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1. INTRODUCCION

1.1. Los anticuerpos en el estudio de las colinesterasas

El conocimiento sobre la estructura y el mecanismo de accién de las
colinesterasas ha mejorado considerablemente gracias a la obtencion de
anticuerpos contra estas enzimas. Las técnicas inmunologicas son utiles, por
ejemplo, para cuantificar o purificar la AChE, asi como para detectar la
presencia de formas enzimatieas inactivas, cuya observacion ha sido crucial a la

hora de establecer la ruta de biosintesis de las moléculas enziméaticas activas.

] Aunque se conocen muchos métodos para medir los niveles de AChE
basados en su capacidad paré hidrolizar la ACh, los inmunoensayos ofrecen
diversas ventajas. En algunas patologiaé se produce una disminucion
importante de la actividad colinesterasica en los tejidos. Tal disminucion puede
deberse a la ausencia total de la proteina o a la sintesis de formas aberrantes
inactivas. Con la 'ayuda de los anticuerpos, es posible conocer el verdadero
origen de la caida de actividad. Asi, en los eritrocitos de pacientes con
hemoglobinuria paroxismal nocturna, el empleo de los anticuerpos AE-1-AE-4
(Fambrough y col., 1982) ha permitido descubrir que la falta de actividad AChE
se debe a la ausencia de enzima, y no a la presencia de AChE inactiva (Chow y
col., 1985; Brimijoin y col., 1986). Mediante técnicas inmunoldgicas, el Dr.
Rotundo demostré que una gran parte de la AChE que se sintetiza en miocitos
de ave se degrada rapidamente antes de alcanzar el estado activo (Rotundo,
1984c; Rotundo, 1988). Por otra parte, los inmunoenéayos facilitan la
determinacidn de la actividad colinesterasica en medios donde su nivel es muy
bajo, eliminando posibles interferencias por otras esterasas. Por ejemplo, el
anticuerpo AE-2 se emplea para la determinacién de AChE en el liquido
amniotico, alcanzando un diagnéstico mas seguro de defectos del tubo neural
en fetos (Brock y col.,, 1985). La valoracion de la actividad AChE del suero

humano exige el uso de anticuerpos que reconozcan a la AChE y no a la
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BuChE (mucho mas abundante en dicha fuente), ya que la selectividad de los
inhibidores de una u otra enzima no es completa y podria conducir a resultados

erréneos (Tornel, 1992).

Las técnicas de cromatografia de inmunoafinidad son muy Uutiles para
purificar la AChE, en especial cuando se emplean anticuerpos monoclonales.
Se requiere un anticuerpo con alta afinidad por la AChE en unas condiciones,
pero con baja en otras toleradas por la enzima. Con frecuencia, se utilizan
tampones alcalinos para eluir la AChE de columnas con el anticuerpo ligado, ya
que favorecen la disociacion de los inmunocomplejos sin apenas desnaturalizar
la enzima. Por cromatografia de inmunoafinidad se han purificado la AChE de
cerebro de conejo (Mintz y Brimijoin, 1985), eritrocito humano (Brimijoin y col.,
1986), elecroplaca de Torpedo (Sakai y col., 1985) y otras.

Debido a su alta eficiencia catalitica, las colinesterasas pueden
observarse al microscopio por procedimientos de histoquimica clasica (Koelle y
Friedenwald, 1949, Karnovsky y Roots, 1964). Sin embargo, las técnicas
inmunocitoquimicas ofrecen mas posibilidades, entre las que se incluyen la
localizacion de formas moleculares sin actividad enzimatica, la distincion entre
subclases de enzima idénticas en cuanto a propiedades cataliticas pero con
diferentes regiones antigénicas, etc. Generalmente, los procedimientos
inmunocitoquimicos requieren la incubacién del anticuerpo especifico, para la
proteina que se quiere localizar, con la muestra de tejido fijado; posteriormente,
se detecta el anticuerpo primario con un segundo anticuerpo conjugado (por
ejemplo, con peroxidasa o fluoresceina). Es necesario disponer de un
anticuerpo con alta afinidad, y definir las condiciones de fijacion que mantienen
al antigeno en una conformacion adecuada. A pesar de estos obstaculos, se
han empleado diversos anticuerpos con éxito para la localizacion de la BuChE
en cerebro de rata (Barth y Ghandour, 1983), y de la AChE en la unién
neuromuscular de varias especies (Fambrough y col, 1982), en el sistema
nervioso de rata (Rakonczay y Brimijoin, 1986) y en el 6rgano eléctrico de
Torpedo (Eichler y col., 1990).
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Los métodos inmunoldgicos han permitido profundizar en otros muchos
aspectos de la bioquimica y de la biologia molecular y celular de las
colinesterasas. Los anticuerpos también son utiles para investigar el mecanismo
de catalisis de las colinesterasas; algunos modifican la actividad catalitica de la
molécula de enzima al formar inmunocomplejos con ella (Abe y col.,, 1983;
Brimijoin y Rakonczay, 1986; Wolfe, 1989; Ashani y col.,, 1991). En este
contexto, los anticuerpos también se emplean para estudiar la relacion
estructura-funcién, en particular en la molécula de AChE (Ogert y col., 1990;
Gentry y col., 1995).

En muchos casos, la orientacién de la enzima en la membrana celular se
ha determinado con ayuda de anticuerpos (Abramson y col., 1989; Rotundo y
col.,, 1991; Eichler y col.,, 1992). Por medio del anticuerpo AE-1, se ha
demostrado que las formas moleculares mas complejas de AChE en
microsomas de reticulo sarcoplasmico de musculo se encuentran orientadas

externamente (Canovas-Murioz y col., 1991).

Para investigar la base molecular de la extraordinaria heterogeneidad
estructural de las colinesterasas, se recurre al empleo de anticuerpos. Diversos
grupos de investigacion han obtenido anticuerpos monoclonales que distinguen
entre las formas moleculares de AChE de una misma fuente. Por ejemplo, el
Prof. Doctor y col. (1983) han generado una serie de anticuerpos monoclonales
contra las formas moleculares de la enzima de Torpedo. La mayoria de ellos
reconoce por igual todas las moléculas de AChE de Torpedo; pero el anticuerpo
4F3 solo forma complejos con las formas asimétricas, mientras que el 4E7
interacciona de manera selectiva con las moléculas G, Tipo I. La especificidad
de 4F3 se debe a la localizacion del epitopo para este anticuerpo en el tallo de
naturaleza colagénica (solo presente en las moléculas asimétricas). Por tanto, la
capacidad de interaccion de las formas moleculares A con 4F3 se pierde
cuando dichas formas se tratan con tripsina o colagenasa. El anticuerpo 4E7
reconoce un oligosacarido unido a un resto Asn de la molécula G," (Abramson y
col., 1989; Wasserman y col., 1993). El grupo del Prof. Doctor también ha
obtenido anticuerpos policlonales contra un péptido sintético, que reproduce la
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secuencia de aminoacidos propia de la region C-terminal de la subunidad
catalitica T de AChE (Abramson y col, 1989). Debido a este hecho, estos
anticuerpos distinguen entre las formas moleculares A (constituidas por
subunidades T) y las G," (formadas por la unién de dos subunidades H) (Tabla
1.2 y Apdo. 1.4). Comao se comentd en el Apdo. [.5.3, se ha conseguido conocer
la diferente distribuciéon de las formas moleculares de AChE en el 6rgano
electrico de Torpedo con la ayuda de anticuerpos, que reconocen de manera
especifica las distintas formas de la enzima (Abramson y col., 1989). Ofras
investigaciones han destacado la utilidad de los anticuerpos para distinguir entre
varias formas moleculares de un mismo tejido. Asi, los anticuerpos generados
contra la membrana de eritrocito muestran preferencia por la molécula G;*
frente a los mondmeros, lo que ha servido para verificar que los dimeros son las

formas nativas de AChE en los eritrocitos (Ott y col., 1983).

También se han empleado anticuerpos para comparar la AChE de
diferentes tejidos. Los cinco anticuerpos AE-1-AE-5, generados contra la AChE
de eritrocito humano, reconocen tanto la enzima de eritrocito como la de la
unién neuromuscular humana, a pesar de interaccionar cada uno con un
epitopo distinto (Fambrough y col., 1982). Esta reaccién cruzada ha puesto de
manifiesto la existencia de una notable homologia secuencial entre la enzima de
ambas fuentes. Sin embargo, otros anticuerpos distinguen entre la enzima de
distintos tejidos. Este es el caso del antic.uerpo monoclonal ZR1, que no
reconoce la AChE de eritrocito de rata y en cambio forma complejos con las

moleculas de AChE de cerebro del mismo animal (Rakonczay y Brimijoin, 1985).

En ocasiones, las diferencias inmunolégicas entre las formas
moleculares de AChE reflejan cambios en el procesamiento postraduccional,
por ejemplo, en la naturaleza de la glicosilacién. En el érgano eléctrico de
Torpedo, la mayoria de las moléculas G,” pero no las formas asimétricas,
interaccionan con un anticuerpo monoclonal tipo IgM, generado contra la AChE
de Electrophorus (Elec-39) (Bon y col., 1987; Musset y col., 1987). El anticuerpo
Elec-39 reconoce un carbohidrato y su especificidad es similar a la del HNK-1.
Este ditimo anticuerpo y otros relacionados (NC-1, L2) se unen a glicolipidos y
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glicoproteinas implicados en la adhesion celular (glicoproteinas aéociadas ala
mielina, ependiminas, etc.). El glicano que constituye el epitopo de estos
anticuerpos contiene restos de glucuronato-sulfato y podria intervenir
directamente en los procesos de adhesién celular (Keilhauer y col., 1985). De
hecho, se emplea como marcador para identificar moléculas de adhesion
(citotactina y otras) (Grumet y col., 1985). La AChE de peces eléctricos
(Electrophorus y Torpedo) ha sido la primera proteina enzimatica en la que se
ha detectado dicho epitopo. Esta y otras evidencias sugieren que las
colinesterasas podrian participar en los fenémenos de interaccion celular (Apdo.
1.3.3). A partir de AChE de Torpedo nacline timilie, el Dr. Brodbeck y col. han
generado otro anticuerpo monoclonal -anti-carbohidrato (2G8) (Liao y col.,
1991). Este anticuerpo también. interacciona con la AChE de Torpedo
marrhorata, Electrophorus e/ebtricus y con la molécula G, de AChE de cerebro
de mamifero, pero no con la AChE de eritrocito de mamifero, ni con la BuChE
de suero humano. El anticuerpo 2G8 inhibe la actividad de las formas
moleculares G, de AChE de Torpedo, pero no la de las formas A, ni la de la
AChE de otras especies. Existe cierta similitud ‘entre la especificidad de los
anticuerpos 2G8 y Elec-39, aunque este ultimo nunca inhibe la actividad AChE.

