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Resumen

RESUMEN
Los nucledtidos trifosfato son las bases estructurales de los acidos nucleicos, por lo que
son esenciales para la replicacion del genoma, reparacion del ADN, y sintesis de ARN.
Las dos principales rutas para la sintesis de nucleétidos son la ruta de novo y la de
salvamento. Las enzimas de la sintesis de novo construyen los nucleétidos de purina y
pirimidina a partir simples moléculas como CO,, amino4cidos y tetrahidrofolato. En las
rutas de salvamento se reutilizan los nucleétidos y las bases libres, producto de la
degradacion de ADN, ARN y nuclettidos monofosfato. Mientras que la ruta de novo se
lleva a cabo en los plastidios, la ruta de salvamento puede ocurrir en mas de un
compartimiento celular. Se ha sugerido que las enzimas de las vias de salvamento
pueden tener una funcidbn en el establecimiento de los niveles de las pozas de
nucleétidos, mediante su participacion en ciclos futiles que regulen el flujo de
desoxirribonucleodsidos hacia dentro y fuera de la célula. La desoxitimidina cinasa (TK) es
una enzima de la ruta de salvamento de nucleétidos de pirimidina la cual cataliza la
fosforilacion de d-timidina para formar dTMP en presencia de ATP y el cation divalente
Mg?*. La TK1 humana es una proteina de 234 aminoécidos y tiene un peso molecular de
25.5 kDa. En células de mamiferos se ha observado una correlacién entre la actividad de
la TK y el estado de proliferacion, pues la actividad enzimética se incrementa durante la
fase S, cuando ocurre la sintesis de ADN. En apices de los ejes embrionarios de maiz, la
actividad de TK incrementa durante la germinacién de manera paralela a la sintesis de
ADN. Sin embargo, no hay una asociacion entre la actividad enzimatica y los niveles de
proteina lo que sugiere que esta enzima se encuentra regulada a nivel post-traduccional.
Un tipo de regulacion que se ha observado en esta enzima de otras especies es por
oligomerizacién, ya que aumenta la afinidad por la timidina y la actividad cuando se
encuentra como tetrdmero. Con el objetivo de estudiar si este tipo de regulacién ocurre,
se debe contar con una preparacion pura de la enzima. En este trabajo se reportan los
resultados de la seleccion del tejido de la planta como fuente de enzima y la aplicacion de
distintos pasos de purificacién. Para purificar la TK de maiz, se utilizaron diferentes
métodos incluyendo precipitacion con (NH4)>SO,, dialisis, cromatografia de exclusion
molecular, cromatografia de intercambio aniénico y cromatografia de afinidad. Se logr6 un
enriguecimiento de la enzima aplicando cromatografia de exclusibn molecular y
cromatografia de afinidad lo que puede sentar las bases para elaborar un esquema de

purificacién integro de la enzima de plantas.



Introduccion

INTRODUCCION

1. Biosintesis de Nucledtidos.

Los nucledtidos son los precursores activados de los acidos nucleicos. Como tales,
son necesarios para la replicacion del genoma, la reparacion del material genético y la
transcripciéon de la informacion genética en RNA. La célula requiere de una poza
balanceada de cuatro desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTPs) para la adecuada
replicacion y reparacion del DNA (Reichard, 1998). Los nucleétidos estan conformados
de una base nitrogenada, una pentosa y uno, dos o tres grupos fosfato. Las bases que
contienen nitrégeno pertenecen a dos familias de compuestos: las purinas y las
pirimidinas; la purina puede considerarse como un derivado de la pirimidina; esta

constituida por un anillo de pirimidina y otro de imidazol condensados. (Fig.1).
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Figura 1. Estructura quimica de los nucleétidos. A) Estructuras quimicas de las pentosas: Ribosa y

Desoxirribosa. B) Estructura quimica de las bases: Purinas y Pirimidinas, C) Estructura quimica de
nucledtidos de adenosina 5'- trifosfato (Stryer, 2002).
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Introduccion

La desoxirribosa es el azucar del &cido desoxirribonucleico (DNA). El prefijo desoxi- indica
la ausencia del 4tomo de oxigeno en C2’, que si esté presente en la ribosa (el azlcar de
acido ribonucleico o RNA). El grupo 3’-hidroxilo (3'-OH) del componente de azlcar de un
nucleétido se esterifica a un grupo fosfato unido al grupo 5’-hidroxilo del azucar
adyacente, formando un enlace fosfodiéster. (Fig. 2). La cadena de azucares unidos por

puentes fosfodiéster es conocida como eje del &cido nucleico.
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Figura 2. Ejes del DNA y RNA. Los ejes de estos &cidos estan formados por uniones fosfodiéster de 3’ a
5" (Stryer, 2002).

Mientras que el eje es constante tanto en el DNA como en el RNA, las bases varian de un
monomero al siguiente. Dos de las bases son derivados de la purina —adenina (A) y
guanina (G)- y dos de la pirimidina —citosina (C) y timina (T, s6lo en el DNA) o uracilo (U,
s6lo en RNA).

Cada puente fosfodiéster contiene una carga negativa. Esta carga negativa repele
especies nucleofilicas como el i6n hidréxido y como consecuencia, los enlaces
fosfodiéster son mucho menos susceptibles a un ataque hidrolitico que otros ésteres
como los del &cido carboxilico. Esta propiedad es fundamental para mantener la
integridad de la informacion que est4 almacenada en los &cidos nucleicos. La ausencia en
el DNA del grupo 2’-hidroxilo aumenta alun mas su resistencia a la hidrolisis. Esta
estabilidad mayor del DNA es probablemente la razén por la que su funcién como material
hereditario, ha perdurado en todas las células modernas y en muchos virus.

Una unidad consistente en una base unida a un azucar se denomina nucledsido. Las
cuatro unidades de nucledsido del RNA se llaman adenosina, guanosina, citidina y

uridina, mientras que las del DNA se llaman desoxiadenosina, desoxiguanosina,
9



Introduccion

desoxicitidina y desoxitimidina. En cada caso, el N-9 de una purina o el N-1 de una
pirimidina se une al C-1’ de la pentosa. La base descansa por encima del plano del aztcar
cuando se escribe la estructura en la orientacion estandar; es decir, la configuracion del

enlace N-glucosidico es B (Stryer, 2002).

: (N
Enlace B- glicossyl'dico

;"9 4\___)(

HOQ OH
Figura 3. Enlace - glicosidico en un nucledsido (Stryer, 2002) .

Cuando un nucleésido es fosforilado, se obtiene un nucleoétido. El sitio de esterificacion

mas comun en nucleétidos que se dan de forma natural es el grupo hidroxilo unido al C-5’

del azicar.
]
HOCH, H
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MH, ' .
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N {Adenosina)
HOCH
H
H _ Adenssing
o Besoxiodenasing

NH,

Mucled Tido

(Adenosina

Pl {7} —ocH
Di- @ @
Tri- (BHE)
fosfato)
Figura 4. Estructura del nucle6tido de adenosina. Se muestran sus componentes que son la base purina,

la pentosa que forman un nucledésido que es trifosforilado para generar un nucle6tido (Ledn, 2005).

Un compuesto formado por la union de un grupo fosfato al C-5’ de un azucar se llama
nucleésido 5’-fosfato o 5-nucledtido. Las cuatro unidades nucleotidicas del DNA se
denominan desoxiadenilato, desoxiguanilato, desoxicitidilato y desoxitimidilato (Stryer,
2002).
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2. Biosintesis de Precursores.

Las rutas para la sintesis de nucleétidos en células de plantas son similares a las
encontradas en animales y otros microorganismos. Esta conclusién esta basada
primordialmente en resultados de estudios realizados usando trazadores radioactivos in
vivo, inhibidores especificos de la sintesis de nucleétidos y en los analisis de parametros
cinéticos de enzimas purificadas involucradas en la sintesis de nucle6tidos de purina y
pirimidina.

Las dos principales rutas para la sintesis de nucleétidos son: la ruta de novo y la de
salvamento. Las enzimas de la sintesis de novo construyen los nucleotidos de purina y
pirimidina a partir simples moléculas como CO,, aminoacidos y tetrahidrofolato. La ruta de
sintesis de nucleoétidos tiene un alto requerimiento de energia comparado con la ruta de
salvamento. Por ejemplo, cinco de las doce reacciones en la sintesis de novo de purinas
requieren de la hidrélisis de ATP o GTP, mientras que s6lo una reaccion en la via de
salvamento requiere de ATP. Las enzimas de ambas rutas biosintéticas son clasificadas
como enzimas “housekeeping” o de mantenimiento debido a que son esenciales para la
actividad celular y se encuentran presentes de forma constitutiva en la célula aunque a
bajos niveles (Moffatt, 2002).

Las purinas y pirimidinas comparten varios precursores importantes en las vias de sintesis
de novo como es el fosforribosil pirofosfato (PRPP) (Fig. 5) que se sintetiza a partir de la
ribosa 5-fosfato derivada de la via de las pentosas fosfato, en una reaccion catalizada por
la ribosa fosfato fosfocinasa (PRPP sintetasa).

Este compuesto resulta importante para la sintesis de ambos tipos de bases; y en este
caso la estructura de la ribosa se mantiene en el nucleétido sintetizado (Lehninger,2000).
Mientras que la ruta de novo se lleva a cabo en los plastidios, la ruta de salvamento

puede ocurrir en mas de un compartimiento celular (Moffatt, 2002).

11
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Ruta de las
Pentosas-fosfato

5-fosforribosil
1-pirofosfato
(PRPP)

NUCLEOSIDOS NUCLEOSIDOS
DE PURINAS DE PIRIMIDINAS

Figura 5. El fosforribosil-pirofosfato, molécula clave en el metabolismo de nucledtidos se sintetiza a partir
de la ribosa 5-fosfato (Leén, 2005).

2.1. Biosintesis de novo de nucleétidos de purina.

La sintesis de novo conlleva a la sintesis de nucle6tidos purinicos precursores de los
acidos nucleicos que son la adenosina 5’-monofosfato (AMP; adenilato) y la guanosina 5'-
monofosfato (GMP; guanilato) que contienen las bases puricas adenina y guanina
(Lehninger, 2000) . En el primer paso comprometido de la via, un grupo amino
proporcionado por la glutamina se une al C-1 del PRPP, una forma activada de la ribosa
gue acepta bases de nucleétidos. (Figura 6). EI PRPP es usado tanto para la sintesis de
novo como para la via de salvamento de nucle6tidos de purina y pirimidina, también para
sintesis de NAD, histidina y triptofano. Dentro de la naturaleza esencial del PRPP, todos
los organismos de vida libre contienen al menos un gen que codifica para la PRPP
sintetasa (PRS; EC 2.7.6.1).

12
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Figura 6. Biosintesis de novo de nucleétidos de pur ina en plantas. Las enzimas que se muestran son:
amidofosforribosiltransferasa,(2) GAR sintetasa, (3) GAR formiltransferasa, (4) FGAM sintetasa, (5) AIR
sintetasa, (6) AIR carboxilasa, (7) SAICAR sintetasa, (8) adenilosuccinato liasa, (9) AICAR
formiltransferasa, (10) IMP ciclohidrolasa, (11) SAMP sintetasa, (12) adenilosuccinasa, (13) IMP
deshidrogenasa, (14) GMP sintetasa.

En células animales la glutamina-PRPP amidotransferasa o PRPP amidotransferasa
(Atasa o PRAT; EC 2.4.2.14), cataliza la primera reaccion en la sintesis de novo de
nucleétidos de purina y es sensible a la regulacion por retroalimentacién por
ribonucledtidos de purina producidos en la via de salvamento. La inhibicion de la Atasa
(PRPP) en cultivos de fibroblastos regulan no soélo la sintesis de novo de nucleétidos de
purina sino también la sintesis de DNA y proteinas y por lo tanto el crecimiento celular. Se
tienen reportes en plantas en donde la Atasa es sensible a la regulacion por
retroalimentacion, aunque este metabolismo no ha sido examinado completamente.

Los proximos 9 pasos en la biosintesis de nucleétidos de purina llevan a la sintesis de
IMP, la conversion de IMP a XMP es un paso limitante en la sintesis de novo de
nucleétidos de guanina y son catalizados por la IMP deshidrogenasa (IMPDH o PUR13;
EC 1.1.1.205) (Moffatt, 2002).

