
reconocimiento en las especies es controlado por un locus multialélico
(locus S) y la inhibicibn del polen ocurre cuando la misma
especificidad del haplotipo-S es expresado tanto por el polen como
por el pistilo (Franklin-Tong y Franklin, 2003; Takayama e lIsogai,
2005). El locus S incluye al menos dos unidades transcripcionales
organizados. Uno funcionando como determinante femenina y el otro
como determinante masculino (Takayama e Isoagi, 2005). En el caso
especifico de la Al gametofitica la determinante femenina es la S-
RNasa y la masculina es SLF. Por supuesto, en el sistema hay otros
factores estilares no ligados al locus S, conocidos como genes
modificadores, que son necesarios para modular la actividad bioldgica
de la S-RNasa en el rechazo del polen (Anderson y de Winton, 1931;
Mather, 1943; Martin, 1968; Murfett et al., 1996; Tsukamoto et al.,
1999; McClure et al., 2000).

En la busqueda de genes modificadores, en nuestro laboratorio se
aislé un cDNA que condifica la proteina denominada NaTrxh, una Trx
extracelular, cuyos niveles de RNAmM y proteina son mas altos en
especies incompatibles de Nicotiana (Cruz-Garcia, sin publicar).
Ademas, la NaTrxh reduce a la S-RNasa bajo condiciones in vitro
(Juarez-Diaz et al., 2006a). Lo anterior ubica a la NaTrxh como un

gen modificador potencial.

La proteina NaTrxh tiene una extension hacia el N-terminal que no
es peculiar en un gran numero de Trx vegetales y animales. Un

analisis filogenético utilizando el método de neighbor-joining (Kumar
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et al., 2001) indica que es una Trx tipo h del subgrupo Il. Estudios
posteriores demostraron que la secreciéon de la NaTrxh promovida
hacia el citoplasma, depende de un N-terminal (Figura 5) (Juarez-
Diaz et al., 2006a y b). En esta region un motivo denominado Nf
parece ser suficiente para promover la secrecion de NaTrxh (Figura 6)
(Juérez-Diaz, 2006b). Basandose en estos datos, una parte
importante de esta investigacion fue tratar de obtener un modelo
tridimensional de NaTrxh en donde se pudiera observar si la
secuencia de aminoacidos del N-terminal estaba o no expuesta al
solvente, para dilucidar si la NaTrxh es capaz de unirse a alguna
proteina para su posterior secrecion hacia el apoplasto siguiendo
algun mecanismo de los propuestos por Juarez-Diaz (2006b) (Figura
6).

VII.2. Primera estructura tridimensional de Ila NaTrxh

modelada por homologia

Actualmente hay muchas secuencias proteicas, incluyendo la de la
NaTrxh, pero s6lo se han resuelto experimentalmente la estructura
terciaria de unas cuantas (Petsko, 2006). Por ende, las funciones de
estas proteinas deben ser descritas, entendidas y manipuladas a
partir de su estructura tridimensional (Sali y Blundell, 1993; Marti-
Renom et al., 2000; Bino y Sali, 2003). En el caso particular de la
NaTrxh, se conoce un poco de su funcion en las células del tejido de
transmision y con la estructura tridimensional se podria develaralgo
mas acerca de su mecanismo molecular, o incluso sugerir si se puede
unir a cofactores y/o sustratos para su posterior secrecion (Zhang y

Kim, 2003).

Debido a la facilidad que presenta hacer un modelo mediante
predicciones empiricas utilizando un método comparativo que
depende de la relacion de la secuencia con al menos una estructura

protéica que se determine experimentalmente (Sali y Blundell, 1993),
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se decidié proceder por este camino para predecir la estructura

tridimensional de la NaTrxh.

El programa que se escogi6 inicialmente fue MODELLER (Bino y
Sali, 1993). Basicamente es un programa de modelaje por homologia,
que en este caso, so6lo fue necesario buscar el molde, de acuerdo a
ciertos pardmetros y restricciones que tiene el programa, para
modelar a la NaTrxh (Fiser y Sali, 2003; Eswar et al., 2003).