Los anticuerpos también son utiles para investigar las diferencias entre
los dos tipos de colinesterasas, AChE y BuChE. En general, los anticuerpos
generados contra AChE no presentan reaccion cruzada con BUChE y viceversa
(Brimijoin y col., 1983; Marsh y col., 1984; Brimijoin y Rakdnczay, 1986; Lappin y
col., 1987), aunque se conocen algunas excepciones (Doctor y col., 1983;
Dreyfus y col., 1988). La elevada homologia (53%) en la secuencia de
aminoéacidos entre la BuChE de suero humano y la AChE de Torpedo
(Schumacher y col., 1986) sugiere la existencia de un ancestro comun para las
dos enzimas. Por tanto, la falta de reaccién inmunolégica cruzada se deberia a
diferencias en la conformacién (en el patron de plegamiento) o en el
procesamiento postraduccional de ambas enzimas, mas que a la carencia de
homologia a nivel de la estructura primaria. Otra posibilidad es que las regiones
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homdlogas sean las menos aptas para generar anticuerpos, es decir, presenten

baja inmunogenicidad (Dreyfus y col., 1988).

1.2. El anticuerpo AE-1

El anticuerpo monoclonal AE-1 se obtuvo contra la AChE de eritrocito
humano (Fambrough y col., 1982). La enzima de eritrocito humano es una
molécula dimérica Tipo |, ligada a la membrana a través de un glicolipido
(GFI-G,"). Tras extraer la AChE de las membranas con Triton X-100 y purificarla
por cromatografia de afinidad en una resina de acridinio, se empleé para
inmunizar ratones BALB/cJ. Se formaron hibridomas por fusién de las células
del bazo del ratdn inmunizado con células de la linea de mieloma Sp 2/0,
seleccionandose cinco clones productores de anticuerpos contra la AChE
(clones AE-1-AE-5). Los cinco anticuerpos procedentes de los distintos clones
eran inmunoglobulinas del tipo G, que reconocian la AChE de eritrocito
humano, una caracteristica verificada por el cambio en la velocidad de
sedimentacion de la enzima tras la formacion de los complejos

enzima-anticuerpo.

Por tecnicas inmunocitoquimicas se comprob6 que los cinco anticuerpos
AE también interaccionaban con ia AChE de la unién neuromuscular humana
(Fambrough y col., 1982). Ademas, se analizé el grado de conservacion de los
epitopos para estos anticuerpos por tefiido inmunocitoquimico de la unién
neuromuscular de diferentes especies (Fambrough y col.,, 1982). Cada
anticuerpo presentaba un patron de interaccién especifico con AChE, un dato
obtenido por la diferente intensidad con que se tefiia la unién neuromuscular de
cada especie tras incubar con el anticuerpo en cuestion. Los anticuerpos AE-1y
AE-2 proporcionaban un patrén de interaccién similar, y sus epitopos eran los
mas conservados, ya que reconocian la AChE neuromuscular del mayor
numero de especies. No obstante, el nivel de interaccion fue distinto segun la
especie y siempre inferior al que presentaban con la enzima humana. Los
resultados probaron la existencia de un epitopo diferente para cada anticuerpo
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AE-1-AE-5. Estos anticuerpos han permitido diferenciar la AChE de varias
especies, incluso la enzima de especies de mamiferos muy relacionadas. Los
cinco sitios antigénicos se conservan en la AChE humana, tanto de gldbulo rojo
como de la unidn neuromuscular, demostrando el alto grado de similitud

secuencial y estructural entre la enzima de ambos tejidos.

En realidad, el Dr. Fambrough y col. (1982) no llegaron a demostrar si [os
anticuerpos AE-1-AE-5 interaccionaban con todas las formas moleculares de
AChE de la union neuromuscular humana o de otras especies. El tefiido
inmunocitoquimico de secciones de musculo mostré que los sitios antigénicos
quedaban distribuidos por la hendidura sinaptica y en los pliegues secundarios
de la unidon neuromuscular, distribucidon que coincidia con la de las moléculas
asimétricas de AChE ancladas a la ldmina basal a través del tallo colagénico.
Ademas, el grupo del Dr. Fambrough comprobd que los anticuerpos AE-1 y
AE-3 aumentaban la velocidad de sedimentacién de las formas enzimaticas
asimétricas de 16S. Estos resultados probaron que AE-1 y AE-3 reconocian la
molécula A;; de la unidn neuromuscular. Sin embargo, no aportaban una
prueba directa a favor de la interaccion de estos anticuerpos con las formas
globulares de AChE, principalmente moléculas G4 y G; anfifilicas, que, aunque
localizadas en la unién neuromuscular, estan asociadas a la membrana celular
(Apdo. 1.5.3).

Trabajos posteriores de otros grupos de investigacion han profundizado
en la capacidad del anticuerpo AE-1 para interaccionar con las moléculas
globulares de AChE de diversas fuentes. Asi, se ha demostrado que dicho
anticuerpo se une a las formas moleculares G,° del liquido amniético
(Rasmussen y col., 1987) y cefalorraquideo (Tornel y col.,, 1993) humanos. El
grupo del Dr. Vidal ha empleado el anticuerpo AE-1 para investigar posibles
diferencias entre las distintas formas moleculares de AChE de musculo. En
particular, y puesto que se sabia que el anticuerpo AE-1 se une a la AChE (al
menos a las moleculas A) de la union neuromuscular de conejo (Fambrough y
col, 1982), se probd la interaccion del anticuerpo con los componentes
moleculares de AChE de los microsomas de musculo esquéletico de conejo.
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Los microsomas, aislados del musculo segun el procedimiento descrito por la
Dra. Canovas-Murnoz y col. (1990), estaban enriquecidos en membranas del
reticulo sarcoplasmico; tras la incubacion con Triton X-100 se liberaba un
50-60% de la AChE unida a las membranas. La enzima extraida con Triton
X-100 se dejaba interaccionar con el anticuerpo AE-1 inmovilizado sobre
agarosa-proteina A (Apdo. IV. 2.7). Después de precipitar las bolitas de agarosa
por centrifugacion, se identificaron por analisis de sedimentacion las formas
moleculares de AChE no ligadas al anticuerpo. Como se observa en la Figura
IV.1a, las moléculas mas complejas de AChE (formas A, y Gs) se unian al
anticuerpo, y por tanto, desaparecian en los gradientes tras incubar con AE-1
fijado a la agarosa. Por el contrario, las moléculas Gy no interaccionaban con el

anticuerpo AE-1 (Campoy, 1992).

El Dr. Vidal y col. también investigaron la posible interaccién del
anticuerpo AE-1 con las formas moleculares de AChE de otras fuentes,
concretamente de cerebro humano. El 70-80% de la AChE del cerebro se
extraia con Tritdn X-100 al 1% en tampon Tris salino (Saez-Valero y col., 1993).
El perfil de sedimentacion de las moléculas de AChE extraidas con el
detergente mostraba dos formas enzimaticas mayoritarias, G4 y G4, y un hombro
minoritario de moléculas G,. No obstante, el pico de G4 se desdoblaba
claramente en dos componentes en gradientes con Brij 96: uno correspondiente
a las moléculas G, débilmente unidas a las membranas, y otro componente
principal G4*, que migra mas lentamente en el gradiente (Fig. IV.1b). En los
analisis de sedimentacién de la muestra de cerebro previamente incubada con
agarosa-proteina A-AE-1, solo se identificaba el pico perteneciente a los
monomeros, indicando la ausencia de interaccion entre estas formas
moleculares y el anticuerpo. El AE-1 si reconocia la practica totalidad de las

moleculas G, tanto anfifilicas como hidrofilicas, y a las G; (Fig. IV.1b).



Actividad AChE (U.A.)

Fraccion Fraccion

Figura IV.1. Interaccion entre el anticuerpo AE-1 y las formas moleculares de AChE procedentes de microsomas de
musculo esquelético de conejo (a) o extraidas de cerebro humano (b). La enzima se solubilizdé con Triton X-100 en tampén Tris salino.
Antes del andlisis de sedimentacién, la AChE solubilizada se incub6 12 h, a 4°C, con agarosa-proteina A sin (@) o con (A) el AE-1 ligado. La
enzima unida a la resina se separo por centrifugacion, y la enzima libre se analizé en gradientes de sacarosa del 5-20% en tampon Tris
salino con Triton X-100 (a) o Brij 96 (b) al 0,5% (p/v). Los gradientes se centrifugaron a 165.000 gm. por 18 h, a 4°C. Se recogieron
fracciones y se midio6 la actividad AChE (expresada en unidades arbitrarias, U.A.) en un medio con DTNB 0,3 mM, ATCh 1 mM e iso-OMPA
50 uM (Apdo. 11.2.3.3). Las enzimas marcadoras fueron: B-galactosidasa (16,0S, G), catalasa (11,4S, C) y fosfatasa alcalina (6,1S, F). Se
observa que las moléculas G, no interaccionaron con el anticuerpo AE-1. El caracter hidrofilico o anfifilico de las formas moleculares de
AChE se ha asignado segun las observaciones previas de la Dra. Canovas-Murioz y col. (1990) y el Dr. Saez-Valero y col. (1993).
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A partir de estos resultados, nos propusimos determinar la base
molecular de las diferencias inmunologicas encontradas entre las formas Gy,
que al parecer carecen del epitopo reconocido por AE-1, y el resto de los
componentes moleculares de AChE de musculo y cerebro. Ademas, este
estudio nos permitiria profundizar en la naturaleza y localizacion, hasta la fecha
poco conocidas, del epitopo para el anticuerpo AE-1. Tal y como se ha
comentado en este Apartado, AE-1 y AE-2 presentan parecida reactividad
frente a la AChE de diversas fuentes, sin embargo, se unen a diferentes puntos
sobre la molécula de enzima. Asi, la AChE de eritrocito humano, tras formar
complejos con uno de estos anticuerpos, todavia podia ligar el otro anticuerpo y
aumentar aun mas su velocidad de sedimentacion en gradiente. Este
experimento confirmd que el epitopo para ambos anticuerpos era distinto
(Fambrough y col., 1982). Dichos resultados fueron confirmados por el Prof.
Olson y col. (1990).

La interaccion del AE-2 con la AChE ha merecido especial atencién por
el efecto inhidor del anticuerpo. El AE-2 inhibe hasta un 80% la actividad AChE
de eritrocito y cerebro humanos (Sorensen y col.,, 1987), y de SFB (Doctor y col.,
1989; Wolfe, 1989), sin que se logre incrementar el grado de inhibicién al
aumentar la concentracion de anticuerpo. Se trata de una inhibicion reversible
no competitiva, con una estequiometria Qe 3,8 moléculas de AE-2 por
subunidad de enzima (Sorensen y col., 1987). Debido a la accion inhibidora, se
ha estudiado con mas detalle la naturaleza del epitopo para AE-2 que la del
epitopo para AE-1, por cuanto podria proporcionar informaciéon sobre la
estructura del centro activo de la AChE. En ensayos de “dot-blot”, la enzima de
eritrocito humano, desnaturalizada o no con SDS, se ligd a nitrocelulosa para
examinar su capacidad de interaccion con el anticuerpo AE-2. Se comprobo que
el anticuerpo reconocia la enzima en el estado nativo, pero no en el
desnaturalizado. Ello indicaba que el epitopo para AE-2 era de naturaleza
conformacional, no secuencial; es decir, el epitopo probablemente consiste en
un dominio propio de la conformacion nativa de la enzima, y no en una
secuencia especifica de aminoacidos (Sorensen y col., 1987). Otros ensayos
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con péptidos -obtenidos tras desnaturalizar y tratar con bromuro de cianégeno
la AChE de SFB- revelaron que el epitopo para AE-2 se hallaba entre los
aminodcidos 53 y 84 del extremo amino terminal de la enzima (Doctor y col.,
1989). Asi, péptidos sintéticos con la secuencia aminoacidica del fragmento
53-84 de la AChE de SFB competian con la enzima por la union al anticuerpo
AE-2. Segun el Dr. Wolfe (1989), estos resultados no contradicen
necesariamente los experimentos de “dot-blot” del Prof. Sorensen y col., ya que

la sensibilidad de los diferentes ensayos es distinta.