13
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Son tres mecanismos principales de retroalimentacién que cooperan en la regulaciéon de
la velocidad global de sintesis de novo de los nucleétidos purinicos y de la velocidad
relativa de formacion de los dos productos finales, adenilato y guanilato.

El primero de estos mecanismos de control se ejerce sobre la primera reaccion especifica
de la sintesis de purinas, la transferencia de un grupo amino al PRPP para formar la 5-
fosforribosilamina. Esta reaccion esta catalizada por la enzima alostérica glutamina-PRPP
amidotransferasa, que es inhibida por los productos finales IMP, AMP y GMP. Estos
ultimos nucledtidos también inhiben la sintesis de PRPP a partir de ribosa fosfato,
catalizada por la ribosa fosfato pirofosfocinasa. El AMP y el GMP actian de manera
sinérgica en esta inhibicion concertada. Asi pues, siempre que el AMP o el GMP se
acumulan en exceso, el primer paso de su biosintesis a partir de PRPP se inhibe
parcialmente.

En el segundo mecanismo de control, que se ejerce mas adelante, un exceso de GMP en
la célula inhibe la formacion de xantilato a partir de inosinato, catalizada por la IMP
deshidrogenasa, sin afectar a la formacion de AMP. Por el contrario, una acumulacion de
adenilato inhibe la formacién de adenilosuccinato por la adenilosuccinato sintetasa, sin
afectar a la sintesis de GMP. En el tercer mecanismo, el GTP es necesario para la
conversion de IMP en GMP, un control reciproco que tiende a equilibrar la sintesis de los

dos ribonucleoétidos (Lehninger, 2000).

14



Introduccion

2.2. Via de Salvamento de nucledétidos de Purina.

La via de salvamento interconvierte bases de purina, nucleésidos y nucleétidos liberados
como producto del metabolismo celular o del catabolismo de acidos nucleicos. Esta
estrategia de sintesis de nucledtidos de purina es energéticamente favorable para la
célula ya que s6lo una de las reacciones que se llevan a cabo requiere ATP (fosforilacién

de nucledsidos a nucle6tidos).
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:)R[J]} BE‘,-l

Figura 7. Reacciones involucradas en la via de salv  amento de nucleétidos de purina.  Las enzimas que
se muestran son: (1) Adenina fosforibosiltransferasa, (2) Adenosina fosforilasa, (3) Adenosina cinasa,(4)
Adenosina fosforilasa, (5) Nucledsido nucleosidasa, (6) Inosina-Guanosina fosforilasa, (7) Inosina-
guanosina cinasa, (8) Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (Moffatt, 2002).

Una de las vias primarias de recuperacion consiste en la reaccién catalizada por la
adenosina fosforribosiltransferasa, en la que la adenina libre reacciona con el PRPP para
generar el correspondiente nucleétido de adenina:

Adenina+ PRPP —— >  AMP + PP;

La guanina libre y la hipoxantina (el producto de desaminacion de la adenina) se

recuperan de la misma forma por la hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa.
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3. Biosintesis de novo de nucle6tidos de pirimidina

La sintesis de novo de nucleétidos de pirimidina también es conocida como la ruta del
orotato y usualmente se define como la formacién de UMP a partir de carbamil fosfato.
Aunque la secuencia de eventos de biosintesis de nucledtidos de pirimidina es
esencialmente la misma en animales y microorganismos, en plantas la organizacion, el
mecanismo de control y la localizacion subcelular de estas enzimas a través de esta ruta
es diferente. La via del orotato consiste de seis reacciones (Figura 2). La reaccion inicial
es catalizada por la carbamoil fosfato sintetasa (CPS) para formar carbamoil fosfato por
combinacion con el carbonato, ATP y el grupo amino de la glutamina. Tres reacciones
adicionales son necesarias para formar el anillo de pirimidina que se une al C-1 del PRPP
para formar el orotato de pirimidina. Esta reaccion es catalizada por la orotato fosforribosil
transferasa que descarboxila al sustrato para formar UMP, el primer nucleétido de
pirimidina. EI UMP es subsecuentemente fosforilado a UDP y UTP. La transferencia del

grupo amino de la glutamina al UTP por la CTP sintetasa conlleva a la sintesis de CTP.

HCO;,
2ATP Glutamina NH,
@ .
2ADP + Pi Glutamato HN T cTP
Carbamil-P e
Aspartato I
v PPP-Ribosa
Pi
Carbamilaspartato
gH‘f Glutamato ADP + Pi
@3
H,O* 9
Dihidrooratato Glutamina ATP
NAD*
“ UTP
NADH + H* A
z 8
. 'T'/C\ cH )
O=C._ _C-COO UDP
y N
Orotato
PRPP @
® co o4
PPI ﬁ HN/C\CH
OMP A\ > o:(lj (|£H UMP
6 N
PPP-Ribosa

Figura 8. Sintesis de nucleétidos de pirimidinas en plantas. Las enzimas que se muestran son: (1)
Carbamoil fosfato sintetasa,(2) Aspartato transcarbamilasa,(3) Dihidrooratasa,(4) Dihidrooratato
deshidrogenasa, (5) UMP sintasa, (6) Oritidina-5’-fosfato descarboxilasa, (7) UMP cinasa,(8) Nucledsido
difosfato cinasa, (9) CTP sintetasa (Moffatt, 2002).
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3.1. Via de Salvamento de nucleétidos de Pirimidina

Ademas de la sintesis de novo de nucle6tidos, en todos los organismos existen rutas de
salvamento que reutilizan los nucledtidos y las bases libres, producto de la degradacion
de ADN, ARN y nucleétidos monofosfato. A diferencia de la semejanza reportada entre las
rutas biosintéticas de purinas y pirimidinas entre plantas y animales, las rutas de
salvamento son mas diversas entre estos organismos (Sugiura y Takeda, 2000).

Dado que la sintesis de novo de nucledtidos de pirimidina consume precursores de alta
energia en forma de ATP y GTP, se ha propuesto que las células de plantas reutilizan las
bases de pirimidina y nucleésidos derivados de nucleétidos previamente formados para
reciclarlos a nucledtidos trifosfato (Moffatt, 2002).

PRPP PP
\ 1
\ [1.-'-,/

Ribosa-1-P  p; ATP ADP

| oy A\
_ NG . @ _
Uracilo ~ - Uridina = UMP
¥ A PV IRN
Ribosa MNMR ™R
NH: - | (7

ATP ADP
i . .
t\‘m:‘S:I_//J

Citidina - CMP
.'/ 4 \_1'

MM R NER
ATP AP

Deoxicitidina S dCMP

Timidina oo dTMP

Figura 9. Salvamento de nucleétidos de pirimidina y vias relacionadas en plantas. Las enzimas que se
muestran son: (1) Uracilo fosforibosil transferasa, (2) Uridina fosforilasa, (3) Uridina cinasa, (4) Nucledsido
fosfotransferasa, (5) Deoxicitidina cinasa, (6) Timidina cinasa, (7) Citidina deaminasa, (8) Uridina
nucleosidasa (Moffett, 2002).

La ruta de salvamento de nucledtidos se clasifica en dos categorias:

(a) Reacciones de un paso catalizadas por la fosforibosiltransferasa. En este tipo de

reacciones el PRPP proporciona a la base tanto el azicar como el grupo fosfato.

Base + PRPP > Ribonucleétido + Pi
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Esta reaccion es reversible en presencia de pirofosfatasa, la cual se encuentra en los

plastidios pero no en el citosol de células de plantas.

(b) Reacciones de dos pasos catalizadas por una enzima nucledsido fosforilasa o una
nucleésido cinasa respectivamente. En este tipo de reacciones primero se incorpora
el azlcar y posteriormente el ATP es el donador del grupo fosfato, ambos necesarios
para la sintesis del nucleétido (Sugiura y Takeda, 2000) .

1) Reaccion catalizada por la nucleosido fosforilasa (reaccion reversible):

Base + (desoxi)Ribosa 1-P "¢ > (desoxi)Nucledsido + Pi

2) Reaccion catalizada por la nucledsido cinasa (reaccion irreversible:

(desoxi)Nucleosido + ATP ¢ > (desoxi)Nucleétido + ADP

Nucledsidos INucledtidos de pirimidinas

e // ““____““""_“m\".L{:_E};s_cEij

—+ Citidina “Nucleatidasas Citidina |
| o Desoxi- i
i Uridina Timidina |
T Tl Nudleosidasa T T T T T T T T T T T B
\ o ATE‘\
Liridina HMN Jj
= — Timidina
quinasa
ST O )\N quinasa
H
Uracilo dTME
f"ATP‘\I
PRPP Firimiding S
De
fostorribosil cﬁfc?.:;
transferasa guinasa
l r
CMP  UMP UMP dCMP

Figura 10. Recuperacion de nucleétidos de pirimidin a (UC J. Leon, 2005).

Se ha sugerido que las enzimas de las vias de salvamento pueden tener una funciéon en el
establecimiento de los niveles de las pozas de nucle6tidos, mediante su participacion en
ciclos futiles que regulen el flujo de desoxiribonucledsidos hacia dentro y fuera de la célula
(Reichard, 1998). Actualmente, no existe evidencia que asegure que ambos tipos de

reacciones ocurren in vivo en todos los organismos (Sugiura y Takeda, 2000).

18



Introduccion

4. Funcion de la Timidina cinasa en la ruta de salv  amento de nucleo6tidos.

La desoxitimidina cinasa (dThd cinasa; ATP-timidina 5'-fosfotransferasa, EC 2.7.1.21) es
una enzima de la ruta de salvamento de nucleétidos de pirimidina la cual cataliza la
fosforilacion de dThd para formar dTMP en presencia de ATP y un cation divalente como
el Mg® (Lee y Cheng, 1976). En células de eucariontes existen 2 isoenzimas: TK1 y
TK2, con distinta localizacion celular. La TK1 es citosélica y sus niveles y actividad
incrementan significativamente en células durante la transicion de G1 a la fase S. En
cambio, la TK2 se localiza en la mitocondria y sus niveles de expresion son bajos ademas
de gue su regulacién no depende del ciclo celular (Chang et al., 1998).

La TK1 humana es una proteina de 234 aminoacidos y tiene un peso molecular de 25.5
kDa y forma un homodimero con baja afinidad por la timidina (Km 15-30uM) pero sufre
una transicion dependiente de ATP para formar un homotetrdmero de alta afinidad (Km
0.5-0.7 uM para dThd) (Markus et al., 2006).

La secuencia de aminoacidos de esta enzima (TK1) en células de mamiferos es conocida
y se muestra considerablemente similar a la de otras especies. Aunque es interesante
hacer notar que la regién del carboxilo terminal muestra una gran diferencia entre las
diferentes especies. Esta parte de la molécula no juega un papel importante en la
actividad de la enzima, sin embargo, si es de gran importancia en la regulacion de la
estabilidad de la proteina (Wintersberger, 1997).

La expresion de la TK citopladsmica es altamente regulada a través del ciclo celular. Su
actividad es muy baja en células en estado quiescente, pero se incrementa en la
transicion de la fase G1/S. También se han reportado niveles méximos en el comienzo de
la fase S que posteriormente decae en la fase G2 y M exhibiendo bajos niveles de TK
(Wintersberger, 1997).

5. Actividad de la Timidina cinasa.

En células de mamiferos se ha observado una correlacion entre la actividad de la timidina
cinasa y el estado de proliferacion, pues la actividad enzimatica se incrementa durante la
fase S, cuando ocurre la sintesis de DNA. Varias investigaciones han mostrado que los
cambios en el mMRNA de TK1 durante el ciclo celular son insuficientes para poder explicar
las fluctuaciones pronunciadas en la actividad de la enzima. Esto indica que las
modificaciones a nivel traduccional y postraduccional son predominantes en la actividad

de la timidina cinasa durante el ciclo celular. Recientemente se ha demostrado que los
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residuos de aminoacidos cercanos al C-terminal son responsables de la degradacion de la
TK1 en la transicion de la fase G2/M y que las mutaciones en esta parte del gene

permiten la expresién en las células en fase GO (Sherley y Kelly, 1998).