Por medio de comandos incluidos en el MODELLER se buscaron
secuencias homoélogas que tuvieran su estructura tridimensional
resuelta experimentalmente. De la busqueda que se hizo se
obtuvieron 21 secuencias (Figura 14), todas ellas Trx. Las secuencias
eran de humano, una quimera recombinante de humano con E. coli,
hongos, bacterias, parasitos y plantas. Por supuesto, se encontraron
Trx tipo h especificamente del subgrupo | como las de A. thaliana,
Spinaceae loleraceae y P. tremula. Lo ideal hubiera sido escoger
inmediatamente una de las Trx del tipo ,h ya que la NaTrxh es una
Trx tipo h (Juarez-Diaz et al., 2006a); sin embargo, se debia tomar

en cuenta la similitud de la secuencias de las Trx con la NaTrxh.

El programa compard la identidad de secuencia de las Trx que
habian tenido un valor de E igual a cero con la secuencia de NaTrxh,

obteniéndose con un 50% de similitud en su secuencia a 1ti3.

1ti3 es una Trx h del subgrupo | de P. tremula (PtTrxhl)
(Coudevylle et al., 2005), a diferencia de la NaTrxh que es una
proteina del subgrupo Il (Juarez-Diaz et al, 2006a). La PtTrxhl se
encuentra en los tubos cribosos del floema, se sintetiza en las células
acompafantes y se transfiere a través de los plasmodesmos de los
tubos cribosos del floema sin ndcleo (Ishiwatari et al, 1998). Su
region amino terminal es necesaria para la transferencia de célula a
célula. Sin embargo, su sitio activo difiere en la secuencia del clasico
(WCGPC), ya que en lugar de una glicina hay una prolina (WCPPC).

Esta mutacién no genera un cambio conformacional importante, pero
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si le da mayor rigidez a la estructura (Coudevylle et al., 2005). En
cambio, la NaTrxh que se encuentra en el subgrupo Il tiene como
caracteristica principal la presencia de una extensién hacia el amino
terminal (Gelhaye et al, 2004) que en el caso particular, esta
extension y principalmente la region NB, es de suma importancia ya
que contiene la informacion suficiente para dirigir la secrecion de
NaTrxh hacia el citoplasma sin que sea un péptido sefal clasico
(Juérez-Diaz, 2006b). Ademas tiene el sitio activo clasico de las Trx
(WCGPC) (Juarez-Diaz, 2006b). Las diferencias entre ambas Trx se
hicieron notar en el modelo final arrojado por MODELLER, de lo cual
se va a discutir mas adelante. Sin embargo, el hecho de que la
PtTrxhl tenga una extension hacia el amino terminal fue

determinante para escogerla como proteina molde.

Una vez que se alined a la NaTrxh con PtTrxhl, se le solicito a
MODELLER la construccion de 5 modelos. Después se evaluaron y se
observo que el modelo NaTrxh_1d (Figura 12d) era el mas optimo de
los modelos, no obstante, no tenia una estructura en las regiones
amino y carboxilo terminal, aunque presentd el nudcleo clasico de las

Trx (Holmgren, 1985; Powis y Montfort, 2001).

En el modelo NaTrxh_1d se encontré6 un nudo formado entre los
aminoacidos lisina, glutamina, glicina, lisina y acido glutamico (111-
115) y los del carboxilo terminal (138-144). En general hay fallas en
el modelaje que incluyen errores dentro de la cadena de
empagquetamiento, distorsiones y cambios en los segmentos del
nudcleo que no siempre se pueden arreglar (Pieper et al., 2002). En
este caso hubo la posibilidad de deshacer manualmente el nudo por
medio del programa Swiss PDB Viewer (Guex y Peitsch, 1997),
empleando un algoritmo asociado al mapa de Ramachandran, que
permiti6 tomar y modificar un punto en la grafica donde se
encontraban los aminoacidos que formaban el nudo al final del

carboxilo terminal, deshaciendo el nudo manualmente.
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Por supuesto cabia la posibilidad de que el nucleo de la Trx se viese
afectado incluyendo la region N-terminal, por lo que fue necesario
hacer una superposicion entre la NaTrxh con el nudo (NaTrxh_1d) y
la NaTrxh sin el nudo (NaTrxh_2). En la figura 15a se muestra
claramente que no hay un cambio en la estructura, lo cual implicé
que el haber deshecho manualmente el nudo no afecté al nucleo.
Incluso la regién N-terminal se superpone perfectamente en los dos

modelos.