El fragmento polipeptidico 53-84 de la AChE de SFB esta alejado
secuencialmente de la serina 200 (S200) del centro activo de la enzima (Apdo.
1.1.3). Ademas, el AE-2 no interfiere con la fosforilacién de la AChE por DFP (un
organofosforado que se une a la S200), ni el marcaje con DFP impide la
formacién de los complejos enzima-anticuerpo (Sorensen y col., 1987; Doctor y
col., 1989; Olson y col., 1990). Por tanto, puede descartarse que el epitopo para
AE-2 este proximo al subcentro esterasico en la estructura tridimensional de la
AChE. Por el contrario, ligandos especificos del subsitio aniénico del centro
activo, como el edrofonio y el BW284C51, disminuyen la velocidad de formacion
de los complejos AChE-AE-2 (Sorensen y col., 1987). Dado que el anticuerpo
AE-2 es un inhibidor de tipo no competitivo, que no modifica la K, ni la
constante de inhibicion por exceso de sustatro (Ks) para la ACh, parece
probable que la unién del AE-2 a la molécula de AChE ocurra lejos del subsitio
aniénico del centro activo e induzca una accién alostérica a larga distancia
(Sorensen y col., 1987). Segun los experimentos del Dr. Olson y col. (1990), el
edrofonio y el BW28C51 no modifican la interaccidon del anticuerpo AE-2 con la
AChE; no obstante, estos investigadores obtuvieron conclusiones parecidas a
las del grupo del Prof. Sorensen, sugiriendo la presencia de un nuevo sitio
alostérico en la molécula de enzima, al cual se ligaria el anticuerpo AE-2
modificando el proceso catalitico.
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2. METODOS

2.1. Materiales

En los experimentos de inmunoprecipitacion con resina de agarosa
(Apdo. IV.2.7) se empled el anticuerpo AE-1 purificado, que se obtuvo por
gentileza del Dr. Fambrough (Johns Hopkins University, Baltimore, MD, Estados
Unidos). El AE-1 utilizado en los demas inmunoensayos procedia de Chemicon
International Inc. (nimero de catalogo, MAB304), que lo suministré6 como liquido

ascitico.

La AChE de SFB se purificd como se describe en el Apartado 11.2.2. La
enzima purificada de eritrocito humano se obtuvo gracias a la generosidad del

Dr. Brodbeck de la Universidad de Berna.

La pepstatina (n° cat., P-4265), acido iodoacético, membrana de PVDF
(n° cat., P-2438) y nitrocelulosa (N-8392), papel de filtro especial para “blotting”
(P-4546), marcadores pretefiidos para “Western Blot”, negro de Amido, CHAPS
y diaminobenzidina procedian de Sigma. La misma casa comercial proporciond
los diferentes anticuerpos de cabra generados contra las IgG de ratén: simples
(n° cat., M-4280), marcados con peroxidasa (A-2554) o conjugados con una
resina de agarosa (A-3665). La tinta china se consiguid de Pelikan, y los
papeles especiales de filtro para los experimentos de “Slot-Blot” de Bio-Rad (n°
cat, 1620161).
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2.2, Exiraccién de la AChE de eritrocito humano

Para la obtencion de la AChE de eritrocito humano (EH), nos basamos
en el protocolo descrito por el Dr. Olson y col. (1990). Como material de partida,
se utiliza sangre humana recién extraida, a la que-se afade citrato sédico como
anticoagulante. La concentracion optima del citrato sodico es 9,5 mg por 2,25 ml
de sangre. ' '

Los eritrocitos se precipitan suspendiendo un volumen de sangre (por
ejemplo, 2,5 ml) en tres (7,5 ml) de una disolucion fria de NaCl 0,15 M en
fosfato 5 mM, pH 7,5, y centrifugando 10 min @ 100 gma. El precipitado de
eritrocitos se resuspende en 7,5 mi del mismo tampon fosfato salino y se vuelve
a cehtrifugar como antes. El p’roce'dimiento de lavado de los eritrocitos se repite
una vez mas. En estos pasos.de lavado, aunque se arrastren algunas células,
es importante eliminar el sobrenadante en contacto directo con los eritrocitos
precipitados, ya que éste contiene los Ieucocitos‘(con abundantes proteasas
que podrian comprometer el proceso de extraccion de la AChE) y las plaquetas.
Después de la ultéma centrifugacion, el precipitado se resuspende, con agitacion
vigorosa, en 50 mi (20 veces el volumen inicial de sangre) de una disolucion fria
de tampon fosfato 5 mM, pH 7,5, para lisar los eritrocitos. Tras centrifugar 30
min a 100.000 gma ¥ @ 4°C, se obtiene el precipitado de membranas rotas de
eritrocito, que se resuspende nuevamente en 50 ml del tampon fosfato, para
lavar mejor las membranas. Se centrifuga a 100.000 gmax €n las condiciones
anteriores, y tras eliminar el sobrenadante, se afaden al precipitado 2,5 ml
(volumen inicial de sangre) de NaCl 1 M, MgCl, 50 mM, Triton X-100 al 1% (p/v),
en tampon Tris-HC! 10 mM, pH 7,0, conteniendo como antiproteasas EGTA 5
mM, EDTA 3 mM y pepstatina 5§ ug/mi. La mezcla se incuba con agitacién 12 h a
4°C. Después, se centrifuga a 100.000 gma, 1 h a 4°C, y se toma el
sobrenadante que contiene la enzima solubilizada con Triton X-100. En el
sobrenadante se valora la actividad AChE (Apdo. 11.2.3.2).
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2.3. Tratamiento reductor y alquilante con -mercaptoetanol y iodoacetato

Segun el protocolo descrito por el Dr. Ott y col. (1983), se utiliza
'B-me'rcaptoetanol (B-ME) y iodoacetato (IA) como agente reductor y alquilante,
respectivamente, para generar formas moleculares G, a partir de la molécula
dimérica de AChE de EH. En estos experimentos se emplea AChE purificada de
EH con una actividad especifica de 5060 U/mg (umoles de ATCh hidrolizados
por min/mg de proteina), gentiimente suministrada por el Dr. Brodbeck
(Brodbeck y col., 1981) de la Universidad de Berna.

Previo al tratamiento, la AChE purificada de EH se diluye 100 veces en
Triton X-100 al 0,1% (p/v), EDTA 4 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8,5, para obtener
una actividad especifica final de 51 U/mg. La muestra diluida se incuba 40 min a
temperatura ambiente con B-ME 14 mM, que es la concentracidn final en la
muestra tras afadir el volumen preciso del reactivo comercial. Mientras tanto, se
prepara una disolucién de IA 2,5 M en Triton X-100 al 0,1%, EDTA 4 mM,
Tris-HCI 20 mM, pH 8,5. Después de diluir el 1A en el tampdn, es necesario
ajustar de nuevo el pH a 8,5 con NaOH 1 M. Tras la incubacién con B-ME, se
deposita en la muestra el volumen exacto de 1A 2,5 M, para alcanzar una
concentracion final de 0,14 M del agente alquilante. La AChE se incuba con IA
0,14 M durante 40 min, a temperatura ambiente y en oscuridad. Para eliminar
los reactivos del tratamiento anterior, la muéstra se pasa por una columna de
“desalting” equilibrada con Triton X-100 al 0,5%, en tampén fosfato 50 mM,
pH 8. Por ultimo, se separan las formas moleculares de AChE, generadas por

reduccion, mediante centrifugacion en gradientes de sacarosa.

2.4. Electrotransferencia y “blotting” de las proteinas

2.4.1. Electrotransferencia

Los experimentos de “Western Blot” se realizan inmediatamente después

de la electroforesis desnaturalizante (Apdo. 11.2.5). Tras la electroforesis, se
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retira el gel espaciador, y el gel separador se sumerge durante 15 min en
metanol al 20%, glicina 39 mM, Tris-HCI 48 mM, pH > 8,3 (tampdn T o de
transferencia); (él pH del tampon T no se ajusta con HCI ni con otro acido, ya
que, al disolverse por completo la glicina y el Tris, alcanza un valor apropiado,
préximo a 8,7, ademas, no es conveniente afadir cloruros al medio de
transferencia). También se bafan en el tampdn T dos papeles de filtro
especiales para “blotting” (blotting paper; Sigma), recortados segun las
dimensiones aproximadas del gel. Para la transferencia, se emplea una
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF, Sigma) de 9x6 cm y 0,45 ym
de didmetro de poro. Nunca debe tocarse la membrana sin guantes, y hay que
manteneria himeda durante todo el proceso. Por ello, se sumerge la membrana
de PVDF sucesivamente en metanol, agua y tampon T, durante 5 s, 2 'y 10 min,
respectivamente. El SDS interfiere con la unidén de las proteinas a las
membranas de PVDF, por tanto, sélo cuando se transfieren proteinas muy
hidrofdbicas, se afade SDS al 0,01% (p/v) al tampon de transferencia y, en ese
caso, es aconsejable utilizar membranas de nitrocelulosa. Por otra parte, el
metanol se afiade al tampdn T para facilitar la transferencia de las proteinas de

pequerio tamario (alrededor de 80 kDa, como en nuestro caso, 0 menores).

El “sandwich” se monta entre dos esponjas disefiadas para este
proposito, y segun el siguiente orden: papel de filtro, membrana de PVDF, gel,
papel de filtro, de forma que el gel no sobresalga de la membrana. Durante todo
el proceso de montaje, el “sandwich” se mantiene sumergido en tampdn T, para
evitar que se seque la membrana de PVDF. También hay que evitar que
queden atrapadas burbujas de aire. EI “sandwich” se coloca en el
“porta-sandwich”, y éste, a su vez, en la cubeta del sistema de electro-
transferencia (Mini Trans-blot, Bio-Rad), comprobando que la membrana de
PVDF quede situada entre el borne positivo y el gel, ya que, una vez conectada
la corriente eléctrica, las proteinas se desplazaran hacia el anodo. La cubeta se
llena con tampén T vy, las proteinas se transfieren del gel a la membrana
aplicando un voltaje constante (100 V), durante 1 h, a 4°C.
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Finalizada la electrotransferencia, se desmonta el “sandwich” y se marca
la posicion del gel sobre la membrana de PVDF antes de separar las dos capas.
En un primer momento, el empleo de marcadores pretefiidos permite comprobar
si la transferencia ha sido correcta; después, la primera impresion se confirma
tinendo el gel con azul de Coomassie (Apdo. 1.2.5.4) y la porcidon de la
membrana de PVDF, que contiene la calle de los marcadores no pretefidos,
con negro de Amido (tincion irreversible de proteinas). La tincién comercial de
negro de Amido (Sigma) es una disolucion al 0,2% (p/v) en 50% (viv) de
isopropanol y 20% (v/v) de acido acético. La porcién de la membrana de PVDF
se sumerge por 1 min en una mezcla a partes iguales de la tincidn comercial y
agua desionizada. La disolucion de negro de Amido detecta cantidades de
proteina proximas al microgramo. Por uitimo, el exceso de colorante en la

membrana se elimina con una disoluciéon de destefido (etanol 10% v/v, acido

acético 10% v/v).