6. Regulacion de la Timidina cinasa.

La expresion de la TK1 es regulada durante la transicion de G1/S a través de un
incremento a nivel transcripcional y traduccional, ya en la fase de mitosis esta proteina es
degradada, pues ya no se requiere su presencia para la sintesis de DNA pues ésta se ha
completado. Durante la fase S la expresién de esta enzima es necesaria para suplir los
dTTP necesarios para la sintesis de DNA vy la regulaciéon de ésta es importante una vez
completada la sintesis de DNA pues ya no se requieren dTTP ya que se ha entrado en la
fase G2/M (Li et al., 2004).

Los niveles de proteina y actividad para TK no se detectan con facilidad en células
terminalmente diferenciadas. Sin embargo, en células en proliferaciébn esta enzima se
encuentra altamente expresada y con altos niveles de actividad cuando las células se
encuentran en la transicion G1/S. El incremento en la expresion de TK es mediada por
mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales. La transcripcion es regulada por
un complejo proteinico especifico en el cual se encuentra involucrado el factor E2F. Al
parecer, la expresion de mRNA es dependiente de eventos especificos de crecimiento a
diferentes niveles post-transcripcionales. Se ha demostrado que la expresion de TK
humana en células quiescentes es regulada a nivel post-transcripcional, en este
mecanismo de regulaciébn se encuentra involucrado el extremo carboxilo terminal.
También se ha demostrado que existen bajos niveles de la proteina TK durante la fase G1
del ciclo celular y durante la diferenciacion, estos resultados muestran que existe
represion en la sintesis de la proteina TK. Al parecer esta reduccién en la expresion de TK
se debe a la degradacion ocurrida durante la mitosis. La region del C-terminal del
polipéptido de TK1 es determinante para su estabilidad, en células en diferentes estados
de crecimiento se ha observado una degradacién dependiente del ciclo celular
involucrado en la regulacién de la expresion de TK1 (Chang et al.,, 1998). Se ha
demostrado previamente la inhibicion por retroalimentacion de TK ocasionada por la
union de dTTP a la TK. Esta union puede producir un cambio conformacional en la
proteina influenciando su degradacion (Sutterluety, 1997). Recientemente se ha
encontrado un discreto decremento en la eficiencia de la traduccién con una drastica

reduccion en la estabilidad de la enzima esto se ve reflejado en los bajos niveles de TK en
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células quiescentes. Otros mecanismos, incluyendo la transcripcién, el procesamiento de
RNA, la traduccion y la estabiidad de la enzima, asi como modificaciones
postraduccionales por fosforilacion, aseguran que los niveles enzimaticos de TK son bajos
en las células durante la transicion G1/S del ciclo celular. Esta enzima se expresa en
niveles muy bajos, en células en fase GO debido a la baja eficiencia de la traduccion y a
su corto tiempo de vida media.

La TK1 puede ser fosforilada en células humanas promieloleucémicas en respuesta a una
estimulacion durante el crecimiento. Cuando las células se encuentran detenidas en la
fase M por tratamiento con nocodazol, la TK1 es hiperfosforilada y el analisis de
fosfoaminoacidos de la TK1 inmunoprecipitada revelan que existen varios posibles sitios
de fosforilacién por una variedad de protein cinasas de serina/treonina por lo cual se ha
reportado que el sitio de fosforilacidbn mitética es primordialmente la Ser-13 por una cinasa
dependiente de ciclina durante el arresto mitético (Chang et al., 1998). Ademas de la
regulacion de su expresion, la actividad enzimatica se encuentra regulada por su estado
de oligomerizacién. Se ha encontrado que el residuo Ser-13 de la TK1 es el sitio de
fosforilacion mitética llevada a cabo por la cdc2 cinasa. A lo largo de esta linea de
evidencia, se ha especulado que la fosforilacion de la serina-13 de TK1 en la fase G2/M
puede tener un efecto funcional en la afinidad de TK1 por la timidina, esto se logro
sustituyendo a la serina-13 por un &cido aspartico para mimetizar la fosforilacion. Dado
que el ATP es un regulador positivo del comportamiento catalitico de TK1 y siempre esta
presente en las células, se examind el efecto activador en la enzima silvestre y en la
mutante. La preincubacién de ambas enzimas con 0-5 mM de ATP por 20 minutos
provocé un incremento en la actividad de 50-100% Unicamente en la enzima silvestre. En
contraste, se observo solo un ligero incremento en la actividad de la enzima mutante
S13D. Como la TK1 no se encuentra fosforilada es probable que siempre se active por el
ATP a nivel intracelular, este efecto no se observa cuando la Ser-13 es sustituida con
acido aspartico. Esto se reflejé en la afinidad por la timidina pues la Km para este sustrato

en la enzima silvestre es de 0.54 uM, mientras que para la mutante es de 5.96 pM.

21



Introduccion

225+
200+
175+

150+

1254 {

100

Relative TK activity (%)

75 T T T T

0 1 2 3 4
ATP concentration (mM)

=

Figura 11. Efecto del ATP en la actividad de la enzima silvestre y en la enzima mutante S13D (Li et al.,
2004).

En ausencia de ATP la TK1 se encuentra predominantemente en forma dimérica con una
baja afinidad por la timidina, en contraste, se ha encontrado que la preincubacion de la
enzima purificada con ATP induce la formacién de un tetrdmero incrementandose asi la
actividad catalitica (Li et al., 2004) .

Aunque las diferentes células exhiben una regulacion similar en la expresion del gene de
TK los promotores del gen de la misma difieren de manera importante en distintos
organismos. Algunos de estos tienen cajas TATA, pero otros carecen de este elemento.
Otros promotores tienen cajas GC, sitios de unién al factor de transcripcion Spl, y
también cuentan con un sitio de union al factor de transcripcion E2F que es regulado
durante el ciclo celular (Wintersberger, 1997).

Cuando las enzima silvestre y la mutante S13D se preincubaron con ATP y se aplicaron
cada una en igual concentracién en una columna Superdex-200 de exclusién molecular
en presencia y ausencia de ATP, se encontr6 que el peso molecular aparente
determinado para la enzima silvestre es de 100 KDa lo que es consistente con la
formacién de un tetramero en presencia de ATP. En contraste, la mutante S13D eluye con
un peso aproximado a los 50 KDa bajo las mismas condiciones experimentales, lo cual
sugiere que se encuentra en forma dimérica. Ambas fracciones purificadas fueron
sometidas a un analisis cinético y se muestra una Km de 14 yM para el dimero y 0.9 uM
para el tetramero por la timidina. Estos resultados concuerdan con los reportados
previamente (Fig. 12); (Munch-Petersen, et al. 1993) para dimero y tetrAmero de TK1
purificada de linfocitos obteniéndose una Km de 15 y 0.7 puM por la timidina

respectivamente (Li, et al., 2004).
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Figura 12. Cromatografia de Exclusion Molecular de la enzima silvestre y la mutante S13D. A)
Cromatografia de exclusion molecular con ATP. B) Cromatografia de exclusién molecular sin ATP. Enzima
silvestre () y S13DTK1 (o) (Munch-Petersen, et al. 1993) .

Timidina cinasa en plantas.

En plantas se han reportado las secuencias gendmicas o de cDNA de timidina
cinasa de tres especies; Arabidopsis thaliana, de arroz (Oryza sativa) y de maiz (Zea
mays) (Suzuri, 2001). Esta ultima ha sido aislada en nuestro laboratorio y constituye una
secuencia de 840 nucledtidos cuyo Unico marco de lectura codifica una secuencia
peptidica de 280 amino&cidos y en la que se identificaron dominios de unién para timidina,
para el cation Mg®* y para ATP. Muestran un 90% de identidad entre ellas y un 46% de
identidad con la enzima humana; sin embargo no conservan el residuo de valina
responsable para la tetramerizacion reversible dependiente de ATP (Najera-Martinez et
al., 2007). Cuando se emple6 este cDNA como sonda en experimentos de Northern blot,
se encontraron niveles mas altos de expresién en RNA total proveniente de meristemos
de embriones de maiz después de 12 horas de imbibicion (Suzuri, 2001), que precede a
la mayor incorporacién de nucleotidos marcados al DNA. Asimismo, hemos determinado
la actividad de la enzima en extractos de embriones de maiz durante la germinacion y se

ha detectado la actividad maxima a estos tiempos (Suzuri et al, 2006, Fig. 13).
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Figura 13. Correlacion entre la sintesis de ADN vy la actividad de la TK1 durante las primeras 24 horas de
imbibicién de embriones de maiz. Los Ultimos tres puntos corresponden a 12, 18 y 24 horas de imbibicion.

Sin embargo no se puede hacer una asociacién entre la actividad enzimatica y los niveles

de proteina. Lo cual sugiere que esta enzima se encuentra regulada a nivel post-

traduccional, es decir por efecto de la oligomerizacion (Suzuri-Hernandez, 2006).
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Hipotesis

Dado que la actividad de Timidina Cinasa se increme

nta sin que se observe

aumento en los niveles de proteina, la regulacion d e su actividad se puede dar por

algn mecanismo post-traduccional.
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Objetivos

Objetivo General.

Obtener una preparacion purificada de la Timidina C  inasa de maiz.

Objetivos Particulares.

1. Determinar el tejido y estadio de desarrollo en el cual se detecte una alta

actividad de Timidina cinasa.

2. Desarrollar un protocolo para la purificacion de la actividad enzimatica.

3. Determinar el estado de oligomerizacion de la en  zima purificada y relacionarlo

con su actividad.
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Materiales y Métodos

1. Material Bioldgico.

Semillas de maiz, raza “Chalquefio”, obtenidas en Chalco, Edo. de México, cosechas
2004 y 2005.

2. Desinfecciéon e imbibicién de semillas de maiz.

Para la desinfeccion de las semillas se prepar6 una dilucién 1:10 de hipoclorito de
sodio (blanqueador comercial) en agua destilada estéril, resultando en una
concentracién final de aproximadamente 0.5% de hipoclorito. Las semillas se
sumergieron en 100 mL de la solucion desinfectante, se agitaron durante 2 minutos y
la solucion se decanté para sustituir con 200 mL de H,O estéril para enjuagar las
semillas por 1 minuto. Se realizaron un total de 4 lavados con agua estéril. Las
semillas se dejaron secar en papel filtro o bien en una hoja de papel secante y se
imbibieron en agar al 1% colocandolas sobre la superficie del medio.

Para los experimentos con embriones de maiz, estos se disecaron manualmente de la

semilla y se desinfectaron como se indica arriba.

3. Determinacion de toma de agua, porcentaje de ger  minacion y elongacion.

a) Determinacion de toma de agua y porcentaje de ge  rminacién en embriones de
maiz.

Para la determinacion de toma de agua se pesaron 20 embriones de maiz, se
desinfectaron y se imbibieron en placas de agar al 1% a 28T durante distintos
periodos de tiempo (3, 6, 9, 12, 18 y 24 horas). A cada tiempo se determin6 el nUmero
de embriones germinados y la acumulacién de peso humedo segun la siguiente
formula:

Acumulacién de Peso Himedo = (Peso germinado — Peso seco) / Peso seco
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b) Porcentaje de germinacioén en semillas de maizy  elongacion radicular.

Para la determinacion del % de germinacion y elongacion radicular se tomaron 30
semillas de maiz, se desinfectaron y se imbibieron en placas de agar al 1% a 28C
durante distintos periodos de tiempo (15, 18, 24, 48 y 36 horas). A cada tiempo se
determiné el niumero de semillas germinadas y se midio la longitud de la radicula. Se
consideré6 una semilla germinada cuando presentd emergencia de estructuras
(Moreno, 1984).

4. Extraccion y Cuantificacién de Proteinas.

a) Antecedentes.

Las proteinas solubles se extrajeron siguiendo el protocolo descrito por Ngjera Martinez
(2001). Dicho protocolo se adaptd, como se detalla a continuacion con el fin de
inmunodetectar a la TK por ensayos de Western Blot y determinar su actividad

enzimatica.

b) Extraccion de Proteinas.

