O
©
O
| -
@)
i’
V)
@
al
D
@
)
O
©
-
e
)
LLI
D
©
@
-
-
-
D
O

UNIVERSIDAD DE JAEN
Centro de Estudios de Postgrado

Trabajo Fin de Master

MODULACION POR ESPECIES
DE NITROGENO REACTIVO DE
LAS LIPOXIGENASAS EN
ARABIDOPSIS THALIANA

Alumno/a: Pacheco Carrillo, Ivan

Tutor/a: Prof. D. Jose Rafael Pedrajas Cabrera
Cotutor/a: D.2 Maria de las Nieves Padilla Serrano

Departamento de Biologia Experimental

Julio, 2018



UNIVERSIDAD DE JAEN
Centro de Estudios de Postgrado

Trabajo Fin de Master

MODULACION POR ESPECIES
DE NITROGENO REACTIVO DE
LAS LIPOXIGENASAS EN
ARABIDOPSIS THALIANA

Pacheco Carrillo, Ivan
Tutor/a: Jose Rafael Cotutor/a: M2 de las
Pedrajas Cabrera Nieves Padilla Serrano

O
©
O
| -
@)
i’
V)
@
al
D
@
)
O
©
-
e
)
LLI
D
©
@
-
-
-
D
O




INDICE

1.

2.

RESUMEN/ABSTRACT ..ttt ettt et e ettt e e eeean 1
INTRODUGCCION. ...t e 2
2.1. Arabidopsis thaliana. ... ..o 2
2 R 0 3 o (o W e 11 4 ToTo I € N (@ ) R 3
2.2.1. Funciones fisiolégicas del éxido nitrico (NO)..........ccooviiiiiiiiiiiienn, 6
2.2.2. Maodificaciones post-traduccionales por RNS.............cooiiiiiiiiinnn, 7
2.2.3. Papel del S-nitrosoglutation (GSNO)..........cociiiiiiiiiii e, 9
2.3. LiPOXIGENASAS. ... ettt 11
2.3.1. Papel fisiologico de 1as lipoXigenasas. ........c.coeovuiiiiiiiiiiiiieeea 13
(@] 2 1 1 1 15
MATERIAL Y METODOS. ... ttiieet ittt ettt 16
4.1. Material vegetal: cultivos celulares de Arabidopsis thaliana........................... 16
4.2. SINESIS dE GSNO . ... 17
4.3. Sintesis de Acido lINOIENICO. ..o 18
4.4, Obtencion de extractos de cultivo celular..............oooiiiiiiiii 18
4.5. Determinacion de actividad enzimatica............cocoeiiiiiiiiiii e 19
45.1. Determinacion de actividad lipoXigenasa...........c.ccoeviiiiiiiieieiniiiieieeeeeen, 19

4.5.2. Determinacién de actividad lipoxigenasa de extractos de
cultivos celulares tratados con GSNO............cooiiiiiiiii e, 19

4.6. Determinacion de Proteinas. ......c.o.e. e 20

4.6.1. Determinacién de la concentracién de proteinas del extracto
mediante Bradford. ..., 20

4.6.2. Determinacion de cantidad de proteinas por BCA............cciiiiiiiiiiinin, 20

4.7, Deteccion de proteinas nitrosiladas mediante la técnica

del DIOtIN-SWILCR. .. ..o s 21
4.7.1. Tratamiento de los cultivos celulares...........oooviiiiiiiiii s 22
4.7.2. TEécnica DIiotiN-SWITCN. ...t 22

4.8. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE).........oiiiiiiiiii e 24



4.9, W ESTEIN-BIOL. ..o e 25

4.9.1. Transferencia semiseca de proteinas tras electroforesis........................ 25
4.9.2. Bloqueo e inmunodeteccion por quimioluminiscencia...................c........ 26
B, RESULTADOS. ...ttt et e et e 27
5.1 Alineamiento de lipoxigenasas de Arabidopsis thaliana................................ 27

5.2. Determinacién de actividad lipoxigenasa en extractos
de cultivos celulares tratados con GSNO............c.covviiiiiiiiiieae, 30

5.3. Determinacion de la nitrosilacién de proteinas en

extractos de cultivos celulares tratados con GSNO............cooiiiiiiiiiiiiinn 32
B. DISCUSION. .. ..ot 34
7. CONCLUSIONES. ... ottt et et e e eneas 36
8. BIBLIOGRAFTA. ... ittt 37
9. RESUMEN ASIGNATURAS CURSADAS DEL MASTER...........cooovviiiiiiiiiiiceeeeee 43
L0, GV i e e 47

AGRADECIMIENTOS

Durante la realizacion de este trabajo he estado rodeado de multitud de personas que de una
forma u otra han contribuido a que lo pudiese realizar en las mejores condiciones posibles.
Por eso he de otorgarles mi mas sincero agradecimiento.

En primer lugar, quiero agradecer enormemente el esfuerzo a mi supervisora D.2 Maria de las
Nieves Padilla Serrano, por su orientacién cientifica, su continuo aporte de ideas, y por la
inversion de su tiempo en mi, sin duda lo mas valioso de este mundo.

A los comparieros del laboratorio de bioquimica y biologia molecular (grupo BIO-286, dirigido
por Juan Bautista Barroso Albarracin), ya que siempre han prestado su colaboracién vy
atencion cuando los he necesitado: Raquel, Juan Carlos, Lorena, Antonio, Mounira, Paco,
Rubén, Vanesa, Maria, Jose Rafa, Salomé, Jesus.

A todos los compafieros/amigos del master en biotecnologia y biomedicina, gracias por tanto
en tan poco tiempo.

Al director del master, Juan Peragdn Sanchez, por recomendarme la inscripcion en él, y por
ser siempre una persona amable y gentil.

Con especial hincapié: infinitas gracias a mis padres y hermano, pilares fundamentales de lo
gue hoy soy, sin ellos estas palabras jamas hubiesen sido escritas.

Por todos mis amigos que se hallan repartidos en casi todas las coordenadas de la geografia.






1. RESUMEN/ABSTRACT

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre gaseoso que participa en un amplio rango de funciones

celulares como son el crecimiento y desarrollo de las plantas.

El-NO y las moléculas que derivan del mismo se conocen como especies de nitrégeno reactivo
(RNS), que en funcién de su concentracion en la célula, pueden actuar como moléculas
sefalizadoras en modificaciones post-traduccionales (S-Nitrosilacion o nitracion de tirosinas

proteicas) o bien, generar efectos toxicos y perjudiciales para la planta.

En este trabajo hemos analizado el efecto nitrosativo que producen las RNS como es el GSNO
(S-Nitrosoglutation) a distintas concentraciones para observar la nitrosilacion que se genera
en los aminoacidos de cisteinas de las enzimas lipoxigenasas que estan presentes en
extractos celulares de Arabidopsis thaliana. Para ello, se utilizaron técnicas
espectrofotométricas para medir actividades enzimaticas, el ensayo biotin-switch y western-
blotting.

Los resultados de este estudio indicaron modificaciones en la actividad de las enzimas
lipoxigenasas que disminuia cuando incrementdbamos los niveles de GSNO, pudiendo

observarse un estrés nitrosativo a altas concentraciones de esta RNS.

Nitric oxide (‘NO) is a gaseous free radical that participates in a wide range of cellular functions

such as the growth and development of plants.

‘NO and the molecules derived from it are known as reactive nitrogen species (RNS), which,
depending on their concentration in the cell, can act as signaling molecules in post-
translational modifications (S-Nitrosylation or nitration of protein tyrosines ) or, generate toxic

and harmful effects for the plant.

In this work we have analyzed the nitrosative effect produced by RNS such as GSNO (S-
nitrosoglutathione) at different concentrations to observe the nitrosylation that is generated in
the amino acids of cysteines of lipoxygenase enzymes that are present in cellular extracts of
Arabidopsis thaliana. For this, spectrophotometric techniques were used to measure

enzymatic activities, the biotin-switch assay and western-blotting.



The results of this study indicated modifications in the activity of the lipoxygenase enzymes
that decreased when we increased GSNO levels, being able to observe a nitrosative stress at

high concentrations of this RNS.

Keywords: Arabidopsis thaliana, biotin-switch, GSNO, lipoxygenase, S-nitrosylation.

2. INTRODUCCION
2.1. Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana es una planta de caracter herbaceo, clasificada dentro de la familia
Brassicaceae y perteneciente a la especie crucifera. Comparte familia con una gran variedad
de especies de interés agricola como es la col, el nabo, el rdbano, la mostaza, la rdcula,
etcétera, de ahi el gran interés que suscita su estudio. Es autoctona de Asia, noroeste de
Africa y Europa, predominando fundamentalmente en los bordes de los caminos y suelos

secos que estén sin apelmazar — (Proyecto Anthos, Universitat de Barcelona).

Tiene las caracteristicas de ser una planta anual, con un ciclo relativamente breve que dura
menos de un afio, y cuya altura puede llegar a valores de 10-30 cm sin incluir la raiz. Posee
un tallo erecto cubierto por pelos ramificados que desapareceran cuando nos acercamos a
las inflorescencias; las hojas son simples, ovales o elipticas, con los bordes enteros, por lo
gue pueden diferenciarse en hojas basales y caulinares; posee flores hermafroditas que se
componen de cuatro pétalos blancos que forman inflorescencias en racimos, situados en los
extremos de las ramas o del tallo; tienen un fruto que es una silicua linear, que podemos
encontrar en el interior de las flores y que tiene una forma cilindrica, poco curvada y sin pelos,
en cuyo interior puede albergar unas 30 semillas que se dispersaran por el viento cuando se

abra la silicua madura - (Blamey y Grey-Wilson, 1989).

Por otro lado, Arabidopsis thaliana no es una especie de gran interés agricola, pero
proporciona importantes avances en la investigacion basica llevados a cabo en las areas de
biologia molecular y genética, debido al conocimiento que se tiene de la completa
secuenciacion de su genoma desde el afio 2000, que estd compuesto por 25498 genes. Es
por ello que Arabidopsis thaliana es considerada como una especie modelo en investigacion
molecular, ademas de por tener mapas genéticos y fisicos de sus 5 cromosomas, su ciclo de
vida relativamente corto, su alta produccion de semillas, su facil mantenimiento en un medio
de cultivo idoneo, la existencia de multiples lineas mutantes, y la participacion de numerosas

instituciones y laboratorios interesados en mejorar su enfoque - (Meyerowitz, 1989).



Figura 1. Arabidopsis thaliana en el habitat natural.

Proyecto Anthos/Universitat de Barcelona.

2.2.  Oxido nitrico (NO)

El éxido nitrico o también hallado como monéxido de nitrégeno (‘NO), es un gas inorganico e
incoloro, de pequefio tamafio, que tiene propiedades como la de ser un radical libre debido a
la presencia de un electrén desapareado en su orbital externo, lo que nos indica su alta

capacidad reactiva - (Stamler et al., 1992).

N + O - 0= :I:«I::FD

Figura 2. Molécula de 6xido nitrico — (Centelles et al., 2004).

El ‘NO presenta unos valores medios de vida significativamente pequefios que oscilan en
torno a los 10 segundos, pudiendo ser soluble en agua y algo mas soluble en solventes
organicos, de ahi que pueda llegar a todas las zonas de la planta, desde la raiz hasta la parte
mas superficial, que dependiendo de la especie que se trate y el momento de su crecimiento,
hablaremos de hojas o flores (frutos) - (Stamler et al., 1992; Hughes, 1999; Wojtaszek, 2000).