La porcién de la membrana de PVDF sin los marcadores se divide en
dos partes idénticas, cada una de las cuales contiene la misma cantidad de
proteina problema (la subunidad desnaturalizada de la AChE de EH o de SFB).
Dhrante el inmunoensayo (Apdo. IV.2.4.2), una de las partes idénticas servira

como membrana “prueba’ y la otra como “control”.

2.4.2. Andlisis de la interaccion de la AChE fijada a membranas de PVDF con

el anticuerpo AE-1

Durante todo el protocolo las membranas se mantienen en agitacién
suave. Inmediatamente después de la electrotransferencia, las membranas
“prueba” y “control” se lavan con 0,15 M de NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
(tfampon A). Posteriormente, se bloquean con albimina de suero bovino (BSA)
al 3% (p/v) en tampdn A, durante 12 h, a 4°C. Tras lavar con tampén B
(Tween-20 al 0,1% p/v en tampdn A), la membrana “prueba” se incuba 6 h, a
25°C, con el anticuerpo AE-1 (Chemicon Int.) diluido 1:1000 en tampon A con
BSA al 1%, Tween-20 al 0,05%, mientras que la membrana “control” se incuba

en las mismas condiciones y con el mismo tampén, pero sin el anticuerpo AE-1.
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Después de lavar las dos membranas varias veces con tampén B, se incuban
2h, a 25°C, con un anticuerpo marcado con peroxidasa que reconoce la
porcion Fc de las inmunoglobulinas G de ratén (Sigrha); previamente, el
anticuerpo conjugado con peroxidasa se diluye 2000 veces en tampén B. Las
incubaciones de las membranas con los anticuerpos transcurren en el interior
de bolsitas de plastico perfectamente selladas, de manera que, al emplear
voltimenes pequeiios, se gasta poco anticuerpo. Después de la incubacién con
el anticuerpo anti-ratén, las membranas se lavan varias veces con el tampon B
y por ultimo con el tampén A.

La marca de aCtiyidad'peroxidasa sobre las membranas de PVDF indica
la formacién de los complejos entre la AChE y el anticuerpo AE-1. Para revelar
la actividad peroxidasa, se emplea una disolucion de diaminobenzidina y sulfato
.de niquel al 0,06% y 0.03%, respectivamente, en tampon A, ‘Después, se
mezclan 30 pi de H,0, al 30%, con 30 ml de la disolucién de revelado
(previamente filtrada). La mezcla se vierte sobre las membranas, agitando
lentamente hasta que aparezca un precipitado. marrén oscuro de suficiente
intensidad en las zonas con actividad peroxidasa. Primero se tifie la membrana
“prueba’, y luego la “control” durante el mismo tiempo. La ausencia de tincidn en
la membrana “control” demuestra que el anticuerpo conjugado con la
peroxidasa no se une inespecificamente a la AChE. Por ultimo, ias membranas
“controf” y “prueba”, si no han revelado actividad peroxidasa, se tifien con negro
de Amido o tinta china diluida 1:1000 en tampdn A, para comprobar que las
proteinas se transfirieron correctamente a las membranas. La tinta china es
otra tincién irreversible (tan apropiada 0 mas que el negro _de Amido), que se
emplea para detectar las proteinas en membranas de PVDF o nitrocelulosa.

En los experimentos de “Western Blot’, la masa molecular de las
proteinas problema se determina a partir de la distancia recorrida por los
estandares, los cuales se tifien con negro de Amido (marcadores no pretefidos;
Apdo. IV.2.4.1). La mezcla de proteinas patrones es la utilizada para la
SDS-PAGE (Apdo. 11.2.5.2). El calculo de la masa molecular respecto a estos
marcadores resulta mas exacto que si se hiciera respecto a los preteridos.
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2.5. Adsorcién de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa

aplicando vacio. Experimentos de “Slot-Blot”.

Para la fijacién de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa, se
emplea un sistema (Bio-Dot SF Microfiltration Apparatus, Bio-Rad) conectado a
una bomba de vacio. El aparato esta disefiado para que la membrana sirva
como ba'se de 48 pocillos de unos 500 pl de capacidad cada uno. Cada pocillo
delimita sobre la membrana de nitrocelulosa una superficie de 7x0,75 mm
(“Slot-Blot”). La nitrocelulosa tiene capacidad para unir alrededor de 1 pg de
proteina por mm?; por tanto, una superficie de 7x0,75 mm podra ligar unos 5 pug.
El conducto, que se acopla a la bomba de vacio, esta situado por debajo del
nivel de la base de los pocillos, para facilitar el drenaje del liquido depositado en
ellos. Dicho conducto posee una valvula con tres posiciones, que permite

regular el vacio una vez que la bomba esta funcionando.

Para los experimentos de "Slot-Blot’, se utiliza una membrana de
nitrocelulosa de 9x12 cm y 0,45 uym de tamario de poro (Sigma). La membrana
siempre se manipula con guantes. Antes de colocarla en el aparato de filtracion,
se humedece, junto con tres papeles especiales de filtro (Bio-Dot SF filter paper,
Bio-Rad), en una disolucion de NaCl 0,15 M, Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 (tampdn
A). Una vez colocada en el aparato de filtracion, la membrana debe quedar
perfectamente aprisionada entre el molde de Ibs pocillos y la capa formada con
los tres papeles de filtro, evitando dejar atrapadas burbujas de aire. De esta
manera, la muestra depositada en un pocillo no escapara hacia los adyacentes.
Antes de depositar las muestras, la membrana se rehidrata afiadiendo 100 pl de
tampon A a todos los pocillos, y aplicando vacio suave para que drene el
tampon. Cuando los pocillos se vacian, se desconecta la bomba de vacio y, en
ese momento, €l sistema est4 listo para agregar las muestras. Hay que evitar
que la membrana de nitrocelulosa se seque, bien porque se aplique vacio sin
liquido en los pocillos, bien porque transcurra mucho tiempo antes de depositar

las muestras.
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Los extractos aplicados sobre las membranas de nitrocelulosa contienen
las formas moleculares de AChE de SFB obtenidas tras el tratamiento reductor
y alquilante (Apdo. H1.2.3), y separadas por centrifugacién en gradientes de
densidad (Apdo. 11.2.7). Debido a que muchos detergentes, caso del Triton
X-100, interfieren con la unién de las proteinas al soporte de nitrocelulosa, los
gradientes se preparan con 0,1% de CHAPS, que es un detergente dializable.
Ademas, no se ponen enzimas marcadoras en los gradientes, porque
cosedimentarian con la forma molecular de AChE de similar coeficiente de
sedimentacion, y competirian con ésta para unirse a la membrana. Por tanto,
los coeficientes de sedimentacién de las proteinas problema se asignan
comparando los perfiles de sedimentaciéon con otros obtenidos para la misma
muestra, en los que si se han afadido los marcadores. Una vez aisladas las
formas individuales de AChE de los gradientes, ias preparaciones se dializan
frente a 0,002% (p/v) de CHAPS, 0,5 M de NaCl, Tris-HCl 60 mM, pH 7,5
(tampon de didlisis), durante 24 h, a 4°C. A continuacién, se depositan en cada
pocillo del aparato de filtracion entre 250-500 pl de la muestra dializada,
evitando la formacion de burbujas de aire. En otros pocillos se ponen
volumenes iguales de las muestras diluidas con tampdn de didlisis. Finalmente,
los pocillos sin muestra se llenan con 250-500 pl de tampdn A. Se aplica vacio
suave y, conforme drena todo el liquido de los pocillos, éstos se rellenan con
200 pl de tampon A, para lavar la membrana de nitrocelulosa. Inmediatamente
después del lavado, se desmonta el aparato de filtracion y se separa la

membrana.

La interaccion entre las formas moleculares de AChE adsorbidas a la
membrana de nitrocelulosa y el anticuerpo AE-1 se analiza mediante el
inmunoensayo descrito en el Apartado IV.24.2. En el experimento de
“Slot-Blot”, las muestras se depositan por duplicado sobre la membrana, de
forma que una porcién de la misma sirva de “prueba” y otra de “control” del
inmunoensayo. Tras éste, las membranas “control” y “prueba’, si no han
revelado actividad peroxidasa, se incuban con tinta china.
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2.6. Fijacion del anticuerpo AE-1 a pocillos de poliestireno

La interaccion entre el anticuerpo AE-1 y las distintas formas moleculares
de AChE con actividad enziméatica (nativas o reducidas y alquiladas) se
investiga mediante un inmunoensayo, en el cual, a diferencia de lo que ocurre
en los experimentos de “Western” o “Slot-Blot” descritos en la presente
Memoria, es el anticuerpo el que se fija a la fase sdlida. Para los ensayos se
emplean placas de poliestireno de fondo plano (Immuno Plate MaxiSorp, Nunc)
con pocillos preactivados de unos 400 ul de capacidad. El trazador enzimatico,
utilizado para detectar la formacién del complejo antigeno-anticuerpo, es el

propio antigeno (la AChE).

En cada pocillo se depositan 100 pi de una disolucidn (10 pg/ml) de IgG
de cabra (Sigma), generada contra la porcién F¢ de la IgG de raton, en 50 mM
de bicarbonato, pH 9,6. Después de incubar las placas 12 h, a 4°C, con
agitacidon suave (circunstancia que se mantiene en todos los periodos de
incubacion del ensayo), se lavan los pocillos cuatro veces con 200 pl de una
disolucion que contiene 0,15 M de NaCl, Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 (tampon A).
Tras retirar por Gltima vez el tampdn de lavado, se afiaden a los pocillos 200 pi
de albumina de suero bovino (BSA) al 2% (p/v) en tampdn A. Las placas se
incuban 3 h, a temperatura ambiente, para bloquear con la albumina la
superficie libre de anticuerpo de cabra. A cont‘inuacién, los pocillos se lavan tres
veces con 200 pl de Tween 20 al 0,1% (p/v), 0,15 M de NaCl en Tris-HCI
50 mM, pH 7,5 (tampdn B). Después del ultimo lavado, se depositan en los
pocillos 100 ui del anticuerpo AE-1 (Chemicon Int.) diluido 4000 veces en el
tampon A con 0,05% (p/v) de Tween 20 y 1% (p/v) de BSA. La incubacién con
el anticuerpo AE-1 se prolonga por 40 h, a 4°C. Los pocillos se lavan con el
tampén B como antes, para eliminar las moléculas del anticuerpo AE-1 no
unidas a la inmunoglobulina anti-raton. Finalizado el lavado, las placas quedan

preparadas para ariadir las preparaciones de AChE.