1) Pesar y colocar el tejido , aproximadamente 8.0 g, en un mortero, congelar con
nitrégeno liquido.

2) Macerar el tejido y adicionar 10 ml de soluciébn amortiguadora de homogenizacion
(Apéndice) (aproximadamente 10 ml por 8.0 g de tejido), para resuspender.

3) Transferir con una micropipeta, y si es necesario con una espatula, la suspensién
a tubos eppendorf de 2.0 ml.

4) Dejar reposar de 30 a 60 minutos en hielo.

5) Centrifugar a 14000 rpm por 30 minutos a 4C (Ce ntrifuga Jouan MR 1812).

6) Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 ml cuidando de no tomar la
capa superficial compuesta por lipidos.

7) Separar una alicuota de 20 pl para cuantificar proteinas totales.
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c¢) Cuantificacion de proteina por el método de Brad  ford. (2000, UNAM p.43)
Para cuantificar el contenido de proteina de las muestras:
» 2.5 pl de extracto proteico
e 200 pl de reactivo de Bradford. (Bio- Rad, Protein-assay #500-006)
e 797.5 pl de H20 desionizada.

Para la curva patron de albamina:

1) Se prepara una solucién estandar de albumina sérica bovina (BSA), disolviendo 3
mg de BSA en 1 ml de H,O.

2) La curva se prepara como sigue:

Tubo Muestra ul stock BSA Reactivo de H,O
(g BSA) (3 mg/mL) Bradford
(ki)

1 Blanco 1 - - 1000
2 Blanco 2 - 200 800
3* Blanco 3 - 200 798.33
4 3 1 200 799
5 6 2 200 798
6 9 3 200 797
7 12 4 200 796
8 15 5 200 795
9 18 6 200 794
10 21 7 200 793
11 24 8 200 792
12 27 9 200 791
13 30 10 200 790

*Nota: al blanco 3 hay que adicionarle 1.67 ul de amortiguador de homogenizacion.

3) Agitar en vortex, transferir a la cubeta y medir la absorbancia de las muestras de la
curva y las muestras experimentales a 595 nm, en un espectrofotdémetro (Shimadzu
UV160U).
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5. Determinacion de Actividad enziméatica TK de maiz

Se sigui6 el protocolo reportado por Wolcott y Colacino (1989) que se basa en la
precipitacion de fosfatos de lantano que son insolubles en agua. Una vez formado el
nucleétido monofosfato mediante la catdlisis de la Timidina cinasa (TK) en una
reaccion dependiente de ATP y Mg?* éste precipitara al adicionar LaCl; y se podra
cuantificar posteriormente la timidina tritiada ([metil-*H]-Timidina) fosforilada en un
contador de centelleo (BECKMAN LS6000IC). Este principio ha sido usado

exitosamente para separar los metabolitos intracelulares de la timidina.

ATP Mg ADP
Timidina + LaCl 3 = > La-dTMP + CI~

Método.

Preparacion del buffer de reaccion.

Este buffer debe prepararse inmediatamente antes de realizar el ensayo (Nota: por

cada reaccién se utilizan 500 ul de amortiguador).

1) Transferir 10 ml de la solucién de reaccion (Tris 100 mM, MgCl, 10 mM y NaF 10
mM) a un tubo Falcon®
2) Anfadir 55.1 mg de ATP (conc. Final 10 mM) a la solucion de reaccion.

3) Afadir 1.43 pl de 2-mercaptoetanol (concentracion final 2 mM).
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Preparacion de las muestras.

1) Preparar las muestras segun la siguiente tabla:

Proteina H20 Buffer de Thd* Thd Tris
(") (i) reaccion [5 mCi] [1 mM] [50 mM]
(k) (ki) (ki) (k)
Blanco X X 500 37.5 1.25 461.25
Muestras o? c.b.p. 1000 500 37.5 1.25 X

La concentracion final de Thd total (marcada y no marcada) es 2 uM.

La concentracion final de Thd no marcada es 1.25 pM.

La concentracion final de Thd marcada es 0.75 pM.

La solucién blanco es Tris-HCI 50 mM pH 7.4.

La concentracion de la solucion stock de Thd fria es 1 mM.

2)
3)

4)
5)
6)
7

8)

9)

Una vez preparadas las muestras, incubarlas a 37<C por 2 ho ras.

Preparar tubos eppendorf de 2 mL con 1 mL de solucion de precipitacion (LaCls
100mM, trietanolamina 5 mM).

Transferir 100 L de cada muestra de la reaccién al tubo con la solucion de
precipitacion.

Agitar en vortex por 10 segundos.

Centrifugar (SORVALL MC12) a 4C y 1600 rpm dura nte 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante por decantacion y adicionar 1 mL de solucion de
precipitacion. Agitar en vortex 10 segundos.

Centrifugar (SORVALL MC12) a 4C y 1600 rpm, dur ante 10 minutos. Eliminar el
sobrenadante por decantacion.

Disolver el boton en 300 ul de HCI 0.05N y agitar en vortex por unos segundos.

10)Transferir el contenido a un vial de centelleo que contenga 3 mL de liquido de Bray

(Apéndice).

11)Determinar las cpm en el contador de centelleo (BECKMAN LS6000IC) durante 1

minuto por cada muestra.
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6.

Purificacién de la proteina.

a) Precipitacion de proteinas con Sulfato de Amonio

Principio.

Este protocolo para la precipitacion de proteinas con (NH4),SO, se basa en la

deshidratacion del microambiente de las proteinas que estan en solucion. Un gran

nimero de moléculas de agua forman puentes de hidrégeno con el ion sulfato (SO4%)

reduciendo la cantidad de agua disponible para interaccionar con las moléculas de

proteina. A una determinada concentracion de (NH4),SO, se reduce el numero de

moléculas de agua con las que la proteina se puede unir para mantenerse en solucion

y por lo tanto precipita. (Bollag et al., 1996)

Método.

1) Mantener la solucién de proteinas (aproximadamente 10 mL) a 4 con agitaciéon
suave y constante.

2) Agregar el sulfato de amonio (1.76 g a 10 mL) para alcanzar una concentracion de
30% de (NH4).S0O,) gradualmente hasta su disolucion.

3) La agitacién contintia durante toda la noche a 4°C.

4) Centrifugar a 13000 rpm (SORVALL MC12) durante 30 minutos a 4<C.

5) Separar las dos fracciones: la fraccion precipitada y el sobrenadante.

6) La fraccidn precipitada se resuspende en aproximadamente 2 volumenes de buffer
de equilibrio y se determina actividad enzimética.

7) Al sobrenante se le adiciona una vez su volumen en buffer de equilibrio (Apéndice)
y se inyecta en un filtro AMICON® con capacidad de 10 KDa con el fin de eliminar
el sulfato de amonio y concentrar a la proteina.

8) Una vez concentrada la proteina y determinada su concentracién se prosigue al

siguiente paso.
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b) Cromatografia de Exclusion Molecular.

Principio.

Mediante esta técnica se separan proteinas en base a sus diferencias en tamafio o

peso molecular. Se usa una columna empacada con una resina como la Sepharosa®,

mediante la cual las moléculas pequefias pueden entrar en las esferas de la resina

antes mencionada, mientras que las moléculas méas grandes se localizan solamente

en la disolucién entre las esferas de la resina (Figura 14). Las moléculas grandes

fluyen mas rapidamente a través de esta columna y salen antes por que disponen de

un volumen accesible menor, mientras que las moléculas mas pequefias eluyen al

final, ya que quedan atrapadas entre las esferas de la Sepharosa®(Stryer, 2002).

Muestra
de proteinas

Gel de
exclusion
molecular

v

j0000

B

Microesferas
de polisacarido ~_|

Las moléculas
entran en los

espacios acuosos A ¢

dentro de las
microesferas.

Las moléculas
grandes no
pueden entrar
en las
microesferas y
Su migracion es
mas rapida.

—_—

j000 Bes000

Figura 14. Cromatografia de Exclusién Molecular.

Direccién del flujo

Una mezcla de proteinas en un volumen pequefio

se coloca en una columna rellena de resina. Como las proteinas grandes no pueden penetrar en el
volumen interno de las esferas de resina, se eluyen antes que las pequefias (Stryer,2002).
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Método.

Se us6 una columna analitica Sephacryl S-200 de 70 cm de altura y 1.0 cm de
diametro. El equipo utilizado fue un FPLC de Bio-Rad modelo Automated Econo
System con un detector Econo UV monitor modelo EM-1 que es parte del mismo

equipo.

1) La columna se equilibré con 100 ml de buffer de fosfatos (Apéndice), con un flujo
de 0.7 ml/min.
2) Una vez equilibrada la columna se realiz6 la calibracion con los siguientes

marcadores de peso molecular:

Marcador Mr (Kda)
Azul Dextran 2000
Ferritina 440
Catalasa 232
Aldolasa 158
Albumina 67
OvoalbUmina 43
Quimiotripsinégeno 25

Los marcadores se inyectan a la columna en pares (uno de bajo peso molecular
con uno de alto peso molecular), exceptuando a la albimina que se inyecta sola,

para que no interfiera en la deteccidn.

3) Una vez calibrada la columna, se inyectd la muestra de proteina previamente
concentrada (2.7 mg en 1.5 mL) en tubos AMICON® DE 10KDa.

4) Las fracciones se eluyen con el buffer de fosfatos inicial (APENDICE).

5) Se colectaron 50 fracciones de aproximadamente 5.0 mL cada una, para su

posterior determinacion de proteina y actividad.
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¢) Cromatografia de Intercambio Anidnico.

Principio.

Las proteinas se separan basandose en su carga neta. Una proteina cargada

negativamente se une a una resina cargada positivamente, a esta columna puede

eluirse incrementando la concentracion de NaCl

u otra sal en el amortiguador de

elucion por que los iones sodio compiten con los grupos de la proteina cargados

negativamente para unirse a la columna. Las proteinas con densidad baja de cargas

negativas netas tenderan a eluir primero, seguidas por las que tienen una densidad de

carga mayor (Stryer, 2002).

flujo de solvente «

s
° e

Figura 15. Cromatografia de Intercambio l6nico.

(Stryer, 2002).

PRINCIPIO DE LA CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

Las particulas cargadas negativamente
se unen a la matriz sélida cargada
positivamente, y son retenidas.

Las particulas cargadas positivamente
son rechazadas por la matriz solida
cargada positivamente y son eluidas.

La elucion de las particulas cargadas
negativamente se consigue cambiando

el pH del solvente hasta igualario a su
punto isoeléctrico o hasta invertir su carga
neta

Separacion de proteinas basada en su carga neta.
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Método.

Se us6 una columna de DEAE-SEPHACEL® (SIGMA-ALDRICH), que es un

intercambiador aniénico, de 15 cm de altura por 1 cm de diametro.

1)

2)

3)

4)

5)

Se equilibré la columna con 50 mL buffer de intercambio i6nico (Apéndice) pH 7.0,
con un flujo de 2.0 ml/min.

Una vez equilibrada la columna se inyecté la muestra previamente concentrada
(5.4 mg en 3.0 mL) en tubos AMICON®.

Las fracciones se eluyeron con buffer de intercambio iénico y se colectaron.

Una vez obtenido el pico principal en el graficador y que no se detectd mas
proteina, se aplic6 un gradiente de 200 ml de 0-500 mM NacCl, para eluir la
proteina unida a la resina.

Se colectaron 81 fracciones de 6.0 mL para su posterior determinacién de proteina
y actividad.
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d) Cromatografia de Afinidad.

Principio.

La cromatografia de afinidad es otro procedimiento aplicable a la purificacion de
proteinas. En esta técnica se aprovecha la propiedad que tienen muchas proteinas de
unirse a distintos ligandos con cierta selectividad. La proteina se une a un ligando
especifico unido a la resina, por lo cual las proteinas inespecificas se eliminan en el
primer lavado, posteriormente la proteina de interés se eluye cuando se adiciona
buffer adicionado con el ligando de la proteina de interés de esta manera compite con

el ligando unido a la resina y se eluye en el segundo lavado.

J
P N
Mezcla de proteinas & '~\_. ( Proteina de interés.
|
— \ / @ Ligando
.__.—' 5 -:_:-}-"" "-._: e ..-"..
. & @ Ligando
*ﬁ;’f N especifico unido
. 4 P e .,

alaresina.