La region de interés en modelar (NHz"-terminal) no tenia una
estructura definida en la NaTrxh_2, por lo que fue necesario mejorar
esa region sometiendo al modelo NaTrxh_2 a simulaciones de
dinamica molecular. Primero se aplicO un recocimiento simulado
(Nilges et al., 1988) en condiciones de vacio para obtener a la
NaTrxh_3 (Figura 16). Superponiendo a la NaTrxh_3 con la NaTrxh_2
(Figura 17a-b) se observa que hay un reacomodo de los aminoacidos
en general, incluyendo las regiones del amino y del carboxilo pero no
presentan una estructura secundaria. Ademas ya no hay una similitud
entre el nucleo de la proteina molde (PtTrxhl) y la de la NaTrxh_3
(Figura 17c-d). Esto puede ser debido a que la identidad de secuencia
entre NaTrxh y PtTrxh1l desde el inicio s6lo fue del 50%, lo que indica
que hubo un reacomodo en los aminoacidos después de la simulacion

de dindmica molecular.

Debido a la simulacién poco realista (condiciones de vacio) a la que
fue sometida NaTrxh_3, se prosiguié a aplicar una simulacion mas
larga en medio acuoso con NaCl. Para la simulacion se utilizé el
programa GROMACS 3.3, usando un campo de fuerzas GROMAS 53a6
y los modelos de solvente SPC216, dando como resultado un estado
mas compacto del modelo en los extremo amino y carboxilo,
principalmente (NaTrxh_5) (Figura 18) que comparada con PtTrxhl

se observan estos cambios de la region N-terminal, cambiando
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también la semejanza entre los dos nucleos de las Trx (Figura 19c y
d).

VII.3. Otras estructuras predichas por servidores basadas en

modelaje comparativo

Aunque NaTrxh_5 fue el modelo mas estable que se tenia hasta
ese momento, se generaron otros modelos utilizando otros
servidores. En el presente trabajo s6lo se muestran los resultados del
servidor SAM-T0O6 (Figura 20); el cual mostré6 que la regibn amino
terminal se encontraba expuesta. Sin embargo, al momento de
hacerle una simulacion de dinamica molecular para analizar su
estabilidad, la estructura creada por SAM-TO6 para la region amino y
carboxilo se deshizo. Desafortunadamente, ocurriéo lo mismo para el

resto de los modelos predichos con I-tasser y HMMSTer-Rosetta.

VII.4. Un modelo estable para la NaTrxh

Uno de los principales problemas a los cuales se enfrenta el
modelaje tridimensional de una proteina es saber qué tan confiable es
el modelo obtenido. En la actualidad hay muchos programas que son
capaces de predecir la estructura; pero los parametros que utilizan
cada uno difieren entre ellos, por lo que es necesario calificar dichos

modelos.

En nuestro caso utilizamos el programa Rosetta-HMMer para
calificar el modelo NaTrxh_5 (Figura 18), que era el modelo mas
estable que se tenia hasta ese momento. Sin embargo, Rosetta-
HMMer indic6é que la NaTrxh no se parecia a ninguna Trx. A su vez, se
sometié de nuevo la secuencia de NaTrxh en busqueda de una
proteina que estuviera relacionada con la proteina de interés y
ademas que su estructura estuviera resuelta experimentalmente.

HvTrxh2 fue la Trx que Rosetta-HMMer encontré con la mayor
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similitud con la NaTrxh. Cuando se hizo el alineamiento con el
programa Clustal X (Higgins et al., 1988; Higgins et al., 1989;
Thompson et al., 1997), se obtuvo una similitud del 51%, un
porcentaje mayor que aquel que tenia con la PtTrxh. Ademas, la
HvTrxh2 tiene una extension hacia el amino terminal que abarca 16
de los 28 aminoéacidos que conforman el N-terminal de NaTrxh y 11
aminoacidos mas que PtTrxh en dicha regién. Esto fue un punto muy
favorable para considerar volver a modelar a la NaTrxh pero ahora

tomando como molde a HvTrxh2.

El modelaje de la NaTrxh con la nueva secuencia consistido en
tomar a la HvTrxh2 como molde unicamente para el ndcleo, es decir,
que solo considerara las 5 hebras beta y las cuatro alfa hélices
(Holmgren, 1985) y los extremos amino y carboxilos del modelo
NaTrxh_5 (Figura 18). Se model6é con MODELLER y se obtuvieron 15
modelos, de los cuales al ser evaluados se seleccion6 al mas

adecuado, denominandolo NaTrxh_7 (Figura 23).