Las muestras utilizadas contienen ias formas moleculares de AChE, de

SFB o EH, que permanecen activas tras el tratamiento reductor y alquilante de
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las moléculas nativas de enzima (Apdo. 111.2.3 y Apdo. IV.2.3), y que se habian
aislado previamente por analisis de sedimentacion (Apdo. 11.2.7). La muesfra,
conteniendo los componentes individuales de AChE, se dildye de forma seriada
(10 diluciones decrecientes con un factor de dilucion de .1,25) con tampdn B,
para conseguir valores actividad de: 1, 0,8, 0,64,..., 0,14 U/ml (cada unidad de
actividad (U) representa un pmol de ATCh hidrolizado por h). Se depositan (por
duplicado) 100 pl de cada muestra diluida en un pocillo de la placa con el
anticuerpo AE-1 fijado. De esta manera, cada pocillo ’con_tiene 100, 80, 64,...0
14 mU de actividad AChE. Las placas con las muestras se incuban 12 h, a 4°C.
Tras la incubacion, las proteinas no reconocidas por el anticuerpo AE-1 se
eliminan lavando las placas 3 veces con 200 ul/pocillo de tampén B. La
actividad AChE, que permanece unida al anticuerpo, se valora en un medio con
DTNB 0,3 mM y ATCh 1 mM segun el procedimiento en placa de micro-

valoracidn descrito en el Apdo. 11.2.3.3.

En los ensayos se incluyen siempre unos pocillos “blanco”. En un caso,
el pocillo “blanco” soélo contienen DTNB y ATCh, para restar el aumento de
absorbancia por la hidrélisis espontanea del sustrato. Los otros “blancos” se
preparan sin el anticuerpo primero (IgG de cabra) o segundo (AE-1), de forma

que se valora la unién inespecifica de AChE al pocillo de poliestireno.

2.7. Inmunoprecipitacion con resina de agarosa

Este procedimiento se basa en la capacidad de refirar los
inmunocomplejos entre el antigeno (la AChE) y un anticuerpo ligado a un
soporte solido. Después, se valora en el sobrenadante la actividad enzimatica
no ligada al anticuerpo. Para ello, se incuba la muestra de AChE con el
anticuerpo AE-1 unido a una resina de agarosa. Finalizada la incubacién, se
separa por centrifugacion la enzima libre de la ligada a la resina a través del
anticuerpo. Por ditimo, se calcula el porcentaje de enzima que ha
interaccionado con el anticuerpo, por referencia a un tubo “control” en el que la
muestra se incubd con la resina sin el anticuerpo anti-AChE ligado.
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La resina empleada es una agarosa conjugada con una IgG de cabra
(Sigma), generada contra la cadena pesada de las inmunoglobulinas Gy de
raton, Su capacidad de union supera los 0,4 mg de IgG, de raton por ml de gel.
En primer lugar, la resina de agarosa-anticuerpo de cabra (100 pl) se diluye con
900 ul de NaCl 0,15 M en fosfato 10 mM, pH 7,2 ( tampdn fosfato salino, PBS),
que contiene albumina de suero bovino (BSA) al 2% (p/v), incubandose la
mezcla 4 h, a 4°C. La finalidad de este tratamiento es saturar con albumina la
resina, para evitar que las proteinas de la muestra se liguen al gel de modo
inespecifico. A continuacidn, el anticuerpo AE-1 purificado (2,2 mg/ml) se diluye
en la resina mantenida en PBS-BSA, hasta obtener una concentracién final de
22 ug AE-1/mi (ensayos "prueba”). Los tubos, en los que el anticuerpo AE-1 no
se afiade a la resina, serviran de ensayos “control”. Tras incubar con agitacion,
durante 4 h, a 4°C, las moléculas de AE-1 no unidas a la resina se eliminan con
tres ciclos de lavado (dilucion del gel con PBS, centrifugacion y retirada del

sobrenadante).

Una vez que el anticuerpo anti-AChE se ha fijado al gel de agarosa a
traves de la IgG de cabra, se vierte sobre la resina una muestra de AChE nativa
purificada de SFB. Para ello, se depositan 0,5 ml de la muestra diluida en PBS
sobre las bolitas de agarosa (la actividad AChE final en la mezcla es de 2
pmoles de ATCh hidrolizados por min y mi). D_espués, la mezcla se incuba 16 h,
a 4°C, con agitacion, para que las moleculas de AChE se fijen al anticuerpo
inmovilizado. Para separar la enzima no ligada, los tubos se centrifugan (5 min
en microfuga de mesa) y se toma el sobrenadante. Los sobrenadantes “prueba”
contienen la enzima libre que no ha interaccionado con el anticuerpo anti-AChE.
Los sobrenadantes “control”, incubados con el gel sin el anticuerpo AE-1 unido,
sirven para calcular la actividad AChE en la muestra, tras las 16 h de
incubacion. Para calcular el porcentaje de enzima reconocida por el anticuerpo

AE-1, se valora la actividad AChE en los sobrenadantes “prueba” y “control”.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Naturaleza del epitopo reconocido por el anticuerpo AE-1

Nuestro primer objetivo fue investigar la naturaleza del epitopo para el
anticuerpo AE-1. Como paso previo, se analizo la interaccion entre el anticuerpo
y la AChE nativa de EH y SFB.

El anticuerpo monoclonal AE-1 esta generado contra la molécula
dimérica (GFI-G;*) de AChE de EH (Apdo. IV.1.2). La interaccién entre el
anticuerpe AE-1 purificado (2,2 mg/ml) y la AChE de EH se verifico calculando
la velocidad de sedimentacion de la enzima antes y después de la incubacién
con el anticuerpo, ya que los complejos AChE-anticuerpo presentan un mayor
coeficiente de sedimentacion que la enzima libre. Para ello, la AChE se aislé de
las membranas de eritrocito, segun el protocolo descrito en el Apartado [V.2.2, y
se incubd durante 2 h, a 4°C, con o sin el anticuerpo AE-1 a concentracion de
saturacién (6 ug AE-1/U AChE; 1 U = 1 pmol de ATCh hidrolizado por h 'y ml).
La incubacién transcurrid en el propio tampon Tris salino empleado para
solubilizar la enzima de las membranas (tampon con Triton X-100 al 1%). El
analisis de sedimentacion de la AChE de EH incubada en presencia del
anticuerpo AE-1 revel6 un unico pico de actividad AChE de 6,9S en gradientes
con Brij 96, que, comparado con el coeficiente de 4,2S calculado para la enzima
libre (incubada sin el anticuerpo), demostraba la formacién de inmunocompiejos
entre la forma molecular GFI-G,* de AChE y el AE-1 (Fig. IV.2). El
desplazamiento observado en el coeficiente de sedimentacion (de 4,2S a 6,9S)
sugiere que cada molécula dimérica de enzima liga una sola molécula de
anticuerpo. Esto no implica necesariamente que haya un Unico determinante
antigénico; p'or el contrario, es muy probable que cada subunidad enzimatica
posea el epitopo reconocido por AE-1. La estequiometria 1:2 (una molécula de
AE-1 por cada dos subunidades de AChE) se puede explicar suponiendo que la
primera molécula de AE-1 dificulte la incorporacién de la segunda, cosa que al
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parecer ocurre con otros anticuerpos generados contra la enzima de EH
(Brimijoin y Mintz, 1985).

oD

Actividad AChE (U.A))
N

Fraccion

Figura IV.2. Efecto del anticuerpo AE-1 sobre la velocidad de
sedimentacion de la molécula GFI-G,* de AChE de EH. Tras extraerla de las
membranas de EH con Triton X-100, la enzima se incubé durante 2 h, a 4°C, sin (@) o
con (A) AE-1. Cada muestra se depositd sobre un gradiente de densidad con Brij 96 al
0,5% (p/v), y se centrifugd como en la Figura IV.1. La actividad AChE también se valord
como en la Figura IV.1. En esta ocasion, los marcadores fueron: catalasa (C) y
fosfatasa alcalina (P). Obsérvese el cambio en la velocidad de sedimentacion de las
moléculas de AChE debido a la formacion de inmunocomplejos.

Como se aprecia en la Figura V.2, una cierta cantidad de la actividad
enzimatica permanecio en la parte alta de los gradientes. Esta caracteristica es
propia de los dimeros y mondmeros de AChE fuertemente anfilicos, que se
extraen, por ejemplo, de meningiomas (Saez-Valero y Vidal, 1995). Puesto que
esta AChE “flotante” no se observé en los perfiles de sedimentacién de la
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enzima _purificada de EH, dicha actividad podria corresponder a la AChE
atrapada en micelas de lipidos y Triton X-100 durante el proceso de extraccién.
La AChE “flotante” permanecio en los gradientes después de la incubacién con
el anticuerpo AE-1, lo que sugiere que la inclusidn de la enzima en la micela
impide su unién al anticuerpo, o que, aunque se forman los inmunocomplejos, la
cantidad de lipidos en la micela es lo suficientemente alta para impedir su

migracion en los gradientes.

Los experimentos de inmunoprecipitacion con resina de agarosa (Apdo.
IV.2.7) demostraron que la mayor parte (60-70%) de la AChE nativa de SFB
(moléculas G,°) queda unida al anticuerpo AE-1. Aparentemente, estos
resultados contradicen los del grupo del Prof. Doctor, segun los cuales el AE-1
no reconoce la enzima de -SFB" (Ralston y col,, 1985). Tras incubar las
holéculas G.° de SFB con el anticuerpo AE-1, estos investigadorés no
observaron variacion en el coeficiente de sedimentacion de la enzima. La
discrepancia entre nuestros resultados y los del Dr. Ralston y col. puede
explicarse suponiendo que la afinidad del anticuerpo AE-1 por la AChE de SFB
es baja, de manera que los inmunocomplejos se disocian durante la

centrifugacion de los gradientes (16 h, a 32.000 rpm).

Una vez confirmada la existencia del epitopo para AE-1 en |la molécula
nativa de AChE de EH, y demostrada en la de SFB, abordamos el estudio de la
naturaleza de dicho epitopo. Este podria residir en una secuencia de
aminoacidos conservada en la AChE de distintos origenes, o, por el contrario,
en la conformacién de algun dominio de la enzima nativa; en ese caso, el
anticuerpb reconoceria alguna caracteristica estructural de la molécula de
antigeno. Por otro lado, el epitopo podria estar relacionado con la estructura
cuaternaria, esto es, con el estado de agregacién de la AChE. Esta uitima
posibilidad no era en absoluto descartable, ya que sdlo los oligémeros de
subunidades cataliticas de AChE (formas Az, G4 y Gz) de cerebro humano y

musculo esquelético de conejo interaccionaban con AE-1, mientras que el
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anticuerpo no se ligaba a las moléculas Gy procedentes de la misma fuente

(Apdo. IV.1.2 y Fig. IV.1a y b).

" Todas las formas moleculares de AChE de cerebro o musculo estan
compuestas por idénticas subunidades cataliticas tipo T, que proceden de un
mismo ARN,, maduro (Apdo. 1.4). Por tanto, el anticuerpo AE-1, capaz de
distinguir entre los monémeros y el resto de los componentes moleculares de
AChE de estos tejidos, deberia estar dirigido contra un dominio polipeptidico
con una conformacion sélo presente en las formas moleculares mas complejas,
mas que contra una secuencia de aminoacidos. No obstante, podria ocurrir que
el anticuerpo AE-1 reconociera una secuencia de aminoacidos soélo accesible
en las subunidades que componen los oligémeros, pero oculta en el interior de
las moleculas G,. Otra alternativa seria que la afinidad del anticuerpo AE-1 por
su epitopo le permitiera interaccionar de forma estable con los oligémeros de
AChE, pero no formar inmunocomplejos duraderos con las moléculas G,
aunque el epitopo también estuviera presente en éstas Ultimas. Por otra parte, y
puesto que las distintas formas moleculares de AChE de diferentes (Liao y col.,
1992) o incluso del mismo tejido (Campoy y col., 1992; Cabezas-Herrera y col.,
1994b) pueden diferir en los patrones de glicosilacion (Apdo. 1.5.2), el epitopo
para AE-1 podria residir en una cadena de azucares unida a los oligémeros de
AChE de cerebro y musculo, pero ausente en los oligosacaridos de las formas

monoméricas de {a enzima.