Solucién

! conel
ligando
[ —
f
La mezcla de proteinas =6
se adiciona a la resina S
que tiene unido el
ligando especifico para
la proteina de interés. 12 3 a4 &
Las proteinas
no deseadas -

eluyen primero 1]

através de la ’

columna. La proteina de interés
eluye cuando se
adiciona la solucién con
el ligando.

Figura 16 Cromatografia de afinidad. Esté técnica es méas especifica cuando la interaccion de la proteina
y la molécula que se usa como atrayente (Stryer, 2002).
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Método.
Basado en el método reportado por Kokoris y Black (2002).

1) Se us6 una columna con 5.0 mg de 5’-Amino-deoxitimidina como ligando especifico
unido a 2.0 g de resina CNBr-activated Sepharose™ 4 Fast Flow. Esta resina se
acopl6 de la siguiente manera:

a) Los 2.0 g de resina CNBr-activated Sepharose™ 4 Fast Flow se rehidrataron
en 30 mL de HCI 1 mM durante 10 minutos a temperatura ambiente y
agitacion suave .

b) Con la ayuda de un equipo All-Glass Filter Holder Millipore® conectado al
vacio, se lavo la resina con 2 L de HCI 1 mM.

c) En 30 mL de buffer de acoplamiento (Apéndice) se adicionaron los 5 mg de
5’-Amino-deoxitimidina.

d) La mezcla del paso anterior se adicioné a la resina previamente lavada y se
agitdé suavemente a temperatura ambiente por 2 horas.

e) El exceso de ligando fue removido por lavados de 5 volimenes
(aproximadamente 30 mL) con respecto a la resina con buffer de
acoplamiento, nuevamente con la ayuda del equipo All-Glass Filter Holder
Millipore® conectado al vacio.

f) Los grupos activos remanentes de la resina fueron bloqgueados mediante
una serie alternativa de 4 lavados de 30 ml con buffer de bloqueo (100 mM
Tris pH 8.0 500 mM NacCl) y con el buffer 100 mM Acetato pH 4, 500 mM

NacCl, usando el equipo All-Glass Filter Holder Millipore® conectado al vacio.

i3
NH, i s

J.L -;r”‘l'“rq"'
Sefarosa L O NH{ 1
P |

1
HO

2) Se equilibré la columna con buffer de fosfatos que contiene: 10 mM NaPO4/1 mM
EDTA/0.025% BME/ pH =7.0
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3)

4)

5)

6)

7

Una vez equilibrada la columna se inyectd el sobrenadante obtenido en la
precipitacion de 30% con (NH4)S04 previamente concentrado (1.6 pg/pL) en tubos
AMICON® con capacidad de 10 KDa.

Las fracciones se eluyeron con el buffer de fosfatos antes mencionado y se
colectaron.

Una vez que se obtiene el pico principal de proteina medido a 280 nm (indicio de
gue ha salido la mayor cantidad de proteinas que no se unen a la timidina) y no hay
mas deteccion de proteina, se eluyd con el buffer de fosfatos antes mencionado
adicionado con 1.5 mM de Timidina para eluir a la Timidina cinasa que haya
guedado unida a la columna.

Las fracciones se colectaron para su posterior determinacién de proteina y
actividad.

La columna se lavé con el buffer de equilibrio y se guardé con 50 mM de Tris pH
7.5 adicionado con 0.004% de Azida de sodio, para evitar el crecimiento de

microbiano.

Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (  SDS-PAGE).

Principio.

La electroforesis en geles de acrilamida permite la separacion de proteinas con

diferente peso molecular y/o carga eléctrica. En condiciones desnaturalizantes la

mezcla de proteinas se disuelve primero en un medio con dodecil sulfato de sodio

(SDS), un detergente anidnico que rompe las interacciones no covalentes en las

proteinas nativas. El complejo formado de SDS-proteina desnaturalizada tiene una

gran carga negativa por lo cual migra hacia el anodo, en la parte inferior del gel en la

camara de electroforesis (Stryer,2002).
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Método.

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7
8)
9)

Preparar gel separador (Apéndice) al 14%, dejar polimerizar durante 10 minutos,
Preparar gel concentrador (Apéndice) al 4%, dejar polimerizar durante 10 minutos.
Una vez preparado el gel, combinar la muestra de proteina con 5 pl de buffer de
corrida (Apéndice) , en tubos eppendorf.

Calentar las muestras a 100 por 2-5 minutos.

Inyectar cada muestra en carril correspondiente dentro del gel.

Incluir 5 uL de marcador de peso molecular, Precision Plus Protein™ BIO-RAD.
Correr el gel a 90 V por 40 minutos.

Retirar el gel de la camara de electroforesis

Lavar el gel 3 veces durante 5 minutos con H,O estéril.

10) Adicionar 20 mL de colorante SimplyBlue™SafeStain Invitrogen y dejar en

agitacion constante durante 1-2 horas a temperatura ambiente.

11) Lavar el gel con 100mL de H,O estéril al menos 1 hora, para eliminar el fondo y

obtener bandas mas intensas se realizan al menos 3 lavados de 20 minutos cada
uno (Bollag et al., 1996).
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8. Western Blot.

Esta técnica se usa para detectar proteinas inmovilizadas en una matriz (Towbin et al.
1979), empleando un anticuerpo monoclonal o policlonal capaz de reconocer la
proteina de interés contenida en un extracto crudo o bien en una fraccibn mas pura
(Bollag et al., 1996) .

Se somete la muestra a electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida. Las proteinas
separadas en el gel electrotransfieren a la superficie de una membrana de polimero
para hacerlas méas accesibles a la reaccion. Se sumerge la membrana en una solucion
de anticuerpo que sea especifico para la proteina de interés y éste reaccionara
formando un complejo antigeno-anticuerpo que se puede detectar con un segundo
anticuerpo marcado con una enzima y que reconoce al primer anticuerpo (Stryer,
2002). Para el caso de este experimento se utilizé suero de conejo preparado contra el
el péptido TK-KHL sintetizado por Global Peptide Services, Colorado, E.U.A. Consta
de 16 aminoacidos (NH,-DYKRRKSGSILDIVPC-CONH,) correspondientes al dominio

de unién de la timidina. (Suzuri Hernandez, 2006).

Las condiciones del Western Blot fueron las siguientes:

1) Preparar la siguiente solucion de bloqueo (10 mL):
a) 500 mg de leche en polvo descremada.
b) 60 uL Tween-20.
c) PBS 1X cbp 10 mL.
2) Colocar la membrana en un recipiente con 8-10 ml de solucién de bloqueo.
3) Agitar por ~3 horas suavemente a 4<C.
4) Eliminar la solucion blogueadora y reemplazarla con 8-10 ml de solucion de
bloqueo fresca.
5) Adicionar el primer anticuerpo (dilucién 1:1000, en la solucion de bloqueo)
6) Incubar toda la noche con agitacion a 4C.
7) Realizar un lavado con 8 mL de PBS 1X, 15 minutos a temperatura ambiente.
8) Realizar un lavado con 8 mL de PBS 1X, NaCl 0.5M, 15 minutos a temperatura
ambiente.
9) Realizar un lavado con 8 mL de PBS 1X, 15 minutos a temperatura ambiente.
10) Incubar con agitacion durante 2 horas a 4C con el segundo anticuerpo (dilucion

1:10000) con solucién de bloqueo fresca.
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11) Realizar tres lavados con PBS 1X, 15 minutos a temperatura ambiente.

12) Escurrir la membrana contra el borde del recipiente y colocar sobre un acetato.

13) Afiadir 500 ul de solucién de deteccion ECL™ Western Blotting Detection
Reagents GE Health Care sobre la membrana.

14) Incubar de 1 a 2 minutos, escurriendo el exceso de solucién de deteccion.

15) Exponer la membrana entre dos acetatos durante 3 a 6 minutos maximo, para

revelar las bandas.
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Resultados

1. Determinacién de porcentaje de germinacién, toma de agua y elongacion.

En el lote de semillas de maiz empleado (“Chalquefo”, obtenidas en Chalco, Edo. de
México, cosechas 2004 y 2005.) se determinaron los siguientes pardmetros
fisiologicos: porcentaje de germinacion, y elongacion radicular.

Para evaluar el % de germinacion se considerd una semilla germinada al observar la
protusion radicular y como se muestra en la figura 17A, el 50% de las semillas
germinaron a las 28 h pero a las 48 h se tuvo un 100% de germinacion. Se determiné
la elongacién radicular durante este periodo y a las 48 h el promedio de elongacién fue
de 3.5 cm (Fig. 17B).

% Germinacion

Semillas de maiz Semillas de Maiz
YGerminacionn vs. Tiempo (hrs) Elongacion (cm) vs. Tiempo (hrs)

F

120

100 -+

w

80 -
60
40 A
20 A

—-

m

Elongacion Radicular (cm)

o

T *~—o——# T T T

)
o vk N O w o s,

200 10 20 30 40 50

12 18 24 3C 36 40 48

Tiempo (Horas) Tiempo (horas)

Figura 17 A). Porcentaje de germinacion, el 100% de germinacién se alcanza después de las 24 horas.

B) Elongacion radicular se ve incrementada a lo largo del tiempo de germinacion.

Los parametros fisiolégicos determinados para embriones de maiz fueron: % de
germinacion y acumulacién de peso humedo. Los embriones muestran resultados un
tanto diferentes comparados con las semillas de maiz, pues éstos se encuentran
expuestos directamente al agar. Como se puede observar, aproximadamente el 100%
de los embriones germinan una vez transcurridas las primeras 24 horas (Fig. 18A), asi
mismo, la acumulacion de peso humedo se increment6 en ese intervalo de tiempo y se

muestran las fases 1 y 2 de toma de agua durante la germinacion (Fig. 18B).
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Embriones de maiz Embriones de Maiz
YGerminacion vs. Tiempo (hrs) Acumulacion de Peso Himedo vs. Tiempo (hrs)
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Figura 18 A). Porcentaje de germinacion, el 100% de germinacion se alcanza después de las 24 horas.
B) Toma de agua, la acumulaciéon de peso humedo se ve incrementado a lo largo del tiempo de
germinacion.

Estos pardmetros proporcionan informacion acerca de la viabilidad y vigor de las semillas
y embriones de maiz, es decir, si el lote elegido cuenta con semillas sanas y de adecuado

desarrollo para el fin de este proyecto.
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2. Comparaciéon de la actividad de Timidina Cinasa e ntre radiculas y apices de

maiz.

Con el fin de encontrar un tejido de maiz 6ptimo que contuviera una actividad elevada
de la enzima timidina cinasa se realizé un experimento preliminar para detectarla. Se
probaron &pices de embriones germinados por 24 horas y radiculas de plantulas de
maiz de diferentes tiempos de imbibicion (30, 36, 40 48 y 72 horas).

Tabla 1. Actividad de timidina cinasa en apices de embriones y en radiculas de semillas de maiz.

Muestra cpm pmol Thd-MP Actividad especifica
pmol Thd-MP/mg*h
Apice (24 h) 30001+ 1484 1.62 +0.22 4.32 +0.59

Radicula (30 h) 102509 125 33.25
Radicula (36 h) 368448 + 4484 52.24 + 0.67 139+1.8
Radicula (40 h) 137573 + 37811 17.71 + 5.65 47.13 + 15.03
Radicula (48 h) 309463 + 41795 43.42 +6.24 115.51 + 16.67
Radicula (72 h) 382353 54.33 14451

Para convertir cpm a pmol de timidina monofosfato (Thd-MP) se elabor6é una curva de
cuantificacion de timidina (Apéndice) , se calcul6 la actividad enzimatica especifica de TK
en pmol/mg*h al considerar la cantidad de proteina en el ensayo y el tiempo de éste. La
actividad medida en este tejido fue de un orden de magnitud mayor que en los apices de
embriones (Suzuri-Hernandez, 2006).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se decidio trabajar con radiculas de 48 horas,
puesto que éstas presentan mayor actividad de TK comparadas con los apices de
embriones y se procedié a realizar un ensayo comparativo entre diferentes regiones
tomando el 1%y 2% cm (Fig. 19) a partir de la punta de la radicula del mismo tejido con el
fin de determinar la regiébn con los mayores niveles de enzima (TK). La actividad
especifica en el 2°° cm fue de 113 pmol/mg*h, es decir 4.5 veces mayor que en el primer
cm donde se determind una actividad de 25 pmol/mg*h, por lo cual a partir de éste se
realizaron los siguientes extractos crudos para iniciar el ensayo de purificacién de la

enzima (TK).
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Figura 19. Semillas de maiz germinadas durante 48 hrs en agar al 1%. Se muestra la zona del
tejido radicular que se tomo para el ensayo.