El-NO es formado a partir de la oxidacion del atomo de nitrégeno terminal del grupo guanidino
del aminoé&cido L-arginina que dara L-citrulina y ‘NO, gracias a la accion de la enzima oxido
nitrico sintasa (NOS). Para que esta reaccién tenga lugar, necesitamos también la presencia

de calmodulina (CaM), un grupo hemo y 4 cofactores como son el flavin mononucle6tido



(FMN), flavin adenina dinucleétido (FAD), tetrahidrobioptenina (THB) y de nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH) - (Palmer et al., 1988).

N,H th H,N n oH H,N D

MADPH MADP" 1/2 MADPH 1/2 NADP*
l\~IH

o0

L-arglnlna h-’-hldrn}.\cl-L-arg inina L-cltrullna

Figura 3. Reaccion de la 6xido nitrico sintasa (NOS), que produce 6xido nitrico y L-citrulina a
partir de L-arginina — (Centelles et al., 2004).

Es logico que el oxido nitrico busque distintas conformaciones estructurales que sean
energéticamente mas favorables, existiendo 3 especies distintas en funcion de la ganancia o
pérdida de un electrdn, teniendo finalmente la formacion de un anién nitrosilo (NO) o cation

nitrosonio (NO™), que tendran compaosiciones fisico-quimicas distintas — (Astier et al., 2011).

El 6xido nitrico se encuentra en elevadas proporciones en tejidos en fase de crecimiento como
es el eje embrionario y los cotiledones, teniendo por el contrario los niveles mas bajos en

6rganos senescentes y maduros — (Beligni y Lamattina, 2001).

La produccién de 6xido nitrico en plantas puede desempefiarse por procedimientos

enzimaticos y no enzimaticos.

Aquellos procedimientos no enzimaticos de produccion de NO son la reduccion de NO, a NO
se lleva a cabo con un pH &cido, reacciones que pueden verse beneficiadas si existen
compuestos reductores como el acido ascorbico o el glutation - (Bethke et al., 2004). O bien,
mediante la reduccién llevada a cabo por la luz solar que pasara el NO, hacia la formacion
de NO en la que intervienen compuestos tales como los carotenoides - (Durner y Klessig,
1999).



Los procedimientos o vias enzimaticas de sintesis de 6xido nitrico son los que proporcionan

la mayoria de NO a la planta, y podemos visualizar las siguientes fases:

Rutas dependientes de nitrito. En las plantas, el nitrito como norma general se
reduce a amonio por la enzima nitrito reductasa (NiR) en la membrana
plasmatica, pero a su vez esta enzima esté encargada de la produccion de NO.
Otra enzima que puede encargarse de la reduccion del nitrito es la nitrato
reductasa (NR), pero genera menos NO que la anterior, aunque éste esta
implicado en el cierre de los estomas, en la respuesta de la planta a sobre los
agentes patdgenos que inciden en ella, en la respuesta al estrés osmatico, y
en el desarrollo de las flores o la induccion de raices laterales. Por ultimo, en
el peroxisoma también se pueden encontrar otro tipo de enzimas como es la
xantina-oxido-reductasa (XOR) que también puede reducir el nitrito a NO —
(Godber et al., 2000).

Rutas dependientes de arginina. En plantas se genera L-citrulina a partir de L-
arginina, mediante la accién de los cofactores presentes en la enzima éxido
nitrico sintasa (NOS) como son el FAD, FMN, BH4, calmodulina, Ca*?, oxigeno
y NADPH, y que a partir de la generacion de esa L-citrulina, se podra obtener
el NO. Ese NO formado actuard como molécula mensajera - (Corpas et al.,
2001).

Figura 4. Sintesis enzimatica de NO. NR:nitrato reductasa. XOR: xantina-

oxido-reductasa. NOS: Oxido nitrico sintasa de plantas.



2.2.1. Funciones fisioldgicas del NO.
Tiene funciones tan importantes en la planta como son fomentar su desarrollo y crecimiento,
inducir la germinacién de la semilla, regular el metabolismo de la planta y su senescencia,
inducir la muerte celular, regular el movimiento estomatico, regular la fotosintesis, desarrollar

las flores y la dominancia apical, ademas de un largo etcétera — (Corpas, 2006).

Dependiendo de su concentracion en la célula, puede tener efectos toxicos o actuar como
molécula sefial - (Neill, 2003; Del Rio et al., 2004).

El NO actiia como molécula sefial en multiples procesos de cardcter bioldgico, como cuando
la planta lucha frente a situaciones de estrés o en la codificacion de proteinas relacionadas
con la transduccién de sefiales, donde también puede interferir en la expresion de algunos
genes que guardan una estrecha relacién con el estrés oxidativo - (Begara-Morales et al.,
2014).

Hay ejemplos de la funciéon del NO como molécula sefializadora, como pueden ser su accion
durante la induccién y desarrollo de la respuesta hipersensible de la planta en la interacciéon
panta-patégeno - (Durner et al., 1998), su papel en el proceso de lignificacién de la pared
celular - (Hong et al., 2008), incluso su presencia aumenta el nivel de acido salicilico (SA),
que es una molécula sefal de la resistencia sistémica adquirida (SAR) - (Klessig et al., 2000),
por lo que, tanto el NO como el acido salicilico tienen la potestad para inhibir de forma
reversible la catalasa y la ascorbato peroxidasa, regulando asi los niveles de peroxido de
hidrégeno durante la respuesta de la planta a situaciones de estrés - (Clark et al., 2000). El
NO activa a los genes de defensa (fenilalanina amonio liasa, PAL) y a proteinas relacionadas
con la patogénesis en Arabidopsis. Esta inmerso en las respuestas de defensa de la planta
relacionadas con el 4cido jasmonico - (Huang et al., 2004); lleva a cabo las respuestas de las
plantas a estreses abidticos como son el estrés osmotico, la salinidad, la exposicion a altas y
bajas temperaturas, la radiacion ultravioleta, la exposicion al ozono, metales pesados y las

heridas; y esta relacionado con la muerte celular programada - (Neill et al., 2003).

A su vez, este gas presenta naturaleza lipofilica, por lo que es una buena molécula para
atravesar las membranas celulares y de esta manera reaccionar con otras macromoléculas
como proteinas, lipidos o acidos nucleicos, desempefiando distintas funciones — (Corpas et
al., 2009c, 2011).

Organismos como las plantas se encuentran afectados por los cambios que se producen en

el medio ambiente, y al carecer de aparatos locomotores para poder desplazarse y huir de



dichos cambios que le perjudican, pueden ver afectado su desarrollo y crecimiento

considerado como normal u 6ptimo — (Tesis doctoral Juan Carlos Begara, 2011).

Por tanto, se conoce como estrés a un conjunto de respuestas bioquimicas o fisioldgicas que
estan presentes en un organismo a diferentes niveles con respecto a los observados en
condiciones ¢ptimas. En plantas, a diferencia de lo que ocurre en mamiferos, hay menos
informacion sobre como el 6xido nitrico genera estrés nitrosativo. Dicho estrés va a generar
en la planta alteraciones en el metabolismo celular y la expresién génica, hasta cambios en el
crecimiento y rendimiento de los cultivos, y todas estas respuestas van a depender de la edad
de la planta, la especie, el genotipo, ademas de la duracién e incidencia del estrés — (Bray et
al., 2000).

EI NO es una RNS muy reactiva, por lo que puede dafiar y matar a las células de las plantas
por diversos mecanismos como son la inactivacién de los diferentes complejos de la cadena
respiratoria - (Brown, 1999), el dafio a proteinas y lipidos - (Prescott, 1999) y la inhibicién de
la sintesis proteica o el ADN - (Bundy et al., 2000).

2.2.2. Modificaciones post-traduccionales por RNS .
El 6xido nitrico lleva a cabo su accion mediante modificaciones post-traduccionales (PTMs),
tales como la S-nitrosilacién de cisteinas y la nitracion de tirosinas, triptéfano y fenilalanina

que pueden maodificar la funcion de las proteinas diana - (Astier y Lindermayr, 2012).

La S-nitrosilacion de cisteinas es una PTMs que consiste en la adiccién de un grupo ‘NO a un
grupo tiol de un aminoacido de cisteina que llevara a la formacién de un S-nitrosotiol (SNOSs)
distinto a la RNS de partida. Dicha modificacion puede afectar a la funciéon que la proteina
tenia previamente, donde encontramos a quinasas, proteinas estructurales, proteasas,

canales idnicos, factores de transcripcion, entre otras - (Hess et al., 2005; Astier et al., 2011).

La S-nitrosilacion de proteinas es una modificacién post-traduccional reversible y especifica
gue puede cambiar la funcion de las proteinas y, dependiendo de la orientacion y distancia de
los grupos tiol se pueden inducir o inhibir la formacién de puentes disulfuro dentro o entre las
proteinas. Todo este proceso es especifico, ya que los residuos de cisteina que estan
implicados en la S-nitrosilacion se sitian entre amino&cidos basicos y &cidos - (Lindermayr y
Durner, 2009).

En los sistemas animales, se ha demostrado que unos niveles de S-nitrosilacion que no estén

en un rango estimado como normal, pueden conducir a condiciones patofisiolégicas,

7



padeciendo el individuo los efectos de un estrés nitrosativo — (Foster et al., 2003; Benhar et
al., 2006), por tanto, se puede decir que la S-nitrosilacion es un mecanismo regulador
dominante de proteinas animales. En plantas hay pocos trabajos, pero si que hay evidencias

de que esta modificacién post-traduccional juega un papel clave en dicha regulacion.

El proceso de nitrosilacion necesita de la reaccion del NO con el O; para formar éxidos de
nitrogeno (N203), los cuales se disociaran en cationes nitrosonios (NO™) que seran los artifices
del ataque nucleofilico del grupo tiol de las proteinas - (Astier et al., 2011).

Trickido ce
dinitrogeno
2NO+ 0, we 2NO, NG +NOQ, s .0,
v
SNO - NO (/\v' NO
Nitracionde Cation Nitrizo
grupe tiol ritrosonio

R-SH

Figura 5. Mecanismo de S-nitrosilacion de proteinas.

La regulacion de la funcion de las proteinas mediante S-nitrosilacién esta inducida por
aquellos mecanismos que controlan la adicién como la eliminacién en los grupos tiol de
residuos de cisteina. Por tanto, la S-nitrosilacion se induce por donadores exdgenos de ‘NO
como por el ‘NO enddgeno, regulando la actividad de enzimas como las oxidorreductasas,
proteasas, quinasas, fosfatasas, asi como proteinas respiratorias y factores de transcripcion
— (Stamler et al., 2001).

Unos investigadores identificaron 63 proteinas S-nitrosiladas en un cultivo celular de
Arabidopsis tratado con GSNO y 52 proteinas S-nitrosiladas en hojas de Arabidopsis tratadas
con ‘NO. Dentro de estas proteinas se encontraban aquellas que estaban relacionadas con el
estrés, con el estado redox y aquellas que se encargaban del proceso de la sefalizacion.
Algunas enzimas encargadas de llevar a cabo la S-nitrosilacién son la gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa y la metionina adenosil transferasa. Se estima que en torno al 60% de las



proteinas identificadas en plantas han sido registradas también en animales — (Lindermayr et
al., 2005).

2.2.3. Papel del S-nitrosoglutation (GSNO).

Los S-nitrosotioles (SNOs), y particularmente el S-nitrosoglutation (GSNO), tienen una gran
relevancia en el metabolismo del ‘NO porque pueden funcionar como un reservorio intracelular
de ‘NO y como un vehiculo de ‘NO a través de la célula y que ha sido recientemente
identificado y cuantificado en plantas en condiciones fisiologicas y de estrés. Se conoce como
el GSNO se moviliza, y lo hace a través del floema, por lo tanto, es considerado como un
vehiculo de ‘NO a largas distancias, siendo muy importante en los mecanismos de
sefalizacion redox.- (Leterrier et al., 2012).