Particularmente interesantes son los resultados obtenidos por el Dr.
Campoy y col. (1992), quienes, en base a la interaccion de las moléculas de
AChE con la lectina de Lens culinans (LCA), probaron la ausencia de un nucleo
de fucosilacion en las formas G, del reticulo sarcoplasmico de musculo de
conejo, nucleo que si poseian las moléculas mas complejas (A2 y G,) del
mismo origen. En el Apartado IV.1.1, se describieron algunos ejemplos de
epitopos (para los anticuerpos Elec-39 y 2G8) constituidos por carbohidratos,
una caracteristica que permite distinguir entre formas moleculares de AChE del

mismo o de diferentes tejidos.
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De lo expuesto en el parrafo anterior, se infiere que el analisis de la
capacidad de AE-1 para reconocer a la AChE desnaturalizada constituia un
punto crucial en el estudio sobre la naturaleza (conformacional o secuencial) del
epitopo para el anticuerpo. Con este propoésito, la AChE purificada de EH se
sometio a electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), tras lo cual, las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Fig. IV.3). Se analiz6 la
posible interaccion de la AChE desnaturalizada y transferida a la membrana con
el anticuerpo AE-1, mediante el inmunoensayo descrito en el Apartado V.2.4.2.
Una porcidn de la membrana con la muestra, pero incubada sin AE-1, sirvid
como “control” del experimento (calle C, Fig. 1V.3). Después de ensayar la
actividad peroxidasa, que se empled como trazador para detectar la formacion
de complejos antigeno-anticuerpo, no se aprecid ninguna banda en la
membrana “control”, pero tampoco en la “prueba” (correspondiente a la muestra
de AChE incubada con AE-1; calle P, Fig. IV.3). Estos resultados demostraron
la ausencia de interaccidbn entre el anticuerpo AE-1 y la AChE de EH
desnauralizada con SDS, y, por tanto, el caracter estructural del epitopo
reconocido por el anticuerpo, ya que el determinante antigénico soélo estaba

presente en la conformacion nativa de la enzima.

Tras el inmunoensayo, la tincién de las membranas “control” y “prueba”
con negro de Amido reveld, en ambas, una banda principal de proteina de 76 +
1 kDa (n=2) (Fig. IV.3), que coincidia con ia masa molecular de la subunidad
catalitica de la AChE de EH (Ott y col., 1983). Este es el resuitado esperado
cuando, como en nuestro caso, la SDS-PAGE -previa al “Western Blot’- se
realiza en condiciones reductoras, para romper los enlaces disulfuro entre las
dos subunidades cataliticas componentes de los dimeros de AChE en la
membrana de EH. Puesto que la AChE desnaturalizada y reducida no se incubé
con glicosidasas, la masa de 76 kDa correspondia a la subunidad glicosilada, y
superaba en aproximadamente 15 kDa la masa estimada para la forma
desglicosilada (Liao y col., 1992). Asi, el experimento de “Western Blot’ también
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sirvié para demostrar que el epitopo para el anticuerpo AE-1 no residia en los

oligosacaridos.

Ademas, en las membranas “control” y “prueba” tefiidas con negro de
Amido, se observé una banda de proteina mucho mas tenue de 121 + 2 kDa
(n=2) (Fig. IV.3), que, con toda probabilidad, pertenecia a los dimeros de
subunidades cataliticas de la AChE de EH, no disociados a pesar del
tratamiento desnaturalizante y reductor. No obstante, el calculo de la masa
molecular de los dimeros no fue del todo correcto, a la vista del valor de 150
kDa determinado por otros autores (Ott y col, 1983). Ello se debié a la
imposibilidad de transferir a la membrana de PVDF la proteina estandar de
mayor masa (205 kDa), de manera que la recta patrén se disefid con los valores
comprendidos entre 116 kDa y 29 kDa, que era un intervalo poco apropiado
para el calculo de la masa molecular de la proteina. Los dimeros de
subunidades, en estado desnaturalizado, tampoco interaccionaron con el
anticuerpo AE-1, como probd el inmunoensayo anterior a la tincién con negro
de Amido. Por tanto, aunque se mantuvo la asociacién dimérica de la AChE de
EH, el epitopo reconocido por AE-1 desaparecia al perder la enzima la

conformacion nativa.

La AChE purificada de SFB se sometid al mismo experimento de
SDS-PAGE, electrotransferencia y “"blotting” con idénticos resultados. Tras el
inmunoensayo con AE-1, no se observo ninguna banda de actividad peroxidasa
en la membrana de PVDF, lo que confirmo la naturaleza estructural del epitopo
para el anticuerpo. En la Figura IV.4 se muestra la membrana “prueba” tefida
con tinta china, donde se aprecia una banda de proteina de 80 + 1 kDa (n=2),
perteneciente a la subunidad catalitica de la AChE de SFB (Apdo. 111.3.1).
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Figura IV.3. Experimento de “Western Blot” para conocer la naturaleza del
epitopo reconocido por el anticuerpo AE-1. Se sometié la enzima purificada de EH a
SDS-PAGE (4 ug/calle), e, inmediatamente después, se transfirié a una membrana de
PVDF aplicando un voltaje constante (100 V), durante 1 h, a 4°C. La membrana se
incub6 sin (“control”, calle C) o con (“prueba”, calle P) el anticuerpo AE-1 diluide 1000
veces, y, tras lavar, con un segundo anticuerpo, contra las IgG de ratén, conjugado con
peroxidasa. No aparecié ninguna banda de actividad peroxidasa (por lo que la
membrana en este paso no se muestra). Los resultados demostraban ia ausencia del
epitopo para AE-1 en la AChE desnaturalizada. Tras el inmunoensayo, la tincién con
negro de Amido revel6 una banda principal de proteina de 76 kDa (subunidad de AChE)
y otra mucho més tenue de 121 kDa (dimero de subunidades). La calle MP corresponde
a los marcadores pretefiidos empleados para comprobar la adecuada transferencia. La
masa molecular de las proteinas problema se determind por referencia a los estandares
de la calle E: B-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa b (97,4 kDa), albumina de suero
bovino (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) y anhidrasa carbénica (29 kDa).
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Figura IV.4. “Western Blot” para confirmar el caracter estructural del
epitopo reconocido por el anticuerpo AE-1. La AChE purificada de SFB se liofilizd
para concentrar la proteina. Después, se sometié la muestra a SDS-PAGE (~ 2,5
ug/calle), electrotransferencia e inmunoensayoe con AE-1 como en la Figura IV.3. La
ausencia de actividad peroxidasa en la membrana demostré la naturaleza
conformacional del epitopo para AE-1. La fotografia muestra la calle “prueba” (P;
incubada con AE-1 durante el inmuneensayo) tefida con tinta china, en donde la banda
de 80 kDa corresponde a la subunidad de AChE. Los estandares (calle E), tefiidos con
negro de Amido, como en la Figura IV.3.
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3.2. Diferencias en la interaccién del anticuerpo AE-1 con los oligomeros y
4 monoémeros de AChE

Segun se deduce de lo comentado en el apartado anterior, las formas
moleculares G, de AChE de cerebro humano y musculo esquelético de conejo
carecerian de la caracteristica estructural precisé (o epitopo conformacional)
reconocida por el anticuerpo AE-1. Asi, los monémeros podrian experimentar
un reajuste conformacional, mas o menos extenso, al asociarse para generar
moléculas més complejas, que ahora serian reconaocidas por el anticuerpo. Para
investigar esta posibilidad, decidimos recorrer el camino inverso, es decir,
obtener las formas G; a partir de los dimeros y tetrameros que constituyen,
respecfivamente, las moléculas - nativas de AChE de EH vy SFB,‘ y, a
continuacion, ensayar su interaccion con el anticuerpo AE-1. En este sentido,
nos seria de gran utlidad, al menos en el caso de la AChE de SFB, la
experiencia adquirida en el Capitulo Ill, donde, de hecho, se demostrd la
existencia de cambios conformacionales en la enzima cuando las moleculas G,°
nativas se transformaban en mondmeros. Estos cambios eran suficientemente
importantes para modificar las propiedades hidrofilicas de la AChE de SFB,
posiblemente por exposicion al medio externo de dominios polipeptidicos
hidrofébicos, que permanecian ocultos en la forma molecular G4° nativa. Esta
circunstancia determinaba el caracter anfifilico de las moléculas G generadas a
partir de los tetrameros hidrofilicos. Algo parecido podia ocurrir con el epitopo
para el anticuerpo AE-1, pero, esta vez, se trataria de un dominio

conformacional s6lo expuesto en los oligémeros.

El primer paso consistio en obtener formas moleculares G4 activas por
reduccion y alquilacion de los dimeros de AChE purificada de EH. Tras el
tratamiento con B-ME y IA, segun el protocolo descrito en el Apartado IV.2.3, se
recupero alrededor del 45% de la actividad AChE original. La enzima reducida
se centrifugd en gradientes de densidad con Brij 96 al 0,5% (p/v), para separar
las formas moleculares. Los perfiles de sedimentacion mostraron como la
actividad AChE se repartia, casi por igual, entre dos picos de 4,2 + 0,3S (n=3) y
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2,4 + 0,25 (n=3) (Fig. IV.5a); no obstante, una parte de la actividad quedaba en
forma agregados en la zona intermedia-alta del gradiente, seguramente a causa
del caracter fuertemente anfifilico de las moléculas generadas por reduccion. El
valor de 4,2S coincidia con el coeficiente de sedimentacion estimado para los
dimeros nativos de AChE de EH (Fig. IV.2, perfil representado por los circulos),
mientras que el pico de 2,4S pertenecia a las moleculas G, procedentes de la
disociacion de las subunidades por la ruptura de los enlaces disulfuro. Para
obtener una cantidad significativa de las formas G; y G; separadas, se
mezclaron las fracciones de los gradientes que contenian los dimeros, y, por
otro lado, las correspondientes a los mondmeros. En ambos casos, la mezcla se
dializé durante 24 h, a 4°C, frente a NaCl 0,15 M, Brij 96 al 0,01% (p/v) en
Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, para eliminar ia sacarosa. Cada muestra dializada se
sometid a un segundo analisis de sedimentacion en un gradiente con Brij 96 al
0,5%. Las Figs. IV.5b y IV.5c muestran, respectivamente, los perfiles de las
moléculas G, (de 4,2S) y Gy (de 2,4S) perfectamente aisladas tras el
tratamiento reductor de la AChE nativa de EH y la doble centrifugacion en
gradiente. Una vez aisladas, las formas G, y G se emplearon para investigar su

posible interaccion con el anticuerpo AE-1.