3. Determinacion de Actividad y Purificacion prelim inar de TK.

Se realiz6 un primer fraccionamiento con (NH4).SO,, a partir de 8.0g de tejido (radiculas
de maiz de 48 horas), macerado y suspendido en 10 mL de buffer de extraccion (Extracto
crudo; EC). A partir de esta preparacion clarificada por centrifugacion se inicid un
esquema de fraccionamiento al 30%, 50% y 70% de Sulfato de Amonio. (Los resultados
del fraccionamiento a 70% con (NH,4)>SO4 no se muestran).

Se evalud la actividad en cada una de las fracciones y se determiné la actividad
especifica. Como se observa en la figura 20, la actividad especifica se enriquecié 18
veces en el sobrenadante (537 pmol mg*h™) después de alcanzar el 30% de saturacion
de (NH4).SO,. Al alcanzar el 50% de saturacion de (NH,4)>.SO4 se precipito la actividad de

TK pero la actividad especifica disminuyé a 58 pmol mg™*h™.
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Fraccionamiento con (NH 4),SO,

Extracto
1

Crudo

£

N

*29 pmol mg?! ht

1.Precipitar 30% (NH4)2S04.
2.Centrifugar 14000 rpm 30’

1. Precipitar 50% (NH4),SO,.
2.Centrifugar 14000 rpm 30'.

Sobrenadante
30%
3

531

Precipitado
Resuspendido
30%
2
*17.45
Precipitado Sobrenadante
Resuspendido 50% 50%
4 5
*31.35

Figura 20. Evaluacién de la actividad de timidina c
en fracciones obtenidas al precipitar con sulfato d

*pmol/mg*h.

Precipitado
Resuspendido S 30%
6

*57.93

Sobrenadante S
30%
7

inasa en extracto proteico de radiculas de maiz y
e amonio. La actividad especifica se expresa en

De acuerdo a los resultados anteriores y que fueron reproducibles la fraccién mas rica en

actividad de TK fue el sobrenadante del extracto crudo fraccionado con (NH,).SO4 al 30%.

47



Resultados

4. Estabilizacion de la actividad de Timidina Cinas  a.

A pesar de que las fracciones de precipitacién con sulfato de amonio se desalaron por
dialisis, se observé baja actividad enzimatica en muchas de éstas. Por lo tanto se prob¢ el
efecto de la albamina sérica bovina (BSA) al 1.0% en el buffer de reaccién de TK como
estabilizador de la enzima. Para esto se utilizaron fracciones viejas obtenidas a partir de
radiculas de maiz de 48 horas y se probaron con y sin BSA.

Como se observa en la figura 21 la adicion de BSA al 1% tuvo un efecto notable en la
actividad enzimatica pues en la fraccion soluble de 30% de (NH4),SO, se obtuvo una
actividad de 33 pmol/mg*h, cuando en este extracto viejo no se habia detectado actividad.

Efecto de estabilizaciéon con BSA 1%

35

30 Sin albimina

25+

@ Con alblmina

20

pmol/mg*h

15+

10+

T =

O T T T T T
Extracto Crudo Sobrenadante 30% PS 70%

Figura 21. Efecto de estabilizacion de TK con BSA al 1%. Recuperacion de actividad de TK en las
fracciones: sobrenadante 30% y PS70%, no se recobro actividad de TK para el Extracto Crudo.

Aun en la fraccion precipitada se incrementé la actividad aproximadamente 14 veces al
afladir BSA. Lo cual muestra un efecto estabilizador de la albumina. A partir de estos
resultados se adicion6 BSA al 1% en el buffer de reaccion para TK en los ensayos

posteriores.
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5. Determinacion de Actividad TK en diferentes tej  idos de maiz.

Aun cuando ya se habia realizado un ensayo preliminar comparando la actividad entre
dos tejidos de maiz (apices y radiculas), se hizo un escrutinio mas amplio entre diversos
tejidos de la planta de maiz, como son: embrion, coleoptilo (5 dias de desarrollo), radicula
(48 horas), plantula (10 dias), tallo (20 dias), hoja (20 dias) y grano (Fig. 22); con el fin de
realizar una Optima cuantificacion y deteccién de la enzima (TK) que nos pudieran ayudar

a realizar una mejor purificacion.

Determinacion de Actividad en diferentes tejidos.

Primera
hoja =

Coleoptilo Coledptilo

Raiz

| Primer
- Adventicia JJI_ Internodo
e ;-Z} s ﬁ\ e e ™
Raiz i ] oIS ) S C
Primaria 0 . //
- %?ﬁ‘{( vellos radicales
: ﬁf : Raiz Primaria
ﬁr.— .

Figura 22. Se muestran diferentes tejidos de maiz (marcados en circulos) a partir de los cuales se
obtuvieron los Extractos crudos para la posterior determinacion de actividad de TK.

La obtencion de los extractos crudos se realizdé a partir de 1.6 g de embrion, 0.40 g de
coleoptilo, 2.7 g de radicula, 1.0 g de plantula, 1.80 g de tallo, 2.16 g de hojay 2.5 g de
grano. Una vez que los extractos crudos estuvieron listos se realiz6 el ensayo de actividad
para cada uno de ellos por triplicado.
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Actividad TK en difere ntes tejidos de Maiz

120

100

HH

80

60

pmol/mg*h

40

——

20 A

0 . ﬁrh-ﬁ

Embrién Coledptilo Radicula Plantula Tallo Hoja Grano

Figura 23. Actividad especifica de timidina cinasa en diferentes tejidos de la planta de maiz. El
tejido con mayor actividad es el coleoptilo.

El tejido que presentd mayor actividad es el coledptilo (92 pmol/mg*h), seguido del
embrién (36 pmol/mg*h) y la radicula (20 pmol/mg*h), por lo cual se decidi6 tomar el
coledptilo para realizar los posteriores ensayos.
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6. Purificacion de TK.
6a. Cromatografia de Exclusién Molecular.

Para continuar con la purificacién de la proteina se usaron extractos de coleoptilo de 5
dias y se fraccionaron con Sulfato de Amonio al 30%.

El sobrenadante del fraccionamiento se concentré en tubos AMICON® (1.80pg/ul de
proteina) y se aplicé a una columna de exclusion molecular Sephacryl S-200 de 50 cm de
altura y 1.5 cm de didmetro, a un flujo de 0.6 ml/min y se colectaron 42 fracciones de

4.8ml a las cuales se les determind concentracion de proteina y actividad de TK.

Exclusion Molecular. Actividad TK (cpm)

35000 1.6

—m—cpm
Absorbancia 280

30000 1 T14
25000 A T12
20000 A T1

g 15000 + T 0.8
()

WU 082 BIOURQI0SAY

10000 + T 0.6

5000 - T04

VA" Yo SN N

0 N T T T T - —8 58— —= T -—= 0.2

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

-5000 0
No. de Fraccion

Figura 24. Actividad de TK en fracciones eluidas de la Cromatografia de Exclusion Molecular. Se muestra el
patron de absorbancia a 280nm y las cpm obtenidas para cada fraccion.

El perfil de elucion de proteinas determinado por su A,gy, S€ muestra en la Fig.24 que
muestra una cantidad importante de proteinas en las fracciones 24 a 30 y en fracciones
posteriores (34-42). En todas estas fracciones se determiné la actividad enzimética y se
muestra que en las fracciones 27 y 28 hubo una mayor actividad enzimética. Al convertir
cpms en actividad especifica se observa que ésta se conserva en valores altos en esta

fraccion (Tabla 3).
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Tabla 3. Actividad especifica de TK de las fracciones obtenidas mediante Cromatografia de
Exclusién Molecular.

Muestra Mg cpm pmol pmol/mg*h
proteina
Extracto crudo 660 120350 15.14 30.51
SN 30% 292 67513 7.23 32.96
(NH4),SO,
Fraccion 22 0 0 0 0
Fraccion 23 0 3324 0 0
Fraccion 24 7.68 1210 0.124 8.06
Fraccion 25 66 5452 0.626 4.74
Fraccion 26 100 8674 1.007 5.036
Fraccion 27 120 27135 1.2 13.26
Fraccion 28 92 30751 1.73 25.12
Fraccion 29 68 12174 1.42 10.54
Fraccion 30 34 5308 0.608 8.95
Fraccion 31 31.2 0 0 0
Fraccion 32 25.2 2330 0.256 5.08
Fraccion 33 24 1470 0.155 3.22
Fraccion 34 0 0 0 0
Fraccion 35 0 0 0 0
Fraccion 36 0.64 0 0 0
Fraccion 37 0 0 0 0
Fraccion 38 0 0 0 0
Fraccion 39 6.4 0 0 0
Fraccion 40 8 1177 0.119 7.5
Fraccion 41 0 0 0 0
Fraccion 42 0 0 0 0

Con el objetivo de determinar el peso molecular en las fracciones correspondientes a las
de mayor actividad se corri6 una cromatografia con cinco proteinas de peso molecular
conocido (Fig. 25) en el rango de 25 a 440 Kda. Se calcul6 el peso molecular de las

proteinas que eluyerdn en la fraccion 28 en =26.5 Kda (Fig. 25).
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Determinacién de Peso Molecular

Calibrador PM (KDa) Kav
1 Ferritina 440 0.0404
0.6+ . _ Aldolasa 158 0.2498
Quimiotrigsinogeno s F1602=26,515 AlbGmina 67 0.3003
05 : Ovoalblmina 43 0.4641
Quimiotripsin6geno 25 0.5591
0.4 4
03 Albimina e
>
© - e#Aldolasa
e . Pico 1=183,820
0.1
0.0 Ferritina
0.1 ; —— : —
10000 TES

MW

Figura 25. Determinacion de Peso Molecular. El pico correspondiente a la fraccién 28 obtenida mediante
E.M., presenta un peso de 26 Kda.

Para calcular el Kav (coeficiente de distribucion de las proteinas en la columna) se uso la siguiente
ecuacion:
Kav = (Vc — Vo) / (Vt — Vo)

Vt= volumen total.
V0= volumen vacio (blue dextran)
Vc = ml a los cuales eluyo la fraccion.

El experimento realizado no generé una fraccion pura o parcialmente purificada de la
enzima (TK); sin embargo, muestra una fraccién con un peso molecular parecido (26 Kda)
al reportado para otras TK’s. La deteccion de TK por Western Blot no fue muy especifico
(Fig. 26) aun cuando se probaron diversas condiciones de incubacion, se observaron
bandas de aproximadamente 27 a 30 Kda en las fracciones 24 a 29, pero se esperaba
una deteccion mas limpia sobre todo en la fracciébn 28 que reporta mayor actividad y

corresponde a un peso de 26 Kda.
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Figura 26. Western Blot de las fracciones obtenidas en la Exclusion Molecular, el resto de las fracciones no
se muestran por que no se detectd ninguna banda.

6b. Cromatografia de Intercambio l6nico y Exclusi6  n Molecular.