En este sentido, los SNOs pueden estar implicados en modificaciones post-traduccionales en
la sefalizacion celular bajo condiciones fisiolégicas y de estrés, como salinidad, alta
temperatura o dafio mecanico. Ademas, se ha descubierto que el GSNO es una molécula que
constituye una sefial movil indispensable para la bio-actividad del ‘-NO en las plantas -
(Valderrama et al., 2007; Chaki et al., 2011a; Chaki et al., 2011b; Begara-Morales et al., 2014).

Los S-nitrosotioles (RSNOs) son metabolitos bioldgicos de ‘NO, que se han formado por la
reaccién de ‘NO con proteinas o componentes de caracter no proteico pero que presentan
grupos sulfhidrilo. Estas RSNOs tienen la funcién de participar en reacciones biolégicas de
gran relevancia, entre las que se incluyen la liberacién de ‘NO, transnitrosacion (transferencia

de ‘NO desde un nitrosotiol a un grupo tiol) y S-tiolacién — (Hogg, 2000; Stamler et al., 2003).

Las condiciones &cidas como las presentes en los lisosomas y el espacio intermembranoso
mitocondrial, incluso la accién de algunos metales de transicion, pueden provocar la formacion
de RSNOs a partir de ‘NO o nitritos — (Zhang et al., 2005).

El ‘NO in vivo tiene una vida media muy corta mientras que los S-nitrosotioles son mas
estables en disolucién, de ahi que exista un gran interés en afrontar un estudio continuo sobre
ellos. Los S-nitrosotioles tienen un papel intermediario en el metabolismo celular y en la
actividad del ‘NO, estando presentes en la regulacion de la resistencia a la enfermedad
cuando hay una interaccion planta-patégeno. La mayoria de los S-nitrosotioles son inestables
en soluciones acuosas, excepto el S-nitrosoglutation (GSNO), de ahi que se considere a este
metabolito como el mejor medio de transporte y almacenamiento de ‘NO en las células —
(Smith y Dasgupta,2000).



Un derivado del éxido nitrico (‘(NO) como es el S-nitrosoglutation (GSNO), se ha formado tras
el agrupamiento del ‘NO con el glutation reducido (GSH) en un proceso llamado como S-
nitrosilacion. EI GSNO es considerado como el S-nitrosotiol (SNO) mas abundante con una
baja masa molecular (336.32 g-mol™"). Es ademas estable en oscuridad y en presencia de
guelantes de iones metalicos en soluciones acuosas, pero factores como la luz, temperatura,
pH, y algunos agentes reductores desencadenan su descomposicion hacia ‘NO y GSSG —
(Corpas et al., 2013).
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P,-SH
P-SH
S-ransnitrosation P1 SNO

Figura 6. Modelo de metabolismo del GSNO con sus

diferentes reacciones en la célula (Corpas et al., 2013).

El GSNO ha sido estudiado a nivel celular para ver qué efectos biolégicos podia presentar.
Se descubrio que el GSNO se descompone en el espacio extracelular, dejando al grupo ‘NO
separado del glutation, que posteriormente sera transportado dicho 6xido nitrico mediante un
transportador de aminoéacidos L (L-AT), donde se producird una transnitrosaciéon con un S-
nitrosotiol distinto de bajo peso molecular, denominado S-nitroso-L-cisteina (L-cysNO), siendo
éste el sustrato ideal tras la ruptura previa del GSNO, para asi poder adentrarse facilmente
por las membranas de las células donde se formard de nuevo GSNO o bien se generaran

respuestas celulares — (Broniowska et al., 2013).
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Figura 7. Transferencia del grupo ‘NO en las células de plantas a partir de GSNO —
(Broniowska et al., 2013).

Cuando se produce algun tipo de dafio o toxicidad celular presente en la planta, se puede
deducir que existe una mayor S-nitrosilacion en comparacion con los niveles estandar —
(Valderrama et al., 2007).

2.3. Lipoxigenasas.
Las lipoxigenasas son una familia de enzimas que contienen hierro no heminico (hierro de
origen vegetal como son las legumbres, verduras de hoja verde, frutos secos, etcétera) que
estan distribuidas ampliamente en el reino vegetal y animal, encontrdndose en mas de 60
especies. Presenta diferencias en la relacion de especificidad por el sustrato y producto,
estando localizadas en las diferentes regiones intracelulares de las plantas, por lo que regulan

sus funciones fisioldgicas en casi todos los niveles — (Sanz et al., 1992).

En organismos tales como la patata, el tomate, la cebada, la espinaca o Arabidopsis, se ha
encontrado una localizacion preferencial de la enzima dentro de los cloroplastos de la hoja o

en el estroma — (Blée y Joyard, 1996).

El nombre original de las lipoxigenasa era conocido como caroteno oxidasa, y esto hacia
referencia a su capacidad para oxidar carotenos u otros pigmentos. Lo mencionado se
descubrié antes de saber las implicaciones que tenia con la oxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados. Los productos intermedios que se forman en la reaccion de hidroperoxidacion
de acidos grasos, pueden ser a su vez capaces de oxidar otro tipo de compuestos de forma

inespecifica, por lo que compuestos tales como la clorofila o los carotenoides pueden ser
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afectados por ese pontencial oxidante. Las lipoxigenasas por tanto pueden destruir esos

compuestos y fomentar cambios de color en productos como el aceite — (Cohen et al., 1985).

La lipoxigenasa es un tipo de dioxigenasa que cataliza la incorporacion de oxigeno molecular
en moléculas que contengan un sistema Z,Z-1,4 pentadieno (sustrato especifico de LOX). Se
engloban en este sistema los acidos grasos linoleico y linolénico. El oxigeno sera incorporado
en el acido graso en la posicion w-6 o w-10. El producto de la reaccion es un hidroperoxido.
Hay 3 métodos para medir la actividad de LOX — (Sanz et al., 1992):
e Medida del consumo de oxigeno mediante electrodo tipo Clark.
e Medida espectrofotométrica de la formacion de dienos conjudados — (Axelrod et al.,
1981).
e Cuantificacion de los productos de reaccién marcados que provienen de sustratos
marcados radioactivamente con *C o 3H, después de su separacion mediante

cromatografia en capa fina o liquida de alta presion.

Resulta complicado medir la actividad LOX debido a que los acidos grasos presentan escasa
solubilidad en agua. El pH 6ptimo es 5,5-7,0, a lo que suele afiadirse sales aménicas, sodicas
0 potdsicas, para que no se formen micelas. Ademas, existen inhibidores de LOX en extractos
crudos tales como la clorofila — (Cohen et al., 1984) o a-tocoferol — (Grossman y Waksman,
1984).

En el reino vegetal actlan 4 sistemas enzimaticos para la modificacion oxidativa de los acidos
grasos: a-oxidacion, B-oxidacion, w-oxidacion y la ruta de la lipoxigenasa (LOX). El Gnico de
estos sistemas que presenta especificidad por el sustrato es el sistema LOX, siendo exclusivo
para acidos grasos poliinsaturados como son los acidos grasos omega-3, donde se encuentra
el acido a-linolénico (LnA), que alberga 18 atomos de carbono con 3 dobles enlaces carbono-
carbono (es decir, sitios de insaturacion) entre las posiciones 9, 12 y 15, si tomamos la
posicion 15 como el sitio de insaturacion entre el carbono tercero y cuarto con respecto al
extremo omega. Al tener tal cantidad de insaturaciones, podemos afirmar que es un acido
graso insaturado facilmente oxidable, por lo que si se quiere comercializar un producto que lo
lleve, necesita la adiccion de antioxidantes (como la vitamina E), polifenoles, etc. Abajo

podemos ver la formula quimica estructural del LnA - (Feussner y Wasternack, 2002):

CHa-CHz-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,)7-COOH

Theorell en 1947 consiguid por primera vez purificar y cristalizar el enzima. Sin embargo, fue

Chan en 1973 el investigador encargado de demostrar la presencia de un &tomo de hierro por
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cada molécula de enzima (lipoxigenasa) — (Sanz et al., 1992). Es ya en los afios 90 cuando
se lleva a cabo la determinacién de las estructuras primarias de los isoenzimas LOX de soja
(Shibata et al., 1987, 1988).

2.3.1. Papel fisiologico de las lipoxigenasas.

Las lipoxigenasas estan implicadas en procesos como el desarrollo de la planta y la
movilizacién de lipidos de reserva durante la germinacion. A su vez actian como proteinas de
reserva durante el crecimiento vegetativo. Responden frente a diversos tipos de estrés,
heridas, patégenos, etc, por tanto, las lipoxigenasas tienen un papel funcional activo durante

toda la vida de la planta — (Feussner et al., 2001).

Se estudié con interés la ruta de la lipoxigenasa (LOX) debido a sus implicaciones
tecnolégicas. Dicha ruta (Figura 8.) genera productos de oxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados como son las oxilipinas, habiendo una alteracion lipidica. También sintetizan
hidroperéxidos por otras enzimas como son la aleno 6xido sintasa (AOS), la peroxigenasa
(POX), la divenil éter sintetasa (DES) o la hidroperdxido liasa (HPL) — (Feussner y Wasternack,
2002).

Los productos generados a través de la ruta de la lipoxigenasa (Figura 8.) tienen una funcion
general en respuesta a los requerimientos de la planta. Son hidroperdxidos de acidos grasos
poliinsaturados, que actuarian como intermediarios llave para un nimero de rutas divergentes.
Con ello el sistema LOX en plantas y animales pueden asemejarse al paso de hidroperéxido
(formado por LOX) hacia leucotrienos, prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos,
traumatina y acido jasmaonico, por lo que guardan relacién con el desarrollo de la planta y la

resistencia frente a los patdégenos — (Feussner y Wasternack, 2002).
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Figura 8. Ruta de la lipoxigenasa (LOX).

LOX en Arabidopsis esta presente en raices, cotiledones, hipocotilos, flores y hojas. Se
conoces 6 isoenzimas de lipoxigenasas (At LOX1, At LOX2, At LOX3, At LOX4, At LOX5, At
LOX6) que se van a clasificar en dos grupos (Figura 9.): 9-S-Lipoxigenasas (At LOX1 y At
LOX 5) y 13-S-Lipoxigenasas (At LOX2, At LOX3, At LOX4, At LOX6), en funcidn de si el &cido
graso poliinsaturado se hidroperoxida en el carbono 9 (formandose un 9S-hidroperéxido), o si
se produce la reaccion de hidroperoxidacion en el carbono 13 (formandose un 13S-
hidroperéxido). Todo esto se ha demostrado mediante espectrometria y cromatografia de
masas, ademas de que el grupo correspondiente a las 9-S-Lipoxigenasas muestra una

oxigenacion selectiva por el acido linolénico.— (Bannenberg et al., 2008).

Se puede argumentar lo siguiente sobre los 2 grupos de lipoxigenasas:

1. Las enzimas 9-S lipoxigenasas (AtLOX 1 y 5), estan envueltas en respuestas de
defensas frente a bacterias, crecimiento, procesos de sintesis de &cido jasmonico
(responde frente a un dafio celular que se produzca en la planta), estan implicadas en
la formacion de raices laterales, en la oxidacion lipidica, en la disociacion de las

membranas, en el proceso biosintético de oxilipinas (producen respuestas de estrés
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tras estar en contacto con un agente patdgeno o pesticida). Suelen localizarse en el

citoplasma y los plastidios — (The Arabidopsis Information Resource).