NaTrxh_7, se minimiz6 con AMBER 95 en HyperChem
empleando un esquema progresivo. Este esquema se repitio hasta
alcanzar un gradiente tal que se obtuviera el modelo NaTrxh_8
(Figura 24), en donde se obtuvo una estructura de tres hebras beta
antiparalelas al final de los extremos amino y carboxilo de la
secuencia, las cuales, siguieron presentandose al final de una

simulacion de dinamica molecular de 35 ns (NaTrxh_9)(Figura 26).

El modelo de NaTrxh_9 muestra la regién NB expuesta al
solvente que podria ser un sitio de unién proteina-proteina. Ademas
mantiene la estructura clasica de las Trx, es decir, presenta los
elementos estructurales secundarios que incluyen mas del 75% de los
residuos aminoacidicos de la NaTrxh_9, que son 5 hebras beta, tres
paralelas y dos antiparalelas que forman una region hidrofébica
rodeada de cuatro hélices alfa sobre la superficie externa de la

NaTrxh_9 (Figura 26e y f).
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A su vez, los residuos de aminoéacidos de los extremos amino y
carboxilo influyeron a la formacion de las tres hebras beta. La hebra
de la region No (NB1) conformada de los aminoacidos 7 al 13 (Ser-
Leu-Leu-Gly-Gly-Gly) es la primera en aparecer durante Ila
minimizacion con AMBER 95 para la obtencion del modelo NaTrxh_8.
Esto pudo deberse a que la Ser y Leu que conforman la NB1 tienen
predileccion por la conformacion de hebra beta, en cambio la Gly
preferencialmente la tiene a la formaciéon de un asa, seguida de una

hebra beta (Petsko y Ringe, 2004).

La formacién de la NB2 conformada por los aminoacidos 17 al
21 (Ala-Glu-Ala-Glu-Ser) configura prioritariamente una hebra beta.
En cambio los aminoacidos de la CB3 (140-143; Lys-Phe-Ala)
modelan preferencialmente hélices alfa (Lys y Ala) (Petsko y Ringe,
2004). Sin embargo, la presencia de los dos puentes de hidrégeno
entre los aminoacidos leucina 9 (Leu9) de la NB1 y la alanina 141
(Alal41) de la CB3, pudieron haber influido en la formacién de la
hebra beta CB3 (Figura 26c¢). Cabe destacar que los dos puentes de
hidrégeno que se presentaron entre la Leu9 y la Alal41l, se formaron
entre el oxigeno de la Leu9 (Leu9:0) y el hidrégeno de la Ala 141
(Alal41:H), y el segundo entre el hidrégeno de la Leu9 (Leu9:H) y el
oxigeno de la Alal41l (Alal41:0) (Figura 26c).

Posteriormente se hizo la superporsicion entre los modelos
NaTrxh_8 y NaTrxh_9 (Figura 27). El esqueleto de la NaTrxh en los
dos modelos se conserva con cambios poco significativos, lo que
indica que ambos modelos pueden presentarse biolégicamente y mas
aun, da lugar a inferir que el modelo final que se presenta en este
trabajo es muy confiable. Ademas, la propuesta de una estructura
que no se ha reportado en las extensiones amino y carboxilo de una

Trx de plantas.
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VIII. Conclusién

De todas las estructuras obtenidas por modelaje comparativo de la
proteina NaTrxh, la mas estable podria ser NaTrxh_9, sin descartar la
posibilidad de que la conformacién de la NaTrxh_8 también pudiese
estar presente biol6gicamente. Después de haber sido sometido a
diferentes dinamicas moleculares y calificaciones con el programa
Rosetta-HMMer, se obtuvo un modelo estable de tres hebras beta:
una en la region No, la segunda en la region NB, que también tiene
una region expuesta al soluto, y la tercera en el extremo carboxilo
terminal. Las hebras antiparalelas se encuentran interaccionando
entre ellas y por ende, estabilizando la estructura. La lamina beta
formada entre las extensiones amino y carboxilo terminal de la
NaTrxh_9, es una estructura que no ha sido reportada hasta la fecha
en una Trx de plantas.

Se concluye entonces que la regiobn amino terminal,
especificamente la region NB, se encuentra expuesta al solvente, por
lo que la NaTrxh puede estar interaccionando en esta zona con

alguna proteina que promueva su secrecion hacia el apoplasto.
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