A consecuencia de los resultados anteriores, se modifico el protocolo de purificacion,
partiendo nuevamente de 10 mL de Extracto Crudo de coledptilo y fraccionando con
(NH.),SO. al 30%, posteriormente se concentré el sobrenadante en filtros AMICON®
hasta obtener una concentracién de proteina de 1.2 pg/mL, una vez concentrada la
muestra se inyecté en una columna de intercambio i6nico previamente equilibrada con el
buffer de Intercambio idénico (Apéndice), la muestra se eluyé con el mismo buffer y
posteriormente se aplicé un gradiente de NaCl de 0-500 mM para separar de la resina la
proteina que hubiera quedado adherida. Cada fraccibn fue colectada para la
determinacion de concentracion de proteina por el método de Bradford y determinacion
de actividad. Una vez determinadas las fracciones en las cuales las cpm eran altas, éstas
se mezclaron y se concentraron en columnas AMICON® hasta obtener 0.567 pg/mL, que
se inyectd en una columna de Exclusién Molecular (Apéndice). Las fracciones de esta
columna se colectaron y se midio la actividad enzimética que se presenta en la tabla 7 y

Figura 27.
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Tabla 7. Ensayo de actividad Fracciones de Exclusi®  n Molecular (
Fraccion cpm pmol pmol/mg*h
Sobrenadante | 27808 1.29 34.88
30%
Fraccion 4506 0.514 8.03
concentrada
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 -
8 2581 0.286 5.62
9 3320 0.373 2.74
10 32688 2.027 34.75
11 11632 1.35 12
12 4438 0.505 18
13 1916 0.2074 8.14
14 5292 0.607 12.8
15 3239 0.364 65.94
16 0 0 0
17 6010 0.692 58.64
18 1305 0.135 9.93
19 973 0.0958 10.46

Actividad TK. Exclusién Molecular.
(Previo Intercambio 16nico)

revio intercambio i6nico)

70

60

50

pmol/mg*h

30

20

S F 1 2 3 4 5 6

8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

No. De Fracciéon

Figura 27. Actividad especifica de timidina cinasa en fracciones obtenidas por purificacién en una columna

Sephacryl S-200 de Exclusion Molecular.
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Las fracciones 10 (34.75 pmol/mg*h), 15 (65.94 pmol/mg*h) y 17 (58.64 pmol/mg*h) son
las que presentaron un incremento en la actividad de TK comparandose con la fraccion
concentrada que se inyect6 en la columna (Fc, 8.03 pmol/mg*h). Se corrié un gel SDS-
PAGE con las fracciones colectadas y se realizo la transferencia a una membrana de

nitrocelulosa para su posterior deteccién por medio de Western Blot.

PM 8 9 10 11 12 13 PM S30 Fc 8 9 10 11 12 13
250=—
150 ==
150=— 100 ==
100 7
75— :
50— = - 5= ‘ -
-
37— 37
25—
25— W
1 Qe

Figura 28. Gel SDS-PAGE 14% tefiido con azul Coomassie y Western Blot.

En el gel SDS-PAGE no se identificd ninguna banda de 25 a 30 KDa correspondiente al
peso molecular reportado para TK, sin embargo en el Western Blot se observaron 2
bandas de entre 25-30 KDa en las fracciones 9 y 10 lo cual concuerda con lo observado
en la determinacion de actividad de TK para la fraccion 10, no asi para las fracciones 16 y

17 en las cuales no se detect6 banda alguna (no se muestra la transferencia).
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6c. Cromatografia de Afinidad.

Al igual que en los experimentos anteriores se partio de la obtencién del extracto crudo de
coledptilo de aproximadamente 5 o 6 dias de desarrollo, éste se precipito con (NH4),SO,
al 30%, posteriormente se concentré en tubos AMICON® de 10 KDa y la fraccién
concentrada (8.6 pug/pL) se aplicé en la columna de afinidad, previamente equilibrada. Las
fracciones eluidas fueron analizadas mediante la determinacion de proteina por Bradford
a 595 nm y deteccion de actividad de TK.

Fraccion vs. Conc. Proteina (- pg/pl)

Fraocddnws. Qe Prdeina (- ug)
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Figura 29. Concentracion de proteina (595nm) en las diferentes fracciones obtenidas en la Cromatografia
de Afinidad.
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Figura 30. Actividad de TK en fracciones de Cromatografia de Afinidad. A) cpm vs. NUmero de fraccién, B)
pmol/mg proteina*h vs. Namero de fraccion.

Como se puede observar en las figuras anteriores las fracciones 58 y 59 obtenidas
después del lavado con el buffer de elucion suplementado con timidina (1.5 mM),
muestran una elevada actividad de TK, aun cuando la concentracion de proteina en estas
fracciones es minima; lo cual indica que probablemente en esas fracciones se encuentra
concentrada la enzima.
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7. Discusion.

Las proteinas en sistemas biol6gicos raramente actian de forma aislada, la
mayoria de las veces actlian en asociacién con otras para efectuar respuestas celulares
especificas. Estas asociaciones de proteinas pueden llegar a formar dimeros u otros
oligbmeros; la dimerizacion y oligomerizacion de las proteinas pueden conferir diferentes
cambios a nivel estructural y funcional proporcionando ventajas como, mayor estabilidad,
especificidad del sitio activo e incremento en la complejidad generando nuevos sitios de
unién para distintos efectores.

El sitio activo de una enzima es frecuentemente formado como una subunidad en la
interfase la cual resulta en una alta concentracién local de sitios activos y sitios de
actividad enzimatica, bajo la regulacion multifacética de la oligomerizacién. De esta simple
forma, la funcién de la oligomerizacibn es un mecanismo general para determinar la
concentracién de proteina. Un incremento en la concentracién por encima del umbral de
oligomerizacién puede ser un estimulo para la activacién enzimatica; de manera similar la
desactivacién puede ocurrir cuando los niveles de la enzima decaen. En adicién a la
respuesta de la concentracion de proteina la formacion de dimeros se usa también para
regular la actividad enzimatica.

La generacion de nuevas formas intermoleculares puede también producir sitios de
regulacion alostérica, permitiendo la unién de algun cofactor o facilitando la cooperatividad
positiva (Marianayagan et al., 2004). Debido a que se ha demostrado que la timidina
cinasa de mamiferos forma un homodimero con una transicion a homotetramero
dependiente de ATP, nos preguntamos si esta caracteristica es compartida por la timidina
cinasa de plantas. Un primer paso para responder esta pregunta es la purificacion de la
enzima, que fue en lo que se centr6 este trabajo. El primer paso fue seleccionar el tejido
gue sirviera como fuente abundante de enzima y encontramos que tejidos con meristemos
en proliferacibn como coledptilo y radicula contenian actividad enzimatica mas alta que
tejidos diferenciados. Estos tejidos resultaron convenientes pues se desarrollan durante la
germinacion de la semilla y se puede obtener varios gramos de tejido a partir de 30 a 50
semillas. Esto contrasta con experimentos anteriores realizados en apice de ejes
embrionarios de maiz en el que se demostrd la relacion entre la sintesis de DNA y la
actividad enzimética de TK (Suzuri Hernandez, 2006) pues de este tejido se obtiene una
cantidad baja de proteina. El fraccionamiento con sulfato de amonio resulté en un
moderado enriquecimiento de la proteina pues la actividad enzimética solamente se pudo

detectar consistentemente en el sobrenadante de la fraccion precipitada con sulfato de
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amonio al 30%, que fue utilizado para iniciar el siguiente paso en la purificacién de la
enzima.

La timidina cinasa de maiz resulté ser una enzima poco estable pues observamos pérdida
completa de actividad pocos dias después de obtener los extractos crudos, incluso en el
paso de fraccionamiento con sulfato de amonio y desalado. Una aportacién importante de
este trabajo fue encontrar las condiciones para estabilizar la enzima pues se observo que
al incluir albumina sérica bovina (1%) en el ensayo de actividad, se estabiliza la enzima, y
se pudo medir la actividad enziméatica.

Ademas de incluir un agente estabilizador de la enzima, se aplicaron diferentes protocolos
de purificacion para TK, incluyendo entre ellos: Cromatografia de Exclusién Molecular con
la cual se logré determinar una masa molecular de (26KDa) que corresponde a lo
reportado para el monémero de TK (25 — 30 KDa); ademéas de Intercambio Iénico y
Cromatografia de Afinidad. A continuacidon se muestra una tabla que incluye algunos de
los resultados mas sobresalientes de los métodos de purificacion aplicados a la enzima,
es importante resaltar que cada método se realiz6 de manera independiente y solo se

muestra la comparacion entre la eficiencia de los diferentes métodos empleados:

Fraccién y Paso de Proteina Actividad especifica
Purificacion ()} (pmol/mg*h)

1. Extracto Crudo 660 30

2. SN (NH,4),S0,4 (30%) 292 32.9

3. Exclusién Molecular 92 25.12

4. Exclusién Molecular previo 77 34.75
Intercambio 16nico

5. Cromatografia de Afinidad 9.6 35

Cada método de purificacion muestra resultados importantes, pero en cada uno de ellos
se perdi6 mucha actividad, aun con el agente estabilizador (BSA); sin embargo, los
resultados mas alentadores se obtuvieron con la cromatografia de afinidad, pues,
mediante ésta se logré eliminar una gran cantidad de proteinas inespecificas. Quizéa la
Unica falla que presenta este Ultimo protocolo, es que no se observa un enriquecimiento
en la actividad de TK al ser purificada, sin embargo ésta se conserva; una explicacion a
esto se puede relacionar con la cantidad de ligando especifico unido a la resina, ya que

ésta ultima no fue saturada completamente con el ligando especifico para la enzima, por
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lo cual una gran porcion de ésta pudo haber sido eliminada en lavados previos,

reportandose Unicamente la actividad de la enzima que se logro unir al sustrato.

De acuerdo a lo observado en todos los experimentos realizados se puede proponer un

protocolo de purificacion que incluya un paso de precipitacibn con sulfato de amonio

(30%), seguido por cromatografia de exclusion molecular para concluir con un paso de

cromatografia de afinidad. Las condiciones de este ultimo paso se tendran que optimizar,

como incrementar la concentracion de 5-amino deoxitimidina.

Si bien aun faltan experimentos para concluir este proyecto el avance en el desarrollo de

un protocolo de purificacion es muy importante, puesto que brinda parametros (tejido

Optimo, estabilizacion, condiciones de precipitacion y concentracién, etc) importantes para

la implantacion de éste como una herramienta en posteriores ensayos.

Se han reportado diversos procedimientos de purificacion para Timidina cinasa de

mamiferos, obteniéndose diferentes grados de purificacion que van desde 3250 hasta 67

veces, al compararse con el extracto crudo de partida (como se muestra en la siguiente

tabla).
Referencia Agentes estabilizantes Rasos de purifica  cién Magnitud de actividad
especifica
Sherley & Digitonina 0.8 mg/mL en el | 1) Cromatografia Extracto :
Kellya, 1988. | buffer de extraccion y otras | CM-Sefarosa 0.1 u/mg
J. Biol. soluciones. 2) Cromatografia Sefarosa- | CM-Sepharose
Chem.. Timidina 25 uM en el timidina 0.43 unidad/mg
buffer de elucién de 3) Filtracion en gel Bio-Gel Thd-Sepharose
cromatografia en filtracion | P300 y Bio-Gel A-0.5 325 unidad/mg
en gel
Purificacion de 3250X
Lee & Glicerol 10% en el buffer 1)Fraccionamiento con Extracto: 0.076u/mg.
Cheng, 1976. | de extraccion y en el sulfato de estreptomicina. 1) 0.051u/mg.
J. Biol. bufffer de elucién de 2)Fraccionamiento con 2) 0.125u/mg
Chem. 251. cromatografia de afinidad. | (NH4),SO,, 3) 183.7u/mg
DTT 5mM en el buffer de 3)Cromatografia de Afinidad
elucion de cromatografia con timidina unida a la Purificacion de 2417X.
de afinidad. matriz.
Cheng & Glicerol 10% + 1)Fraccionamiento sulfato Extracto crudo:
Ostrander, 0.15M KCI en el | de estreptomicina. 1.0 nmol/min/mg
1976. sobrenadante obtenido. 2)Fraccionamiento Sulfato
J. Biol. 3mM DTT de Amonio. 1)0.95 nmol/min*mg
Chem. 2000'M dThd. En el buffer | 3)Columna de Afinidad 2)1.41 nmol/min*mg
de elucion de 3)67.2 nmol/min*mg
cromatografia de afinidad.
Purificacion de 67X.
Yoval, S.B. DTT 1 mM + 1) Proteina concentrada 1) 35.4 pmol/mg*h
2008 dThd 1.5 mM en el buffer 2) Cromatografia de

de elusién de
cromatografia de afinidad.
BSA 1% en el ensayo de
actividad.