2. Las enzimas 13-S lipoxigenasas (AtLOX 2,3,4 y 6) tienen como funcion la biosintesis
de compuestos volatiles de hojas verdes, a su vez también sintetizan el acido
jasmonico, estd implicada en procesos redox, en la biosintesis de oxilipinas, producen
respuestas frente a organismos o condiciones meteoroldgicas que puedan conllevar
un perjuicio para la salud de la planta (bacterias, hongos, herbivoros, sequia, heridas
superficiales...). Se localizan en los cloroplastos (envoltura del cloroplasto, estroma,

membrana tilacoidal...) y en el citoplasma — (The Arabidopsis Information Resource).

HzC-A" - " R-COOH
R RETE
ﬂ hydrogen abstraction
H:C-R S, H'. WH A-CO0H
Hy [-2] radical rearrangement
A" e e P Ny
Hy 0 HaC-R * R-COOH
ﬂ ﬂ oxygen insertion
e SO0
Hu_-,C-Fl’_hh‘ ey e, Rr-CO0H MG-HWH'WDH

Figura 9. Reaccién de la lipoxigenasa. A la derecha se ve un 9-S hidroperéxido y a la

izquierda un 13-S hidroperoxido.

3. OBJETIVOS.
El objetivo principal de este trabajo ha sido caracterizar la modulacion funcional por
nitrosilacion de lipoxigenasas de Arabidopsis thaliana mediada por especies de nitrégeno

reactivo como es el GSNO.

Para ello hemos establecido los siguientes objetivos parciales:
e Sintesis de sustrato de lipoxigenasa 'y GSNO.
o Estudio del efecto del GSNO sobre la actividad enzimatica de la lipoxigenasa en
Arabidopsis thaliana.
e Analisis de las secuencias de las isoenzimas de las lipoxigenasas de Arabidopsis
thaliana mediante el programa Clustal Omega.
e Determinacion de la nitrosilacion en extractos de cultivo celular de Arabidopsis thaliana

tratados con GSNO mediante el método del Biotin-Switch.
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4. MATERIAL Y METODOS.
4.1. Material vegetal: cultivos celulares de Arabidopsis thaliana.
Se utilizaron cultivos celulares en suspension de Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia,
gue se encontraban en una serie de matraces dispuestos por el grupo BIO-286 del area de
bioquimica y biologia molecular de la Universidad de Jaén.

Figura 10. Matraces de cultivos celulares de Arabidopsis

thaliana hallados en suspension, dentro del incubador.

Las condiciones en las que estaban envueltos estos matraces fueron las siguientes: cada
matraz llevaba 200 ml de un medio de cultivo JPL (JP y C, 1967), previamente autoclavado
(121°C, 20 minutos), que es idoneo para el crecimiento celular con una serie de
modificaciones (Axelos et al., 1992), siendo la sacarosa la principal fuente de energia
aprovechada por las células del cultivo. Los matraces estaban dispuestos en un incubador a
una temperatura constante de 24 °C, en agitacién continua a 120 rpm, y bajo iluminacion
blanca fotosintética (PAR, Photosynthetically Active Reaction) de 50 uE m=2 s~ durante las 24
horas del dia.

Se procedi6 a subcultivar cada 7 dias con una dilucion del medio JPL de 1/20, y se pasaban
a nuevos matraces que tenian 200ml de medio nuevo de cultivo en condiciones de maxima
esterilidad en una campana de flujo laminar (Edificio A2 — Cultivos celulares vegetales -
Universidad de Jaén), para asi mantener al cultivo celular en unas condiciones 6ptimas. Este
protocolo se repitié durante el tiempo que duré el proceso de elaboracién practica del trabajo,

hasta obtener todos los resultados.
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4.2.

Sintesis de GSNO.

Al igual que ocurre con otros S-nitrosotioles, el GSNO puede sintetizarse a partir de la reaccién

entre GSH y acido nitroso. Esta reaccién es rapida, eficiente y tiene un alto rendimiento. Esta

mezcla se coloreard enseguida hasta tomar una tonalidad rosada.

GSH + HNO; — GSNO + HxO

Hemos utilizado el siguiente método para formar GSNO 500 mM - (adapted from T.S. Hart,
Tetrahedron Letters (1985) 26, 2013-2016).

Reactivos

¢ Nitrito de sodio (NaNO2, Sigma cat # S-3421)

e Glutation reducido (GSH, Sigma cat # G-6529)

e HCI concentrado

¢ NaOH 10N -4 g. de NaOH en 10 ml de HxO

e Probeta de 50 ml, agitador y una cubierta para manterlo alejado de la luz

solar

Protocolo

Va a generarse gas NO, por lo que todo el protocolo debe realizarse en una campana de

extraccion de gases. Tenemos los siguientes pasos:

1)

2)

3)

Dentro de la probeta de 50 ml echamos 620 pl de HCI, junto con 5,9 ml de H2O.
Introducimos una mosca y agitamos la solucién. Afiadimos ahora 1,54 g de glutation
reducido (GSH).

Disolver en un tubo de microcentrifuga 0,346 g de NaNO: en 1 ml de HO.
Agregamos esta solucion al glutation acido que se ha formado en el paso 1 mientras
se agita de manera continua. La solucién tomara color rojizo y producira burbujas.
Dejamos incubando la solucién resultante durante 5 minutos, procediendo a su
cubrimiento para protegerla de la incidencia de la luz solar, debido a que el GSNO
es muy sensible a la luz solar.

Intentar llevar el pH &cido hasta la neutralidad mediante la adicion de NaOH 10N al
95%, por lo que se afadiran unos 710 pl (no hay que generar un pH demasiado

alcalino, porque de hacerlo de esta manera repercutiria en pérdidas de color en la
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sintesis de GSNO, cosa que no nos interesa, porque habria que comenzar
nuevamente con el protocolo).

4) La solucién definitiva debemos llevarla a un volumen final de 10 ml de H2O.
Tendriamos GSNO a una concentracion estimada de 500 mM.

5) Repartiriamos dicho GSNO en alicuotas de 1 ml con la mayor celeridad posible para
evitar el contacto directo con la luz solar. Después estas alicuotas podrian dividirse
en otras de menor volumen como pueden ser de 150-200 pl, en eppendorfs opacos.
Almacenamos todas las alicuotas a -80°C. Una vez que se descongela una alicuota
de pequefio volumen, se recomienda no volver a introducirla en el congelador de

80°C, porque ha perdido propiedades.

La concentracion de GSNO se determind espectrofotométricamente utilizando un
espectrofotébmetro Cary 50 Bio UV-Visible (Varian) mediante el programa simple reads a una

A=335nm. El coeficiente de extincién molar (€) de este compuesto es de 0,92 mM-1cm™.

4.3. Sintesis de &cido linolénico.
Para la preparacion del acido linolénico (LnA) utilizado como sustrato se partié de 100 mg del
acido graso, gue se emulsionaron con 3,57 ml de agua desoxigenada y 303 pl de Tween-20.
Después se adicionan 200 pul de NaOH 2N Yy asi se forman las sales sédicas, afiadiendo agua
desoxigenada hasta un volumen final de 35,71 ml para obtener una concentracién final 10 mM
en Tween-20 0,85% (v/v). Finalmente, se prepararon alicuotas de 1,5 ml bajo corriente de N2

y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

4.4. Obtencion de extractos de cultivo celular.
Cada 9 dias se recogia una cantidad 6ptima de cultivo celular que solia ser de unos 150ml y
se realizaban los siguientes pasos:

1) Pasamos los 150 ml de cultivo celular por un filtro de nailon, quedando totalmente
escurrido, y posteriormente pesamos 10 g de extracto celular en seco. Se preparan
una serie de morteros a los cuales se afiade nitrégeno liquido para enfriarlos, evitando
la desnaturalizacion de las enzimas y la reaccidén con cualquier agente contaminante.

2) Machacamos el extracto celular hasta dejar un polvo fino. Afiadimos 2 ml de tampén
de homogeneizacion (Tris-HCI 0,1M pH 7,5; Sacarosa 5%, PVPP 7%; TRITON x-100
0,05%; EDTA 0,21mM; PMSF 1mM; Inhibidor de proteasas 2%) por cada 1g de extracto
celular (1g/2 ml tampdn) y repartimos el contenido en distintos eppendorfs.

3) Centrifugamos a 13000 rpm, 10 minutos, 4°C. Recogemos el sobrenadante y volvemos
a centrifugar en las mismas condiciones.
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4) Cogemos el sobrenadante y procedemos a medir las proteinas mediante el método de
Bradford (1976).

4 5. Determinacion de actividad enzimatica.

4.5.1. Determinacion de actividad lipoxigenasa.
Medimos la actividad de las enzimas lipoxigenasas (formacion de hidroperdxido) tras la
obtencion del extracto de cultivo celular de Arabidopsis thaliana tras 9 dias del subcultivo
(apartado 4.4).

Para ello se utilizo el espectrofotbmetro Cary 50 Bio UV-Visible (Varian), mediante el programa
kinetics, el cual ajustamos a una longitud de onda 6ptima cuyo valor era A=234nm segun
describe Axelrod et al. (1981), debido a la formacién de dienos conjugados en la
hidroperoxidacion del acido graso poliinsaturado, con un tiempo de medicion que iba desde 0
hasta 1 minuto de duracién para obtener el valor definitivo. Se utilizaba una cubeta de cuarzo

de 2ml de capacidad, en cuyo interior se introdujeron los siguientes reactivos:

e 750 pl de tampdbn de ensayo (Na-fosfato) 100mM pH 6.
e 15 pul de acido graso a-linolénico (LnA) 10 mM 0,85% T.20

e 50 pl de extracto de cultivo celular (Arabidopsis thaliana)

Una unidad de actividad LOX (U) se define como la cantidad de enzima necesaria para
producir un umol de hidroperéxido por min, siendo el coeficiente de extincibn molar (€) de este
compuesto de 25.000 Mt cm™ - (Verhagen et al., 1977).

4.5.2. Determinacién de actividad lipoxigenasa de extractos de cultivos

celulares tratados con GSNO.

Los extractos de cultivos celulares se incubaron a distintas concentraciones de GSNO (tabla
2y 3) durante 30 minutos, RT (temperatura ambiente) y en oscuridad. Posteriormente se midié
en cada una de las muestras la actividad lipoxigenasa espectrofotométricamente (apartado
45.1).

Dentro de esta seccion, utilizamos dos controles negativos, uno llamado cPTIO 100mM

(Carboxy-2-fenil-5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido), que es un secuestrador de NO, y

otro llamado DTT 10mM (Ditiotreitol), encargado de revertir la nitrosilacion. Se usaron a

19



distintas concentraciones (tabla 2 y 3) y se incubaron 30 minutos, RT (temperatura ambiente)

y en oscuridad al igual que el GSNO.

4.6. Determinacién de proteinas.

4.6.1. Determinacion de la concentracion de proteinas del extracto
mediante Bradford.
Para determinar la concentracion de proteinas totales presentes en el extracto de cultivo
celular de Arabidopsis thaliana, vamos a realizar el método de Bradford (1976), para el cual
hemos utilizado el espectrofotémetro Cary 50 Bio UV-Visible (Varian), con el programa simple
reads, ajustandolo a una A=595nm utilizando un blanco que llevaba 800 ul de H,O + 200 pul de
reactivo comercial de Bradford (Bio-Rad Protein Assay Reagent).