Por otra parte, la AChE purificada de SFB se traté con DTT y NEM
(Apdo. 1l.2.3), para generar moléculas mas simplés por reduccion de las formas
G.°. Tal y como se comentd en el Apartado 1l1.3.1, tras el tratamiento, se
recuperd el 40% de la actividad AChE de partida. Las formas moleculares
activas se identificaron en gradientes de densidad con Brij 96 al 0,5% (p/v),
obteniéndose un pico principal (~70% de la actividad recuperada) de moléculas
tetraméricas de 10,6 £ 0,1S (n=5), otro (~30% restante) de mondémeros de 2,6 +
0,1S (n=5), y un hombro (nunca més del 5%) de 4,4 £ 0,2S (n=5) perteneciente
a pequenas cantidades de formas G, (Fig. IV.6a). Se juntaron las fracciones del
hombro procedentes de distintos gradientes, y se dializaron frente a NaCl 0,15
M, Brij 96 al 0,01% (p/v) en Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, durante 24 h, a 4°C. La
muestra dializada se centrifugd, de nuevo, en gradientes de densidad con Brij
96 al 0,5%, y el perfil resultante (Fig. IV.6b) reveld un solo pico de actividad
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Figura IV.5. Aislamiento por centrifugacion en gradientes de sacarosa de
las formas moleculares de AChE de EH obtenidas tras el tratamiento con -ME y
IA. La AChE purificada de EH (moléculas G,") se incubé con B-ME y IA, para romper
los enlaces disulfuro entre las subunidades, y, a continuacién, se deposité en gradientes
de densidad con Brij 96, para separar las formas moleculares. Las condiciones de
centrifugacion y medida de la actividad AChE (en las fracciones procedentes del
gradiente) como en la Figura V.1, pero sin iso-OMPA en el medio de reaccion. Las
enzimas marcadoras como en la Figura IV.2. Los perfiles de sedimentacion mostraron
dos picos de actividad AChE, correspondientes a las moléculas Gz y G4 (a). Se juntaron
las fracciones con los dimeros, se dializaron y, por ultimo, se sometieron a un segundo
analisis de sedimentacion en las mismas condiciones que el primero, obteniéndose un
unico pico de actividad AChE (b). Con las fracciones que contenian los monémeros se
procedié igual, y el perfil de sedimentacion se muestra en IV.5¢c. Las moléculas G,* y
G+" aisladas se utilizaron en el inmunoensayo de la Figura IV.7A.
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Figura [V.6. Perfiles de sedimentacibn que muestran las formas
moleculares de AChE de SFB aisladas tras la reduccion y alquilacién. La AChE
purificada de SFB (moléculas G4°) se incubdé con DTT y NEM. La muestra con las
formas moleculares generadas por el tratamiento reductor se deposité en gradientes
con Brij 96 al 0,5% (p/v) (a) o CHAPS al 0,1% (p/v) (c), y se centrifugd como en la
Figura IV.5, determinandose la actividad AChE en ausencia de iso-OMPA. Las
moléculas G4° y G, se tomaron de los picos de los perfiles de sedimentacion. Para
aislar una cantidad significativa de formas G,", las fracciones (con estas moléculas) de
varios gradientes con Brij 96 se mezclaron y se sometieron a un segundo analisis de
sedimentacion (b), también con Brij 96 en el gradiente. Los tetrdmeros, dimeros y
monomeros aislados se emplearon para investigar su interaccion con el anticuerpo
AE-1 (Figura IV.7A y B).
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AChE de 4,3 + 0,3S (n=3) correspondiente a las moléculas G, aisladas, sin
ninguna sefal de tetrameros y mondmeros contaminantes.

Las formas moleculares activas Gs, G, y Gy de AChE de SFB, y las G, y
G, de la enzima de EH, procedentes de los respectivos tratamientos de
reduccion y alquilacién y aisladas en gradientes de densidad con Brij 96, se
incubaron con el anticuerpo AE-1 fijjlado a los pocillos de una placa de
poliestireno (Apdo. 1IV.2.6). Después de lavar varias veces los pocillos con
tampdn Tris salino, se midio la actividad AChE unida a AE-1, y se comprobé que
sOlo las moléculas Gy de SFB eran incapaces de formar complejos con el
anticuerpo (Fig. IV.7A). IPor el contrario, los mondmeros de AChE obtenidos a
partir de los dimeros de EH (el antigeno contra el cual se genera el anticuerpo)
se ligaban a AE-1, indicando que el epitopo conformacional se conservaba en
las subunidades cataliticas disociadas.

Segun se comentd en el Apartado ll1.3.1, el marcaje de la AChE nativa
de SFB con [°H]-DFP demostré que la reduccién de la enzima con DTT y NEM
generaba un importante niumero de moléculas G, inactivas (Fig. I11.3d), junto
con los monc')méros- (minoritarios) que conservaban la actividad tras el
tratamiento. Los datos de fluorescencia intrinseca de la proteina y de la sonda
anfifilica ANS revelaron que las moléculas G; inactivas, originadas por la
reduccion de la AChE de SFB, permanecian en una conformacion “similar a la
nativa” (Apdo. 111.3.2 y Figs.lIL5 y 111.6). Si el epitopo para el anticuerpo AE-1 se
mantuviera en la conformacién inactiva, tales moléculas competirian con las
activas para unirse al anticuerpo fijado a los pocillos de poliestireno en el
ensayo de la Figura IV.7A. Evidentemente, ambas formas se aislan
conjuntamente en los analisis de sedimentacién, por lo que los mondmeros
inactivos, en nimero muy superior, podrian impedir en gran medida que la
actividad AChE se ligara a AE-1, falseando los resultados del inmunoensayo. La
otfra posibilidad seria que tanto las moléculas G, activas, como las inactivas, no
interaccionaran con el anticuerpo AE-1.
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Figura {V.7. Interaccion del anticuerpo AE-1 con las formas moleculares de
AChE de EH o SFB. Los dimeros y tetrameros que constituyen, respectivamente, las
moléculas nativas de AChE de EH y SFB se incubaron con un agente reductor y otro
alquilante. Tras el tratamiento, algunas meléculas de enzima conservaron su estado de
agregacion original, pero también se generaron moléculas mas simples tras la
disociacion de las subunidades (dimeros y monomeros en el caso de la AChE de SFB, y
monomeros en el de la enzima de EH). Segun se describe en las Figuras IV.5 y IV .6, las
distintas formas moleculares se aislaron por centrifugacién en gradientes de densidad
con Brij 96 (para el ensayo tipo ELISA descrito en A) o CHAPS (para el experimento de
“Slot-Blot” de B).

A. Inmunoensayo tipo ELISA con el anticuerpo AE-1 fijado a los pocillos de
una placa de poliestireno. El AE-1 se ligé al poliestireno a través de un primer
anticuerpo contra IgG de ratén. Las formas moleculares aisladas de AChE de EH o SFB
(tetrameros, dimeros y monémeros) se diluyeron en tampén Tris salino con Tween 20 al
0,1% (p/v). En los pocillos se depositaron 100, 80, 64, 51, 41, 33, 26, 21, 17 0 14 mU de
actividad (1 U = 1 umol de ATCh hidrolizado por h) de la preparaciéon con cada forma
molecular. Tras incubar y lavar los pocillos, se midi6 la actividad AChE reconocida por
AE-1. En la grafica se representan las mU/pocillo frente al porcentaje de actividad
ligado a AE-1, considerando el 100% a la actividad unida al depositar 100 mU en el
pocillo. En cada caso, el porcentaje de actividad fijada al anticuerpo es la media de, al
menos, cuatro determinaciones. Se aprecia en la figura que las moléculas G, de SFB
ne interaccionaron con el anticuerpo AE-1.

B. Experimento de “Slot-Blot”. Las moléculas G4 y Gy de AChE de SFB se
aislaron en gradientes de densidad con CHAPS al 0,1% (p/v) y se dializaron por
separado frente a CHAPS (0,002% p/v) en tampén Tris salino. Cada forma molecular se
fijé a la membrana de nitrocelulosa aplicando vacio. Después de lavar y bloquear la
membrana, ésta se incubd con el anticuerpo AE-1 diluido 1000 veces vy, tras nuevos
pasos de lavado, con un segundo anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado con
peroxidasa. La actividad peroxidasa se reveld con diaminobenzidina. La actividad AChE
(en umoles de ATCh hidrolizados por h) depositada en fa membrana fue (de arriba a
bajo): 65, 45y 35 U de las formas G4 y 65 U de las G4. Obsérvese la diferencia de
intensidad de color en los pocillos con las mismas unidades de AChE de las formas G1y
G4 (flecha).
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- Para investigar las distintas posibilidades, la AChE de SFB-se incubd con
DTT y NEM, y las formas moleculares G, y Gy procedentes del tratamiento se
separaron por centrifugacion en gradientes de sacarosa éon CHAPS al 0,1%
(piv). El perfil de sedimentacion, muy parecido a los. obtenidos con otros
detergentes, mostré dos picos de actividad AChE; uno principal de 10,4 + 0,2S
(n=4) y otro de 4,2 +0,2S (n=4), debidos a los tetrdmeros y monoémeros,
respectivamente, sin que se apreciase el hombro de moléculas G; (Fig. IV.6c).
La muestra conteniendo cada una de las formas moleculares (obtenida al juntar
las fracciones de los respectivos picos) se dializd frente a CHAPS al 0,002%
(piv), NaCl 0,5 M en 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, para rebajar la concentracién del
detergente. Después, las formas aisladas de AChE se fijaron a una membrana
de nitrocelulosa aplicando yacio (Apdo. IV.2.5), y se analizd su posible
interaccion con el anticuerpo AE-1 mediante el inmunoensayo descrito en el
Apartado 1V.2.4.2. Los resultados del experimento de “Slot-Blot’ (Fig. IV.7B)
demostraron que AE-1 se ligaba a las moléculas G, de AChE de SFB; sin
embargo, el anticuerpo no formaba inmunocomplejos, 0 en muy pequefia

cantidad, con las formas monomeéricas (activas o inactivas) de la enzima.

Resumiendo, el epitopo para el anticuerpo AE-1 reside en una
conformaciéon propia de un dominio polipeptidico de la AChE nativa de EH
(Apdo. IV.3.1). La enzima de EH es una molécula dimérica, pero el epitopo
reconocido por AE-1 se mantiene en las subunidades cataliticas disociadas
(Fig. IV.7A), que conservan la actividad enzimatica tras el tratamiento reductor
que las generd. Segun los resultados obtenidos por otros autores (Sorensen y
col., 1987; Olson y col., 1990), ocurre igual con el epitopo para el anticuerpo
AE-2, que no depende del estado de agregaciéon de ia AChE de EH. Por otra
parte, aunque el AE-1 interacciona con los oligémeros activos de la AChE de
SFB, cerebro humano y musculo esquelético de conejo, el anticuerpo no se liga,
o lo hace muy débilmente, a los monémeros de la enzima procedentes de
dichas fuentes (Fig. IV.7A y B; Fig. IV.1a y b), si bien, éstos presentan una
conformacion nativa (formas G; activas) o “similar a la nativa” (formas G,

inactivas de SFB). La ausencia de interaccién entre estas moléculas
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monomeéricas y AE-1 se deberia, mas que a un reajuste conformacional minimo
(pero suficiente para modificar u ocultar el epitopo para el AE-1), a la baja
afinidad del anticuerpo por la AChE de otros origenes distintos de fa membrana
de EH, ya que el anticuerpo AE-1 si reconoce los mondmeros obtenidos a partir
de la enzima de EH (su antigeno natural), demostrando, al menos en este caso,
la inexistencia de un cambio conformacional (asociado a la monomerizacion)
que afecte al epitopo. Asi, en la AChE de SFB, cerebro humano y musculo
esquelético de conejo, AE-1 se fijaria a los oligdmeros para formar
inmunocomplejos mucho mas estables que en el caso de los mondmeros,
posiblemente, a través de la interaccion del anticuerpo con dos subunidades

cataliticas del mismo o distinto oligémero.