Afinidad

2) 35 pmol/mg*h
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Si bien los protocolos de purificacion reportados para TK de mamiferos dieron una pauta,
no se aplican completamente a la purificacion de TK en plantas. Casi siempre el
comportamiento y la actividad de una enzima varian segun su localizacion celular en el
mismo sistema bioldgico, por lo tanto al cambiar de un sistema biol6gico a otro es de
esperarse un comportamiento diferente. Se observé esta variacion en la estabilidad de la
enzima, aun usando agentes estabilizadores, las fracciones eluidas no mantienen su
actividad por mucho tiempo, lo cual hizo dificil encontrar las condiciones necesarias para
la purificacion de la misma.

En plantas, todas las enzimas que participan en la sintesis de novo de nucleétidos de
pirimidina se localizan en los plastidios, donde se lleva a cabo este proceso, mientras que
la sintesis de nucleotidos de purina ocurre en el citosol (Sugiura y Takeda, 2000) .
Asimismo, la secuencia de aminoacidos de la TK1 de maiz contiene una secuencia en el
extremo amino que podria funcionar para su transito al cloroplasto (Suzuri, 2006). Esta
localizacion subcelular se podria probar experimentalmente y de confirmarse se podra
aprovechar esta informacion para disefiar un protocolo de purificacion de la TK de plantas.
Asi, un primer paso implicaria el aislamiento de los plastidios de los coleéptilos de maiz y
la purificacion de la enzima a partir de estos.

Al comparar los protocolos reportados para TK en otros sistemas biolégicos, el
resultado parece pobre en términos de purificacion; sin embargo, este trabajo establece
algunas condiciones para continuar la tarea de la purificacién de la enzima. Hasta la fecha
no se ha reportado ningun protocolo de purificacion de esta enzima en plantas.

Con la experiencia obtenida en este proyecto, se propone un esquema general de

purificacién que podria incluir los siguientes pasos:

62



Discusion

Sembrar 30 a 50
semillas de maiz
durante 6 dias prox.

1.Obtener coledptilos,
2. Lavar y desinfectar con
H,O destilada.

Aislar plastidios y lisarlos

Obtener Extracto crudo

Concentrar proteina
en filtros AMICON®

Saturar la resina con el
ligando

Inyectar la proteina concentrada en
una Cromatografia de Afinidad con el
ligando 5’ -amino-deoxitimidina.

Eluir:
1. Con buffer de fosfatos pH=7
2. Con buffer de fosfatos
suplementado con Timidina

Colectar fracciones y determinar
actividad.

Correr un gel SDS-PAGE vy realizar
Inmunodeteccidn, para verificar la
pureza de la proteina.

Colectar la fraccion o fracciones que
contienen actividad de TK e inyectar
en una columna de Exclusién
Molecular.
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8. Conclusiones.

1) Es muy importante establecer las condiciones para estabilizar a una proteina en el
momento de ser purificada.

2) Un protocolo de purificacion que incluya precipitacion con sulfato de amonio
seguido de una cromatografia de exclusiébn molecular y cromatografia de afinidad
podrian componer un protocolo adecuado para la purificacion de la timidina cinasa
de plantas.

3) A partir de este protocolo se pueden iniciar los ensayos posteriores para la

determinacion del estado de oligomerizacién de la enzima.
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8. Apéndice.

1. Buffer de reaccién TK.

Este buffer debe prepararse inmediatamente antes de realizar el ensayo.

1a. Solucién de reaccion:

TRIS. 100 mM
MGCloeiie i, 10 mM
NaF....cooo e, 10 mM

1b. Transferir 10 ml de la solucién de reaccién a un tubo Falcon® y adicionar 0.00551 g de ATP

(conc. Final 10 mM) a la solucion de reaccién.

1c. Reemplazar 1.43 pl de la solucién de reaccion por el mismo volumen de 2-b-mercaptoetanol.
(Conc. Final 2 mM).

Nota: por cada reaccion se utilizan 500  pl de amortiguador.

2. Buffer de Homogenizacion.

2a. Solucién de Homogenizacion para la extraccion d e proteinas:

La composicion del buffer de homogenizacién es: Tris 70 mM, pH 7.5, MgCl, 1 mM, KCI 25mM,
Na,EDTA*2H,O 5mM pH 8.0, sacarosa 0.25 mM, B-mercaptoetanol 15 mM, Triton X-100 0.1%
(VIV) y 40 pl de soln. stock del coctel de inhibidor de proteasas Complete™ (Boehringer) por cada
ml de amortiguador.

(La solucién stock de inhibidor de proteasas se prepara disolviendo una tableta de 0.08 g en 2 ml
de PBS 1X o H,O desionizada estéril. La solucion se reparte en alicuotas de 300 pl (volumen

suficiente para preparar 7.5 ml de amortiguador) y se almacena a —20C.

Para preparar 10 ml de amortiguador de Homogenizacion:
1) Adicionar a 9.16 ml de amortiguador (Tris 70 mM, pH 7.5, MgCl, 1 mM, KCI 25mM,
Na,EDTA*2H,0 5mM pH 8.0):

¢ 0.9 mg de sacarosa.

10.5 pl de B-marcaptoetanol.
e 10 pl de Tritén X-100.

400 pl de solucion stock de inhibidor de proteasas.

¢« 1 mL de glicerol 99%-+.
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2b. Solucién stock de Inhibidor de proteasas.

La solucién stock de inhibidor de proteasas se prepara disolviendo una tableta en 2 mL de PBS 1X
0 H,O desionizada. La solucion se reparte en alicuotas de 300 pl (volumen suficiente para

preparar 7.5 ml de amortiguador y se almacena a —20C).

3. Soluciones para el Gel SDS-PAGE.

3a. Solucidén A. (stock de Acrilamida, 100 mL).

Acrilamida...............ccceeeee 29.2¢g
Bis-acrilamida.................. 0.8g

Adicionar agua desionizada hasta 100 mL y agitar hasta disolver completamente.

Nota: estable por meses a 4<C.

3b. Solucién B. (Buffer de separacion 4X, 100 mL).

TRIS-HCIpH 8.8, 75 ML 2M ....ccoevvviieee 1.5M
SDS 4 ML 10%0.....uuvurerernrnrreiiiererrrrereeeeeeeeeeeeeeeens 0.4%
HoO ChP oo 100 mL

Nota: estable por meses a 4<C.

3c. Solucion C. (Buffer de concentraciéon 4X, 100 mL ).

TRIS-HCIpH 6.8, 50 mL 1IM..........c.cevnenen. 0.5M
SDS 10% 4 ML ceiniiiie e, 0.4%
HoO C.D.P. e, 100 mL

Nota: estable por meses a 4<C.

3d. Persulfato de Amonio 10%.

Persulfato de Amonio ..........cccoeveviiiciinnnnnn 0.5¢
HoO e 5mL
Nota: estable por meses a 4.

3e. Buffer de Electroforesis.

TRIS. .o 25 mM
(€] [Tox ] F= 192 mM
SDS . 0.1%
HoO C.hbp. oo, 1L

Nota: pH 8.3 aproximadamente, estable a temperatura  ambiente por tiempo indefinido.
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3f. Buffer de corrida 5X.

TRIS-HCIpH 6.8, 0.6 mL 1M ..............eeee. 6 mM
Glicerol 50% 5mL ..o 25%
SDS 10% 2 ML .t 2%
2-mercaptoetanol 0.5 mL ...................ee. 14.4 mM
Bromofenol 1% I1mL .........ccovveiiiiiiiiiiiiiiiins 0.1%
HoO C.hP. oo 10 mL

Nota: estable por meses a —-20<C.

4. Solucion de Bloqueo. Western Blot.

Leche en polvo descremada ..................... 5%
TWEEN 20 ... 0.6%
PBS 1X oo 10 mL

TRIS oo 25 mM
(] [Tor ] F= N 192 mM
MEOH 1090 ...coeeeeiveeviee e 100 mL
H20 C.h.p. e 1L

6. Solucién Reveladora. Western Blot.

Kodak GBx developer and Replenisher..................... 103 mL de solucién y diluir con 473 mL de

H,O destilada.

7. Liquido de Bray.

PPO (2,5-difenildiazol) ..........ecuvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeee e 49
POPOP (1,4-bis[2-(4-metil-5-feniloxazol)]-benceno .......... 029
NaftalenO ... 60 g
Etilénglicol ..., 20 mL
MELANOI ... 100 mL
DioXano C.b.p. .o, 1L

8. Buffer de eluciéon. Exclusiéon Molecular.

NaPO,4 (MONObASICO) .......cevvevveiiiaenen, 1.32¢g
NaPO, (dibAsiCO) .....vevveveeiiiiiiiiieeeee 571¢
NN = 1 PP 292¢
HoOChp. oo, 500 mL
Ajustar a pH 7.4

B-mercaptoetanol ............ccccveveeenenns 125 ul

100 mM NaPO,4 pH 7.4 / 100 mM NaCl / 0.025% [3-mercaptoetanol.

9. Buffer de equilibrio y elucién. Intercambio 16ni co.

NaHPO4 oo, 0.52¢g

NaHPO, ..o e 2.29¢

EDTA o 744 mg

H20 C.b.p. oo, 2L

Ajustar pHa 7.0

B-mercaptoetanol ...........ccccceeveveeennnnns 300 pL (0.025%).
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10. Buffer de equlibrio y elucion. Cromatografia de Afinidad.
NaHPO, ..o 10 mM

EDTA i, 1mM

Ajustar a pH 7.0

[B-mercaptoetanaol ............. 0.025%

Nota: para la elucion de Timidina cinasa el buffer se suplemento con 1.5 mM de Timidina.

11. Curva patron de alubmina sérica bovina (BSA) pa ra la determinacion de proteina.

Se realizaron modificaciones a la curva patron original, pues cuando se determin6 concentracion
de proteina de las fracciones obtenidas en cada una de las cromatografias éstas eran muy bajas y

no entraban en la curva patron.

Stock de partida: 0.3 pg/ pl de BSA.

BSA BSA Buffer de Bradford H,O
(V) () Extraccion () ()
(M)

1 Blanco 0 0 - 1000
2 Blanco 0 0 200 800
3 Blanco 0 10 200 790
4 0.5 1.66 0 200 798.34
5 1.0 3.33 0 200 796.67
6 15 5 0 200 795
7 2.0 6.66 0 200 793.34
8 2.5 8.33 0 200 791.67
9 3.0 10 0 200 790
10 3.5 11.66 0 200 788.34
11 4.0 13.33 0 200 786.67
12 4.5 15 0 200 785
13 5.0 16.66 0 200 783.34

12. Curva Patrén Timidina [ °H] para convertir com a pmol.

Concentracion cpm pmol
(pmol/ pl)
9.25 633 548 92.5
4.62 322 928 46.2
2.31 204 089 23.1
1.15 93 807 11.6
0.57 51 282 5.7
0.28 25 566 29
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Rango Bajo de cpm. Rango Alto de cpm.

Curva Patrén Timidina [3H

y=8449.2x +163.15 200000 -
R=1 100000

Curva Patrén Timidina 3[H]

y =6685.5x + 19132
R=0.9955

12b. Actividad especifica [ *H].

Actividad especifica = 54 Ci/ mmol
Concentracion = 1 mCi/ mL
entonces: (0.001 Ci/mL)* 0.01 mL = 1X10° Ci
por lo tanto:

54 Ci 1 mmol

1X107° Ci

v

v

1.85X10"mmol X (10° pmol/1 mmol) = 185 pmol

x = 1.85X10”" mmol

13. Modificacion a las condiciones de inmunodetecci on por Western Blot .

250— ' 250
100=— i 100
75— 75
50 == 50
37— 37
25— i E 25
20_' 20
10— o 10
Tiempo de exposicion 3 minutos. Tiempo de exposicion 6 minutos.
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a)
b)

d)

Se us6 como ler. Anticuerpo el anticuerpo purificado en una dilucién 1:1000.

Los lavados se redujeron a 5 minutos cada uno.

El segundo lavado después de la exposicion al ler. Anticuerpo se realizé con PBS
2%.

El segundo anticuerpo se incub6 durante 2 horas.
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