Realizamos 3 diluciones de extracto de cultivo celular, cuya composicién incluia 795 pl de
agua milli Q + 5 pl de extracto. A todas las diluciones se les afiadieron 200 pl de reactivo
comercial de Bradford y se procedi6 a incubarlas durante 10 minutos en el frigorifico para que
se produjese la reaccion.

Se utilizd albumina sérica bovina (BSA) a una concentracion de 0,6 mg/ml para elaborar la
recta patrén.

4.6.2. Determinacion de cantidad de proteinas por BCA.
Vamos a medir la cantidad de proteinas mediante la utilizacion del kit: Pierce BCA Protein

Assay Kit (Thermo Scientific). Seguimos los siguientes pasos:

1) Preparar el reactivo BCA (acido bicinconinico), donde en un tubo de 10 ml

mezclaremos el Reagent A y el Reagent B que lleve el kit, en la siguiente proporcion:
50 ul Reagent A/ 1 pl Reagent B
Utilizamos una microplaca de 96 pocillos.
2) Preparar la recta patron de BSA (Bovine Serum Albumin). El patron de BSA que viene

con el kit tiene una concentracion de 2 mg/ml, por lo que ajustamos el volumen de BSA

dependiendo de la concentracion del stock.
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ug BSA BSA ul BCA (WR) pl
0 0 200
1 05 200
2 1 200
5 25 200
10 5 200
15 75 200
20 10 200

Tabla 1. Preparacion de la recta patrén de BSA.

3) Preparar las muestras que se vayan a cuantificar. Si nuestra muestra esta muy
concentrada podemos realizar diluciones con buffer de lisis para no cambiar la
composicion que puede afectar a las medidas. Todas ellas van por duplicado en la
placa, y cada una lleva 200 pl de WR (working reagent) + 8 pl de H,O + 2 pl de muestra.

4) Incubamos durante 30 minutos en una estufa a 37°C

5) Lectura de los valores de absorbancia en el lector de placas asociado al ordenador a
una A=562nm, mediante el programa XFluor4.

6) Interpolamos los valores obtenidos con los de la recta patrén.

4.7. Deteccion de proteinas nitrosiladas mediante la técnica del biotin-
switch.
Con el objetivo de ver la nitrosilacion de proteinas en los extractos de cultivo celular de

Arabidopsis thaliana tras la incubacion con GSNO, se llevé a cabo la técnica del biotin-switch.

Lo primero que va a ocurrir con gran importancia es el bloqueo de los tioles libres por el agente
metiltiolador denominado como MMTS (metilmetanotiosulfonato). Después de bloquear los
tioles libres, los enlaces de nitrosotiol se descomponen selectivamente mediante la adicion de
ascorbato sodico, que reducird los nitrosotioles a tioles. Tras la formacién de estos tioles, se
haran reaccionar con biotina-HPDP, que es un reactivo de biotinilacién especifico de los
grupos sulfhidrilo. Finalmente, esas proteinas que han sido etiquetadas con biotina-HPDP
pueden ser facilmente detectadas por inmunoblotting con anticuerpos como la anti-biotina,

seguido por una electroforesis bidimensional (SDS-PAGE) — (Jaffrey et al., 2001).
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Tras la obtencion del extracto del cultivo celular (apartado 4.4.), hacemos el tratamiento con
GSNO, donde también usamos 3 controles negativos que son: sin ascorbato, DTT y cPTIO,

incubando las muestras durante 30 minutos, RT (temperatura ambiente). Los controles
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4.7.1. Tratamiento de los cultivos celulares.

negativos se utilizaron en base a lo siguiente:

1)

2)

3)

nitrosilacion de cisteinas.

4.7.2. Técnica bhiotin-switch

Reactivos biotin-switch

Figura 11. Modelo esquematico de un ensayo Biotin-Switch.

El control sin ascorbato consistia en no adicionar ascorbato al tratamiento realizado
en el ensayo de la técnica de biotin-switch, quedandose los nitrosotioles sin romper
(paso 2 - figura 11), por lo que no estarian libres para unirse a la biotina (paso 3 —
figura 11). EI DTT es un agente reductor, por lo que los nitrosotioles que se formen

van a desaparecer, y el cPTIO es un secuestrador de ‘NO, por lo que impedira la

Neocuproine 0,1 mM (Neucoproina; etanol y H,O en proporcion 1:9).

HEN Buffer pH 7,7 (Hepes-NaOH 25mM; EDTA 1mM; Neocuproine 0,1 mM).

HENSs Buffer pH 7,7 (Hepes-NaOH 25mM; EDTA 1mM; Neocuproine 0,1 mM; SDS




4)
5)
6)
7

8)

SDS 25%.

MMTS 6M (MMTS 2M 98%; DMF).
Ascorbato sodico 20mM.

Biotina- HPDP 4mM (Biotina; DMF)

GSNO 100mM

Protocolo Biotin-switch

Trabajamos siempre en condiciones de oscuridad. Realizamos los siguientes pasos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7
8)

9)

Tomamos 1mg/ml (X pl de muestra + tampon HEN hasta llegar a 900 pul). Realizamos
un triplicado de cada muestra.

Afadimos SDS 2,5%.

Anadimos MMTS 20mM.

Incubamos 20 minutos a 50°C, vorteando de manera continua en un termoagitador.
Afadimos 2 voliumenes (2ml) de acetona fria en tubos de propileno e incubamos a -
80°C 0 -20°C, durante 2 horas, para que precipiten las proteinas.

Centrifugamos a 10000g, durante 10 minutos a 4°C.

Lavamos el pellet con acetona fria para retirar el MMTS.

Secamos el pellet con corriente de Na.

Resuspendemos el pellet en 100 pl tampdn HENs/mg proteina.

10) Afladimos Ascorbato 1mM.

11) Afladimos 2mM Biotin.

12) Incubamos 1hora, RT (20°C), en oscuridad.

13) Afadimos 2 volumenes (2ml) de acetona.

14) Incubar a -80°C.

15) Centrifugamos a 10000g, durante 10 minutos a 4°C.

16) Secamos el pellet con corriente de Na.

17) Resuspendemos el pellet en 100 pl tampon HEN/mg proteina.
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4.8. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE).
Vamos a realizar una técnica que consiste en someter el extracto de cultivo celular que
contiene las proteinas a una electroforesis, para conseguir separarlas. Dicha electroforesis
consta de 2 geles discontinuos de poliacrilamida que estan formados por dos zonas bien
diferenciadas: el gel concentrador y el gel separador.

Los geles de poliacrilamida se han formado por la polimerizacién de la acrilamida comercial,
con ayuda de la adicién del persulfato amonico (PSAM) y el TEMED. Y es usando este tipo
de geles, cuando al aplicar un campo eléctrico, observamos como el complejo SDS-proteina

migra hacia el anodo (parte baja del gel) debido a su carga negativa.

Mediante las condiciones desnaturalizantes que posee este tipo de electroforesis, nos
aseguramos de que las proteinas estén completamente disociadas en sus correspondientes
subunidades, sin formar agregaciones moleculares, y a su vez, nos permite separar dichas
proteinas en base a su masa molecular debido a la seleccion de tamafios impuestos por los

poros del gel.

Sabemos la masa molecular de nuestra proteina de interés al someterla a una electroforesis

conjunta con proteinas de masas moleculares ya conocidas, siguiendo su patron.

Reactivos

e Tampdn gel concentrador (superior): Tris-HCI 0,5M, pH 6,8.
e Tampodn gel separador (inferior): Tris-HCI 1,5M, pH 8,8.

e Persulfato aménico (PSAM) 10%.

e TEMED 15 pl para 2 geles.

e Tampdn de electroforesis: Tris-HCI 0,25M, pH 8,3; glicina 1,92M y SDS 1%.

Acrilamida 30%; glicerol 50%; SDS 10%.
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Preparacion de los geles

Se han utilizado geles con unas dimensiones de 6,5 x 8 cm, con 1 cm de grosor. El gel

separador (inferior) se preparé al 10%.

Para poder realizar la electroforesis, se normalizo6 la cantidad de proteinas de cada muestra.

Posteriormente, se cargaron los patrones de peso molecular y albumina sérica bovina nitrada

(BSA-NO) (sigma), la cual es utilizada como control positivo de proteinas nitradas.

Utilizamos el tampdn de electroforesis anteriormente descrito en los reactivos, aplicando un
voltaje de inicio de unos 100V, pasando a doblegarse hasta los 200V cuando la muestra se
encuentra por completo en el interior del gel separador.

Tras terminar la electroforesis se procedio a hacer un western-blot.

4.9. \Western-blot.

4.9.1. Transferencia semiseca de proteinas tras electroforesis.

Después de realizar la SDS-PAGE, procedimos a transferir las proteinas que se encontraban
en el gel hacia una membrana de PVDF, que tenia un tamafio de poro de 0,45 um (Inmobilon-
P, Millipore) y la recortamos con la dimensién de 6,5 x 8 cm, utilizando posteriormente un

sistema de transferencia semiseco Trans-Blot SD (Bio-Rad).

Reactivos

e Tampodn de transferencia: CAPS 10 mM, pH 11 y metanol 10% (v/v).

e Solucion de tincién de membranas: rojo Ponceau 0,1%
Técnica
Primero se activaron las membranas durante 15 segundos con metanol 100% (v/v), después

se llevaron a un cristalizador donde habia agua milli Q durante 2 minutos, para posteriormente

equilibrarlas con tampdn de transferencia (CAPS + metanol) en otro cristalizador.
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Se prepararon papeles Whatman n°3, que fueron cortados con las mismas dimensiones que
tenia el gel, con un total de 6 papeles Whatman por cada gel (se ponen 3 papeles por debajo
del gel y 3 por encima), y estos papeles resultantes, ademas del gel, se equilibraron con el

mismo tampdn de transferencia.

La transferencia se llevd a cabo en unas condiciones de intensidad de 1,5 mA/cm? de
membrana (como las dimensiones eran 6,5 x 8 cm, aplicamos una intensidad de 0,078 A, para
un gel).

Para dejar constancia de la eficacia del proceso de transferencia del gel a la membrana, éstas
se tifieron con rojo Ponceau de manera reversible, poniéndolas 10 minutos en un cristalizador
con el colorante en continua agitacion, procediendo a realizar multiples lavados con agua milli
Q para eliminar el fondo y contrastar asi el correcto funcionamiento del Trans-Blot SD (Bio-
Rad).

4.9.2. Bloqueo e inmunodeteccién por quimioluminiscencia.

La primera etapa de la inmunodeteccion trataba de bloquear la membrana para asi evitar que

los anticuerpos se unieran de manera inespecifica a la membrana.

Reactivos

e TBS 10x: Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 y NaCl 100mM
e Tampo6n de bloqueo: BSA 1%, TBS 10x (1x), Tween 20 0,1%.
e Tampoén de lavado: TBS 10x (1x), Tween 20 0,1%, agua milli Q.

e Tampobn de revelado: Tris-HCI 50mM pH 8,6, NaCl 150mM.

e Solucion 4-iodofenol: 100mg 4-iodofenol en 10 mL DMSO.

e Solucion de revelado por quimioluminiscencia: se disolvieron 8 mg de luminol en 20 ml
de tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8,6. Justo antes de usarlo, se afiadieron 3,2 pl de H,0,
al 30% (v/v) y 200 ul de 4-iodofenol.

Técnica
Después del proceso de la transferencia, se lavaron las membranas con agua milli Q, y se

sumergieron en un cristalizador, donde estaba el tampdn de bloqueo, durante 3 horas en

agitacion vertical, a temperatura ambiente.

26



Después se procedié a dar el primer lavado a las membranas, con el tampén de lavado,
durante 30 minutos. Pasado ese tiempo, se desecho el tampdn de lavado antiguo por otro

nuevo, y se dejé en agitacion durante otros 30 minutos.

A continuacién, las membranas se incubaron junto con el anticuerpo antineutrovidina (que
reconocera a la biotina que tiene cada proteina en la membrana, y se unira a ella), durante 1
hora a temperatura ambiente. El anticuerpo presentaba una dilucion de 1/20000 en el tampon
de lavado.

Posteriormente, las membranas se lavaron con tampoén de lavado durante 1 hora (cada 30
minutos cambiamos el tampo6n de lavado antiguo por el nuevo), para eliminar ese exceso de

anticuerpo que, finalmente, no se ha unido de manera especifica a la proteina de interés.

Por ultimo, se procede al revelado, donde las membranas se incuban durante 1 a 5 minutos
junto a la solucién de revelado por quimioluminiscencia, en la cAmara oscura (por tanto, en
condiciones de oscuridad). La reaccion de quimioluminiscencia se genera cuando una
reaccién quimica produce energia, y ésta a su vez, emite luz. Se usa la peroxidasa de rdbano
(HRP) para catalizar la oxidacién del luminol en presencia de peréxido de hidrégeno, formando
un compuesto intermediario activado, capacitado para emitir luz. Ahora, esa luz emitida puede
incrementarse mediante la adicion de 4-iodofenol, que actia como transmisor de radicales de
oxigeno al luminol. Por dltimo, la emisién de luz producida por esta reaccion se imprimira en
una pelicula de autorradiografia tipo “Hiperfilm” (Amersham), que se pondra en contacto
directo con la membrana mediante un cassette de exposicién (Kodak). Los tiempos de
exposicion variaron entre unos segundos hacia unos 20 minutos, dependiendo de la

intensidad luminosa que finalmente se obtiene.

5. RESULTADOS
5.1. Alineamiento de lipoxigenasas de Arabidopsis thaliana.

Realizamos el alineamiento de las 6 lipoxigenasas existentes en Arabidopsis thaliana con la
finalidad de saber dénde se encontraban los residuos de cisteinas objeto de nuestro interés,

y que posteriormente se iban a nitrosilar mediante la adicion de GSNO.
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Para ello recogimos el formato FASTA de cada una de las isoenzimas y mediante el programa

Clustal Omega conseguimos un alineamiento que englobaba a todas las secuencias

aminoacidicas que introdujimos.

CLUSTAL

AtLOX-1
AtLOX-5
AtLOX-2
AtLOX-6
AtLOX-3
AtLOX-4

AtLOX-1
AtLOX-5
AtLOX-2
AtLOX-6
AtLOX-3
AtLOX-4

AtLOX-1
AtLOX-5
AtLOX-2
AtLOX-6
AtLOX-3
AtLOX-4

AtLOX-1
AtLOX-5
AtLOX-2
AtLOX-6
AtLOX-3
AtLOX-4

AtLOX-1
AtLOX-5
AtLOX-2
AtLOX-6
AtLOX-3
AtLOX-4

AtLOX-1
AtLOX-5
AtLOX-2
AtLOX-6
AtLOX-3
AtLOX-4

AtLOX-1
AtLOX-5
AtLOX-2
AtLOX-6
AtLOX-3
AtLOX-4

AtLOX-1
AtLOX-5
AtLOX-2
AtLOX-6
AtLOX-3
AtLOX-4

0(1.2.4) multiple sequence alignment

--------------------------------------------------------------------------------- KGKLGKAAH
------------------------------------------------------------------- HLISSHQPDPANEKRGRLGKAAH
--------------------------- QNIKVKGYITAQEEFLE--GITWSRGLDDIADIRGRSLLVELIS-AKTDQR-IT---------
.................... WQRSKYTGSKTVTAVVKIRKKIKEKLTERFEHQLELFMKAIGQGMLIQLVS-EEIDPE-TGKGRKSLESP
................ DRKSEEEEKAAVKFKVRAVVTVRNKNKEDLKETLVKHLDAFADKIGRNIVLELIS-TQLDPK-TKLPKKSNAAV

ISEDLVKTLRISTVGRKQEKEEEEEKSVKFKVRAVATVRNKNKEDFKETLVKHLDAFTDKIGRNVVLELMS -TQVDPK - TNEPKKSKAAV
LEDWITTIT-SLTAGESAFKVTFDYETDFGYPGAFLIRNSHFSEFLLKSLTLEDVP----GHGRVHYICNSWIYPAKHYTTDRVFFSNKT
LEKWVTKIKTSVTAEETAFGVTFDWDESMGPPAAFVIKNHHHSQFYLKSLTLRGFPDGEGGATAIHFICNSWIYPNHRYRSDRVFFSNKA
VEDYAQRVW- -AEAPDEKYECEFEMPEDFGPVGAIKIQNQYHRQLFLKGVELK-LPG----- GSITFTCESWVAPKSVDPTKRIFFSDKS
VMGLPKA-V--KDPRYLVFTADFTVPINFGKPGAILVTNLLSTEICLSEIIIED-ST----- DTILFPANTWIHSKNDNPQARIIFRSQP
LKDWSKKSK - -TKAERVHYTAEFTVDAAFGSPGAITVMNKHQKEFFLESITIEGFAL----- GPVHFPCNSWVQSQKDHPDKRIFFTNQP
LKDWSKKSN--SKAERVHYTAEFTVDSAFGSPGAITVTNKHQKEFFLESITIEGFAC----- GPVHFPCNSWVQSQKDHPSKRILFTNQP
YLPHETPATLLKYREEELVSLRGTG-E--GELKEWDRVYDYAYYNDLGVPPKNP - - -RPVLGGTQEYPYPRRGRTGRKPTKEDPQTESRL

YLPSETPELIKELREEELKNLRGNEKG--GEFKEWDRVYDYAYYNDLGAPDKGPDSVRPVLGGSPELPYPRRGKTGRKSTKSDPKSESRL
YLPSQTPEPLKKYRKEELETLQGKNREEVGEFTKFERIYDYDVYNDVGDPDNDPELARPVIGG-LTHPYPRRCKTGRKPCETDPSSEQRY
CLPSETPDGIKELREKDLVSVRGDGK - - -GERKPHERIYDYDVYNDLGDPRKT-ERVRPVLGV-PETPYPRRCRTGRPLVSKDPPCESRG
YLPNETPSGLRVLREKELKNLRGDGS - - -GVRKLSDRIYDFDVYNDLGNPDKSSELSRPKLGG-KEVPYPRRCRTGRQSTVSDKDAESRV
YLPSETPSGLRTLREKELENLRGNGK - - -GERKLSDRIYDYDVYNDIGNPDISRELARPTLGG-REFPYPRRCRTGRSSTDTDMMSERRV

PITSSLDIYVPRDERFGHLKMSDFLAYALKAIAQFIQPALEAVFDDTPKEFDSFEDVLKIYEEGIDLPNQALIDSIVKNIPLEMLKEIFR
ALL-NLNIYVPRDERFSHVKFSDFLAYALKSVTQVLVPEIASVCDKTINEFDSFEDVFHLYDGSIKLANGHTISKLRDVIPWEMFRELVR
----GGEFYVPRDEEFSTAKGTSFTGKAVLAALPSIFPQIESVLLSPQEPFPHFKAIQNLFEEGIQLP----KDAGL-LPLLPRIIKALG
KE--KEEFYVPRDEVFEEIKRDTFRAGRFKALFHNLVPSIAAALSNLDIPFTCFSDIDNLYKSNIVLGHTEPKDTGLGG-FIGGFMNGIL
EK--PLPMYVPRDEQFEESKQDTFAAGRLKAVLHHLIPSLKASIV--AEDFADFGEIDRLYKEGLLLKLGFQDDIFKKFPLPKVVVDTLQ
EK--PLPMYVPRDEQFEESKQNTFAACRLKAVLHNLIPSLKASIL --AEDFANFGEIDSLYKEGLLLKLGFQDDMFKKFPLPKIV-TTLQ

TDGQKFLKFPVPQVIKEDKTAWRTDEEFAREMLAGLNPVVIQLLKEFPPKSKLDSESYGNQN-STITKSHIEHNL - -DGLTVEEALEKER
NDGERFLKYPLPDILKESRSAWRTDEEFAREMLAGLNPVVISRLQEFPPKSCLDSAKYGNQH-SSIRTEHIESNM--NGLNVQEALEQNK
EAQDDILQFDAPVLINRDRFSWLRDDEFARQTLAGLNPYSIQLVEEWPLISKLDPAVYGDPT-SLITWEIVEREV-KGNMTVDEALKNKR
NVTETLLKYDTPAVIKWDRFAWLRDNEFGRQALAGVNPVNIELLKELPIRSNLDPALYGPQE-SVLTEEITAREVEHYGTTIEKALEEKR
ESTKGLLKYDTPKILSKDKNAWLRDDEFARQAIAGINPVNIERVKTFPPVSNLDPKIYGPQ-HSALTDDHIIGHL - -DGFSVQQALEENR
KSSEGLLRYDTPKIVSKDKYAWLRDDEFARQAIAGINPVNIERVTSYPPVSNLDPEIYGPGLHSALTEDHIIGQL—DGLTVQQALETNRR

LFILDHHDTLMPYLGRVNTT---TTKTYASRTLLFLKDDGTLKPLVIELSLPHPNGDKFGAVSEVYTPGE-GVYDSLWQLAKAFVGVNDS
LYILDHHDALMPYLTRINST---NTKTYATRTLLLLQADGTLKPLAIELSLPHAQGESYGSVSKVFTPAEKGVEGSVWQLAKAYAAVNDS
LFVLDYHDLLLPYVNKVREL - -NNTTLYASRTLFFLSDDSTLRPVAIELTCPPN-IN-KPQWKQVFTPGYDATSCWLWNLAKTHAISHDA
LFLVDYHDILLPFVEKINSIKEDPRKTYASRTIFFYSKNGALRPLAIELSLPPT-AESE--NKFVYTHGHDATTHWIWKLAKAHVCSNDA
LYMLDYHDIFLPFLDRINAL - -DGRKAYATRTIFFLTRLGTLKPVAIELSLPPH-GP-KHRSKRVLTPPVDATSNWMWQLAKAHVSSNDA
LFMVDYHDIYLPFLDRINAL - -DGRKAYATRTILFLTRLGTLKPIAIELSLPSQ-SSSNQKSKRVVTPPVDATSNWMWQLAKAHVGSNDA

GNHQLISHWMQTHASIEPFVIATNRQLSVLHPVFKLLEPHFRDTMNINALARQILINGGGIFEITVFPSKYAMEMSSFIYKNHWTFPDQA

GYHQLISHWLQTHAVIEPFIIASNRQLSVVHPIHKLLHPHFRDTMNINALARHVLINSDGVLERTVFPSRYAMEMSSSIYK-NWVFTEQA

GYHQLISHWLRTHACTEPYIIAANRQLSAMHPIYRLLHPHFRYTMEINARARQSLVNGGGIIETCFWPGKYALELSSAVYGKLWRFDQEG

GVHQLVNHWLRTHASMEPYIIATNRQLSTMHPVYKLLHPHMRYTLEINARARKSLINGGGIIESCFTPGKYAMELSSAAYKSMWRFDMEG

GVHQLVNHWLRTHACLEPFILAAHRQLSAMHPIFKLLDPHMRYTLEINALARQSLISADGVIEGGFTAGAYGMEMSAAAYKSSWRFDMEG

GVHQLVNHWLRTHACLEPFILAAHRQLSAMHPIFKLLDPHMRYTLEINAVARQTLISADGVIESCFTAGQYGLEISSAAYKNKWRFDMEG
* *

LPAELKKRGMAVEDPEAPHGLRLRIKDYPYAVDGLEVWYATESWVRDYIFLFYKIEEDIQTDTELQAWWKEVREEGHGDKKSEPWWPKMQ
LPKDLLKRGVAVEDPNSDNGVKLLIEDYPFAVDGLEIWSATIKTWVTEYCTFYYNNDKTVQTDTEIQSWWTELRTKGHGDKRHESWWPSMQ
LPADLIKRGLAEEDKTAEHGVRLTIPDYPFANDGLILWDAIKEWVTDYVKHYYPDEELITSDEELQGWWSEVRNIGHGDKKDEPWWPVLK
LPADLVRRGMAEEDSSAECGVRLVIDDYPYAADGLLIWKAIKDLVESYVKHFYSDSKSITSDLELQAWWDEIKNKGHYDKKDEPWWPKLN
LPADLIRRGMAIPDATQPHGLKLLIEDYPYANDGLLLWSATIQTWVRTYVERYYPNPNLIKTDSELQSWYSESINVGHADLRDADWWPELS
LPADLIRRGMAVPDPTQPHGLKLLVEDYPYANDGLLLWSAIQTWVRTYVERYYANSNLIQTDTELQAWYSESINVGHADHRDAEWWPKLS
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AtLOX-1 TREELVESCTIIIWVASALHAAVNFGQYPVAGYLPNRPTISRQYMPKE--NTPEFEELEKNPDKVFLKTITAQLQTLLGISLIEILSTHS
AtLOX-5 TRDDLIETCTIIIWIASALHAAVNFGQYPYAGFLPNRPTVSRRFMPEP--GTDEYAELEEDADVAFLKTITPQLQTLLGISITIEILSMHS
AtLOX-2 TQDDLIGVVTTIAWVTSGHHAAVNFGQYGYGGYFPNRPTTTRIRMPTEDPTDEALKEFYESPEKVLLKTYPSQKQATLVMVTLDLLSTHS
AtLOX-6 TTQDLSQILTNMIWIASGQHAAINFGQYPFGGYVPNRPTLLRKLIPQE--TDPDYEMFMRNPQYSFLGSLPTQLQATKVMAVQETLSTHS
AtLOX-3 TVDDLVSILTTLIWLASAQHAALNFGQYPYGGYVPNRPPLMRRLIPDE--SDPEYASFISHPEKYYFSSMPSLAQTSKFMAVVDTLSTHS
AtLOX-4 TVEDLVSVITTIIWLASAQHAALNFGQYPYGGYVPNRPPLMRRLIPDE--SDPEFTSFIEDPQKYFFSSMPSLLQTTKFMAVVDTLSTHS

* *
AtLOX-1 SDEVYLGQ--RDSKEWAAEKEALEAFEKFGEKVKEIEKNIDERNDDETLKNRTGLVKMPYTLLFPS----- SEGGVTGRGIPNSVSI
AtLOX-5 TDEIYLGQ--RDSPNWTADDEPLEAFKRFGKELELIENNIIRRNNDKRFKNRTGPVNIPYTLLYPNTTDYTREGGITGKGIPNSVSI
AtLOX-2 PDEEYIGE--QQEASWANEPVINAAFERFKGKLQYLEGVIDERNVNITLKNRAGAGVVKYELLKPT----- SEHGVTGMGVPYSISI
AtLOX-6 PDEEYLIELREVQRHWFQDEQVVKYFNKFSEELVKIEKTINERNKDKKLKNRTGAGMPPYELLLPT----- SPHGVTGRGIPNSISI
AtLOX-3 PDEEYIGE-RQQPSIWTGDAEIVEAFYGFAAEIGRIEKEIEKRNADPDRRNRCGAGVLPYELLVPS----- SEPGVTCRGVPNSVSI
AtLOX-4 PDEEYIGE-RQQPSIWTGDAEIVDAFYGFSAEIGRIEKEIDKRNRDPSRRNRCGAGVLPYELMAPS----- SEPGVTCRGVPNSVST

*

Figura 12. Alineamiento de las 6 lipoxigenasas existentes en Arabidopsis thaliana.

En amarillo se han marcado los residuos de cisteina que estan presentes en un determinado
nivel de la secuencia de las lipoxigenasas de Arabidopsis thaliana, que pueden ser

susceptibles de llevar a cabo el proceso de nitrosilacion.

Los aminoacidos sefialados en rojo indican los dominios existentes en las diferentes
lipoxigenasas de Arabidopsis thaliana, que estan implicados en la afinidad por el sustrato y en

la unién al oxigeno.

Se han marcado con un asterisco los 5 residuos esenciales que estan conservados y cuya

funcion esta implicada en la unién al &tomo del hierro por parte del centro activo de la enzima.
Mediante una flecha, se indica el residuo de Phe que desencadena la actividad de las enzimas
13-S lipoxigenasas, y mediante un rombo el residuo de Ala que determina la

estereoespecificidad de las lipoxigenasas por el sustrato.

Se aprecia en color azul el péptido nitrosilado descubierto en la lipoxigenasa 2 - (Hu et al.,
2015).

Por ultimo, se ha enmarcado el dominio C-terminal, que esta conservado en todas las

lipoxigenasas.
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5.2. Determinacién de actividad lipoxigenasa en extractos de cultivos

celulares tratados con GSNO.

Los extractos de cultivos celulares se incubaron a distintas concentraciones de GSNO y cPTIO
(tabla 2 y 3) durante 30 minutos, y posteriormente se midié en cada una de las muestras la

actividad lipoxigenasa espectrofotométricamente (apartado 4.5).

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6
Control 250uM 500uM 1000uM 1500uM 2000puM
GSNO GSNO GSNO GSNO GSNO

Tabla 2. Disefio experimental para la determinacion de actividad lipoxigenasa mediante la

adiccion de GSNO.

Muestral | Muestra2 | Muestra 3 | Muestra4 | Muestra5 | Muestra 6 | Muestra 7
250uM 500uM 1000uM 1500uM 2000puM 2000uM
Control GSNO + GSNO + GSNO + GSNO + GSNO + GSNO +
cPTIO cPTIO cPTIO cPTIO cPTIO DTT

Tabla 3. Disefio experimental para la determinacion de actividad lipoxigenasa mediante la
adiccion de GSNO, cPTIO y DTT.

En la figura 13 observamos como a partir de un grupo control, donde hay un 100% de actividad
lipoxigenasa equivalente a 80 mU/mg proteina, podiamos afiadir especies reactivas de
nitrdgeno (como es el GSNO en este caso), para ver si ejercian algin efecto sobre la actividad
de las enzimas.
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ACTIVIDAD LOX (Extractos con GSNO y GSNO+cPTIO)

100,00
80,00
60,00
40,00
20,00

0,00

control 250uM 500uM 1,5mM

% ACTIVIDAD LOX

M Gsno
Hl GSNO+cPTIO

Figura 13. Andlisis del porcentaje de actividad de las lipoxigenasas de extractos de cultivos
celulares de Arabidopsis thaliana tratadas con GSNO (color naranja) y GSNO + cPTIO(azul).

Cuando incrementabamos las concentraciones de GSNO en el extracto del cultivo celular se
observaba una disminucion de actividad lipoxigenasa, mas concretamente, un 30,48% cuando
se afladia GSNO 1mM, un 52,25% cuando se afiadia GSNO 1,5mM y un 84,51% cuando

afiadimos GSNO 2mM, siendo estos resultados significativos (t de Student, p<0,01).

Procedimos a intentar revertir la actividad lipoxigenasa incluso en aquellos grupos donde el
GSNO la disminuia notoriamente. Para ello, formamos los mismos grupos de GSNO con las
mismas concentraciones, pero ahora afladimos a cada grupo cPTIO (tabla 3), que es un
secuestrador de NO, y por tanto, impide la nitrosilacién evitando la pérdida de actividad
lipoxigenasa. Tal es asi, que el grupo de GSNO 1mM mediante la adicion de cPTIO ahora
tiene un 91,43% de actividad. Caso parecido ocurre con el GSNO 1,5mM + cPTIO, que tiene
una actividad de un 84,42%, acercandose notablemente a los controles. Lo mismo sucedio
con la actividad del GSNO 2mM + cPTIO donde existia una actividad del 94,65%.

También se hizo una incubacién simultanea con DTT 10mM, el cual es un reductor que impide
la nitrosilacion en la muestra de GSNO 2mM (la cual presentaba una pérdida de actividad del
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84,51%), rompiendo los enlaces nitrosotiol y revirtiendo practicamente al 100% la actividad

lipoxigenasa.

5.3. Determinacién de la nitrosilacién de proteinas en extractos de

cultivos celulares tratados con GSNO.

Los extractos de cultivos celulares que se obtuvieron (apartado 4.4), se trataron con distintas
concentraciones de GSNO, y se introdujeron 3 controles negativos que fueron: sin ascorbato,
DTT y cPTIO (tabla 4). Se incubaron durante 30 minutos, RT (temperatura ambiente).

Pocillo1 | Pocillo2 | Pocillo3 | Pocillo4 | Pocillo5 | Pocillo 6 Pocillo 7 Pocillo 8 | Pocillo 9
2000uM | 2000puM | 2000pM
Control 250puM 500pM | 1000pM | 1500puM | 2000uM GSNO GSNO GSNO
GSNO GSNO GSNO GSNO GSNO (Sin (DTT) (Cptio)
ascorbato)

Tabla 4. Composicién de cada pocillo del gel.

En la figura 14 observamos el patrén de proteinas totales (izquierda) y la nitrosilacion
(derecha) en el tratamiento de extractos de cultivos celulares de Arabidopsis thaliana de 9
dias (tabla 4), donde cargamos 5ug de proteinas de cada una de las muestras en cada pocillo

de unos geles que tenian un gradiente del 10% de acrilamida.

En las muestras 1, 2 y 3, donde tenemos respectivamente el control, 250 y 500uM de GSNO,

se observa como presentan una baja nitrosilacion.

En las muestras 4, 5y 6, donde tenemos respectivamente 1000, 1500 y 2000 uM de GSNO,
hay mayor intensidad en las bandas debido a una mayor concentracién incidente de GSNO,
gue ha nitrosilado mas cantidad de proteinas. En las calles 7, 8 y 9, donde se encontraban los
3 controles negativos con 2000 uM de GSNO, puede vislumbrarse un menor contraste en las
bandas, por lo que han reducido de forma considerable la nitrosilacion con respecto a la

muestra 6.
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Figura 14. Membrana tefiida con rojo Ponceau (izquierda) y pelicula de autorradiografia tipo
“Hiperfilm” (Amersham) obtenida tras la inmunodeteccién (derecha).

En nuestro caso, el interés mas inmediato se encontraba en localizar en el gel aquellas
proteinas que tengan un peso molecular en torno a 100 kDa, ya que las lipoxigenasas se
encuentran a ese nivel (90-110 kDa).

Como puede observarse, hay una correlacion entre la pérdida de actividad observada a

medida que se aumenta la concentracion de GSNO y la cantidad de proteinas nitrosiladas en

el rango de tamafio de las lipoxigenasas (Figura 13y 14).
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6. DISCUSION

La modificacion post-traduccional (PTM) denominada como S-nitrosilacion tiene actualmente

gran relevancia en los procesos de sefializacion celular y regulacion funcional de proteinas.

La nitrosilacion de cisteinas es una PTMs que consiste en la adiccion de un grupo ‘NO a un
grupo tiol de un aminoécido de cisteina que llevara a la formacién de un S-nitrosotiol (SNOs).
Dicha modificacién puede afectar a la funcidbn que la proteina tenia previamente, donde
encontramos a quinasas, proteinas estructurales, proteasas, canales idnicos, factores de

transcripcién, entre otras - (Hess et al., 2005; Astier et al., 2011).

Es una PTM reversible y especifica que puede cambiar la funcién de las proteinas v,
dependiendo de la orientacion y distancia de los grupos tiol se pueden inducir o inhibir la
formacion de puentes disulfuro dentro o entre las proteinas - (Lindermayr y Durner, 2009).

Con el objetivo de profundizar en esta modificacién post-traduccional, elegimos un sistema
que estuviese implicado en el crecimiento de la planta y en el mantenimiento de su
homeostasis frente a cualquier situacion de estrés, por lo que las enzimas lipoxigenasas
cumplian estas caracteristicas, estando presentes en las células de una planta modelo como

es Arabidopsis thaliana.

La lipoxigenasa es un tipo de dioxigenasa que cataliza la incorporacién de oxigeno molecular
en moléculas que contengan un sistema Z,Z-1,4 pentadieno como es el acido linolénico. Los
productos generados son hidroperdxidos de acidos grasos poliinsaturados, que actuarian

como intermediarios llave para un niumero de rutas divergentes.

Como agente nitrosilante utilizamos una especie de nitrégeno reactivo como es el S-
nitrosoglutation (GSNO), que es considerado como un reservorio de ‘NO intracelular en la
planta, ademas de ser el S-nitrosotiol (SNO) mas abundante con una baja masa molecular.
Es estable en oscuridad y en presencia de quelantes de iones metdlicos en soluciones
acuosas, pero factores como la luz, temperatura, pH, y algunos agentes reductores

desencadenan su descomposicion hacia ‘NO y GSSG — (Corpas et al., 2013).
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Se detectd un péptido nitrosilado en la lipoxigenasa 2 de Arabidopsis thaliana (sefialado en
azul en la figura 12.), por lo que esta premisa justifica el papel desencadenante de la accién
de las RNS como el GSNO en las modificaciones post-traduccionales que se producen en las

lipoxigenasas — (Hu et al., 2015).

En este trabajo, postulamos que los residuos de cisteina, identificados como diana de
nitrosilacion, presentan una funcionalidad que afecta a la actividad enzimética de las
lipoxigenasas de Arabidopsis thaliana. La disminucion en la actividad enzimatica observada
tras el tratamiento con GSNO en las lipoxigenasas de Arabidopsis thaliana puede justificarse
debido al estrés nitrosativo a la estan siendo sometidas, existiendo mayor nitrosilacién con

respecto a valores estandar.
El analisis de estos resultados indica que la nitrosilacion de lipoxigenasas por GSNO puede

constituir un mecanismo de control de la actividad de esta enzima, implicando modificaciones

en el crecimiento de la planta.
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7. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se pueden deducir tras este estudio son las siguientes:

La nitrosilacion en lipoxigenasas de Arabidopsis thaliana provoca una disminucion

gradual de su actividad, dependiente de la concentracion de GSNO.

Hay una correlacion entre la pérdida de actividad observada a medida que se aumenta
la concentraciébn de GSNO vy la cantidad de proteinas nitrosiladas en el rango de

tamanfo de las lipoxigenasas.

El patrén de nitrosilacion de proteinas detectado nos indica que la incidencia mas
pronunciada del GSNO sobre las proteinas se produce cuando esta a concentraciones
comprendidas entre 1mM y 2mM, donde a partir de esta uUltima concentracion las

proteinas se encuentran ya en su punto maximo de estrés nitrosativo.
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9. RESUMEN DE ASIGNATURAS DEL MASTER.

Seguridad en el Laboratorio y bioética.

Este curso nos ha mostrado la continua exposicion a una gran variedad de riesgos a los que
estamos sometidos cuando trabajamos en un laboratorio. Se ha llevado a cabo una visién de
la legislacion y prevencion de riesgos laborales de forma general. Y se han estudiado los
diferentes tipos de riesgo, entre los que podemos encontrar: bioldgicos, quimicos,
electromagnéticos, fisicos y eléctricos. A su vez, se ha estudiado la normativa sobre
experimentacion humana y animal y el comité de bioética al que estan sometidos, donde
hemos procedido a redactar una solicitud para el comité de bioética, para trabajar con un
determinado organismo que lo requiera. Los contenidos abordados en este curso se han visto
reforzados por la imparticion de una serie de charlas llevadas a cabo por profesionales de
diferentes entidades, mostrandonos la importancia de adquirir las competencias
anteriormente mencionadas y su aplicacion desde los conceptos teéricos aprendidos durante

el curso.

Protedmica, gendmica, bioinformética y biologia de sistemas.

En este curso se han estudiado diferentes aplicaciones informaticas que son muy Utiles para
cualquier estudio bioldégico. Se han estudiado varias bases de datos donde podiamos
encontrar articulos publicados, informaciéon de un gen especifico de interés, proteinas, etc.
(ensembled, NCBI, genamics, genome, genecard, etc). También hemos analizado secuencias
mediante los programas (Bioedit, FASTA, BLAST, CLUSTAL, etc). Finalmente, se visualizaron
andlisis de microarrays para comprender el estudio genémico desde el punto de vista de la

biologia de sistemas.

Regulacion génica e ingenieria genética avanzada.

En este curso profundizamos en la metodologia que permite modificar células genéticamente,
organismos diversos o plantas y mediante el cual se adquiriran las competencias de realizar
en el laboratorio clonacién de genes en vectores de expresion, saber aplicar la ingenieria
genética a la mejora animal y vegetal, conocer los Ultimos avances en la tecnologia de
genotipacion y secuenciacion, y el desarrollo para manejar bibliografia y documentacién
cientifica en inglés asi como desarrollar una exposicion escrita y oral de proyectos de

investigacion y sus resultados. Para ello, se trato la base conceptual del conjunto de técnicas,
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se abordé su aplicacion a la clonacion y la obtencion de organismos modificados

genéticamente y se dio a conocer sus aplicaciones en biotecnologia y biomedicina.

Técnicas avanzadas en biologia celular.

En este curso conocimos de primera mano el fundamento y manejo de los distintos tipos de
microscopios y su aplicacion en los diferentes campos de la investigacion, asi como los
métodos mas usados para capturar y tratar las imagenes salientes de él, mediante el
programa ImageJ. Vimos las diferentes técnicas y aplicaciones biomédicas que pueden darse
en cultivos de células animales, sus ventajas y sus desventajas, asi como los procesos de

diferenciacion in vitro de células madre embrionarias.

Técnicas de purificacion y andlisis de proteinas y metabolitos.

En este curso tuvimos una visibn amplia de la metodologia de produccion, purificacion,
analisis y caracterizacion de proteinas nativas y recombinantes, y de metabolitos, con sus
correspondientes aplicaciones.

Se vio también como se producian proteinas de manera masiva mediante ADN recombinante.
A su vez, se estudiaron las diferentes técnicas de identificacién y cuantificacién de proteinas
en muestras complejas.

Por dltimo, se determinaron parametros fisico-quimicos y se realiz6 una caracterizacion

cinética de enzimas. Se usaron técnicas de determinacion de metabolitos.

Citogenética molecular y clinica.

Este curso a nivel tedrico nos ayudo a realizar estudios avanzados sobre como se organizan
los cromosomas, a como usar las técnicas adecuadas para estudiar los cromosomas cuando
estan en metafase, y a ver mutaciones cromosodmicas numericas y estructurales. Se analiz6
la citogenética humana.

A nivel practico se obtuvieron preparaciones cromosémicas a partir de cultivos celulares. Se

realizaron bandeos cromosémicos, microdisecciones cromosémicas e hibridaciones in situ.
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Patologia molecular y celular.

Este curso estaba enfocado a iniciarnos en el conocimiento de la etiologia molecular de las
enfermedades y en la aplicaciéon de dicho conocimiento al diagndstico y tratamiento de las
mismas para alcanzar competencias tales como conocer en profundidad las bases
moleculares de la enfermedad y la aplicacion de la biologia molecular en el diagnéstico y
tratamiento, para conocer los principios de la terapia génica. Ademas, para la completa
asimilacion de tales competencias y, para desarrollar una capacidad critica y argumentativa
asi como saber utilizar bibliografia y documentacion y diferentes bases de datos, se llevé a
cabo analisis de trabajos de investigacion y la defensa de sus resultados. Para la completa
comprension y el enfoque clinico de este curso se impartieron charlas donde se nos dio un

enfoque clinico de la terapia del cancer.

Biologia molecular de enfermedades infecciosas.

En este curso comprendimos a nivel microbiol6gico cOmo estamos expuestos a una amplia
gama de enfermedades provocadas por microorganismos que son perjudiciales a la hora de
interactuar con nuestro organismo. Estos podian estar presentes en los alimentos, en el suelo,
en el aire, o0 bien, estar presentes en otros organismos pero gue su transmisién al humano era
una realidad, por lo que se llevé a cabo un estudio exhaustivo a nivel parasitoldégico de

diferentes especies involucradas en enfermedades humanas principalmente.

Estrés celular.

En este curso se impartieron nociones sobre las funciones bioldgicas de las especies reactivas
del nitrogeno (RNS) y del oxigeno (ROS), su reactividad bioquimica y enzimologia, la
produccion de radicales de nitr6geno y oxigeno en situaciones de estrés, la metodologia para
la deteccion de estos radicales libres y la realizacion de disefios experimentales que permitan
evidenciar diferentes comportamientos moleculares asociados a fendmenos de estrés celular.
Se realizaron sesiones practicas en las que se interpret6 la determinacién de la respuesta de
la actividad de sistemas antioxidantes frente a situaciones de estrés en tejidos animales y la
determinacién de la actividad 6xido nitrico sintasa con la consecuente realizacion de un

dossier recogiendo los resultados y discusion de los resultados.
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Biologia molecular y celular del envejecimiento.

Este curso estaba enfocado para proporcionarnos una formacién avanzada y una experiencia
practica de los procesos y mecanismos moleculares del envejecimiento y enfermedades
neurodegenerativas asi como potenciales terapias celulares y farmacoldgicas para su
tratamientos, trabajando aspectos en los que las competencias finales se tradujeron en:
aprender a manejar bases de datos de biologia molecular y darle un uso en tareas de
investigacion, conocer en profundidad las bases moleculares de la enfermedad y la aplicacion
de la biologia molecular en el diagndstico y tratamiento, conocer los principios de la terapia
génica. Los contenidos impartidos nos proporcionaron una formacion avanzada y una
experiencia practica de los procesos y mecanismos moleculares del envejecimiento y
enfermedades neurodegenerativas, asi como permitirnos abordar las terapias celulares y
farmacologicas para su tratamiento, viéndose cumplimentada esta formacion con una serie

de charlas.

Neuroendocrinologia clinica.

En este curso se nos brindé el concepto e introduccion en el ambito de la neuroendocrinologia.
Se vio la interaccion existente entre el sistema nervioso central y el sistema endocrino. La
relaciébn existente entre el hipotalamo y la hipdfisis. Se analizaron las enfermedades
neurodegenerativas, tales como el Alzheimer, Parkinson, enfermedades metabdlicas, etc. Se

vio la aplicacién clinica de la neuroendocrinologia.
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