La incapacidad de AE-1 para unir eficazmente los mondmeros de AChE
no procedentes de EH determina que el citado anticuerpo sea inadecuado, por
ejemplo, para localizar por tecnicas inmunocitoquimicas dichos componentes
moleculares en el cerebro o musculo de mamiferos. Sin embargo, en el cerebro
de personas fallecidas a causa de la demencia de Alzheimer, el anticuerpo AE-1
podria emplearse para investigar Ié disminucion selectiva de las moléculas G,
disminucion que modifica el balance GJ /Gy y que, segun se cree, esta
relacionada con la degeneracion de los elementos presinépticos de algunas

regiones cerebrales en pacientes de Alzheimer (Apdo. 1.6).

Respecto a la localizacion del epitopo para AE-1 en la molécula de
AChE, el Prof. QOlson y col. (Olson y col,, 1990) han demostrado que este
anticuerpo no compite con el AE-2 para unirse a la enzima, pero si impide en un
70-90% la formacion de complejos entre el C1B7 y la AChE; el AE-2 y el C1B7
son dos anticuerpos inhibidores de AChE. El epitopo para AE-2 probablemente
se encuentra proximo al extremo amino terminal (entre los aminoacidos 53-84)
de la subunidad catalitica de la AChE de SFB (Doctor y col., 1989). Por tanto, el
determinante conformacional reconocido por el anticuerpo AE-1 se localizaria
lejos de la regidbn N-terminal, pero préximo o solapado con el dominio

reconocido por el anticuerpo C1B7.
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1: INTRODUCCION

1.1. Precedentes sobre la posible fosforilacién de AChE con proteina

quinasa A

Segun un reciente trabajo del grupo de la Dra. Soreq (Grifman y col.,
1997), la- AChE de distintos origenes incorpora restos de fosfato tras la
incubacién con la proteina quinasa dependiente de AMP¢ (proteina quinasa A,
PKA). Esta afirmacién se basa en pruebas experimentales directas, ya que la
AChE, en medios con [y-*P]-ATP y PKA, incorpora **P, como demuestran la
posterior separacion electroforetica de las dos enzimas y la autorradiografia del
gel. Ademas, siempre segun estos autores, la AChE tratada con PKA hidroliza
mas eficientemente la ATCh, lo que sugiere que la fosforilacion de la enzima

puede ser importante desde el punto de vista fisioldgico.

Puesto que la AChE desempefia un papel crucial en la transmision
colinérgica, debe haber mecanismos para reguiar su actividad enzimatica en
cortos intervalos de tiempo, en respuesta a distintas condiciones fisioldgicas.
Ello excluye que la regulacion ocurra a nivel de la expresion genética, del
ensambiado de las subunidades enzimaticas para generar formas moleculares
complejas, o de la glicosilacion intracelular de dichas formas, ya que estos
niveles de control no ofrecerian una respuesta lo suficientemente rapida. Por
otra parte, aunque se conocen mecanismos alostéricos que regulan la actividad
AChE (Barak y col., 1995), todavia no se ha demostrado que actien de manera
eficaz en las sinapsis colinérgicas. En este contexto, el trabajo del grupo de la
Dra. Soreq resulta absolutamente novedoso, porque nadie antes habia
demostrado la fosforilacion de la AChE ni sugerido su posible relevancia
fisiologica, a pesar de que la fosforilacion constituye el mecanismo
postraduccional de control de las funciones bioldgicas mas frecuente, y de que
la secuencia de aminoacidos de la AChE humana posee varios sitios
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potenciales de fosforilacidn (secuencias consenso reconocidas por las

quinasas) (Soreq y Zakut, 1993).

~ La Dra. Grifman y col. (1997) aseguran que la PKA fosforila in vitro la
AChE humana recombinante expresada en las células 293 de rifion o en
Escherichia coli, asi como la AChE purificada de cerebro o eritrocito humanos.
Segun estos autores, la PKA también fosforila la AChE de eritrocito bovino, pero
no la BUChE humana. La AChE no sufre fosforilacion con caseina quinasa Il ni

con proteina quinasa C.

La PKA, la proteina quinasa C y la caseina quinasa Il catalizan la
reaccion de transferencia del tercer grupo fosfato (y-P) del ATP a serina o
treonina de las proteinas sustrato. La PKA requiere AMP¢ para ejercer su
funcién, y la proteina quinasa C opera con Ca*? y otros mensajeros. En cambio,
no es necesaria la generacion de segundos mensajeros para que la caseina
quinasa Il exprese su actividad enzimatica (Wang y Roach, 1993). La PKA esta
constituida por dos subunidades reguladoras (R) y dos cataliticas (C), que se
asocian formando una estructura tetramérica (R.C). La union del AMPc a las
subunidades R libera las C, que sélo entonces son cataliticamente activas.
Existen dos holoenzimas de la PKA, la holoenzima tipo | y la tipo Il, que difieren
en sus subunidades reguladoras (Rl y RIl), aunque poseen idénticas

subunidades C (Bossemeyer y col., 1996).

La PKA reconoce secuencias especificas con restos de aminoacidos
basicos en posicién N-terminal respecto a la de la serina o treonina susceptibles
de fosforilacion (Apdo. V.2.3). Logicamente, en la conformacion nativa de la
proteina, sélo las secuencias consenso localizadas en la superficie de la
molécula seran accesibles a la PKA. La AChE de mamiferos muestra un solo
sitio potencial de fosforilacién para PKA en la superficie de la proteina nativa, la
treonina 249 (T249, segun la numeracién de aminoéacidos de la AChE humana)
(Grifman y col., 1997). Por tanto, en principio cabe suponer que la fosforilacion
de la enzima tendrg lugar en dicha treonina. Aunque se han identificado 3
secuencias consenso en la superficie de la AChE humana (S128, S355 y T466)
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para caseina quinasa ll, y una (T11) para proteina quinasa C, ninguna de estas
quinasas transfiere grupos fosfato a la AChk (Grifman y col., 1997).

La actividad AChE de mamiferos y de Torpedo se incrementa tras el
tratamiento con PKA (Grifman y col., 1997). Ello sorprende en el caso de la
enzima de Torpedo porque carece de la T249, asi como de secuencias
consenso para la fosforilacién en las regiones externas de la molécula. Los
datos llevan a pensar que los grupos fosfato podrian incorporarse a secuencias
no “consenso”. Para aceptar o rechazar esta posibilidad, se ha recurrido a la
mutageénesis dirigida, de modo que la treonina de la posicidn 249 se ha
sustituido por alanina en la AChE humana. EiI mutante T249A conserva su
capacidad para hidrolizar la ATCh y, a pesar de la sustitucion del aminoécido, la
enzima mutada sufre fosfarilacion con PKA y el consiguiente aumento de la
actividad, como sucedia con la enzima nativa. De ahi se concluye que la
fosforilacién ocurre en restos de treonina/serina no incluidos en secuencias
consenso (Grifman y col., 1997), un fendmeno que ya se ha descrito para otras

proteinas (Seibert y col., 1995).

Aunque la fosforilacion supone un aumento de la eficiencia de la AChE
para hidrolizar la ATCh, tal modificacidon covalente no aitera la afinidad de la
enzima por el sustrato ni por diferentes inhibidores (tacrina, fisostigmina,
ecotiopato o fasciculina, una proteina del veneno de serpiente). Por el
momento, se desconocen los cambios estructurales que induce la fosforilacién
para que se incremente la hidrdlisis del sustrato sin cambiar la afinidad. El
fenédmeno se podria explicar si aumentara la velocidad de exclusién de los
productos de reaccion (Grifman y col., 1997).

Se ha propuesto que la fosforilacion de la AChE podria representar un
rapido mecanismo de retroalimentacion (‘feedback”) capaz de compensar,
hasta un Iimité, la caida de actividad AChE tras la exposicién a gases nerviosos,
a los insecticidas organofosforados y carbamatos y a otros agentes naturales o
quimicos inhibidores de la enzima, consiguiendo mantener la transmision
colinérgica normal en esas circunstancias (Grifman y col., 1997). De confirmarse
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esta hipotesis, la AChE entraria a formar parte de las otras proteinas implicadas
en la sinapsis colinérgica, colina acetiltransferasa y receptor nicotinico, cuya
actividad también parece estar regulada por fosforilacion/desfosforilacion
(Schmidt y Rylett, 1993; Hoffman y col., 1994). La fosforilacion del receptor
nicotinico tiene lugar in vivo, y lo hace menos susceptible a la accion de la ACh
(L'Na y Changeux, 1993; Hoffman y col, 1994). Posiblemente, al acelerar la
hidrélisis del neurotransmisor, la fosforilacion de la AChE actue en el mismo

sentido, retardando la apertura del canal del receptor.

La Dra. Grifman y col. (1997) han observado que, tras la incubacién con
PKA, el aumento de la actividad AChE varia en funcidn del origen de la enzima.
Por ejemplo, el factor de activacién es de 9,3 en el caso de la AChE humana
recombinante expresada en células de la linea 293, y de 4 y 2,5 para la enzima
humana purificada de eritrocito y cerebro, respectivamente. Sin embargo, segun
los datos de electroforesis y autorradiografia, la cantidad de **P incorporado es
similar en todos los casos. Ello podria indicar que aunque sean muchos los
restos de serina/treonina fosforilados in vitro, sélo algunos de éstos cambian las
propiedades cataliticas de la enzima. Dependiendo de la fuente de AChE, los
sitios cataliticamente “efectivos” habrian incorporado en mayor o menor medida
los grupos fosfato in vivo, manteniéndolos unidos (0 no) durante los diferentes

procesos de purificacion.

De hecho, los mismos investigadores han demostrado que la
fosforilacion de parte de las moléculas de AChE sucede in vivo. Asi, el
tratamiento con fosfatasa alcalina (FA) aumenta el punto isoeléctrico y cambia la
movilidad electroforética de una fraccidn de las moléculas de AChE humana, lo
que se atribuye a la pérdida de grupos fosfato, con carga negativa, que

inicialmente estaban unidos a la proteina.

En el liquido cefalorraquideo de los pacientes de Alzheimer se ha
detectado una banda anomala de AChE por isoelectroenfoque (Perry y col.,
1985; Navaratnam y col., 1991; Smith y col., 1991). En principio, se piensa que
procede de alteraciones en la glicosilacion de la enzima (Saez-Valero y col,,
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1997). No obstante, si la hiperfosforilacion de jos filamentos tau (Trojanowski y
Lee, 1995) del cerebro de los pacientes refleja un exceso de actividad quinasa,
posiblemente, también la AChE se encuentre hipen‘oéforilada bajo tales
circunstancias. Este hecho podria explicar la aparicion de la nueva banda de
AChE por isoelectroenfoque.

Como se comentd en el Apartado 1.3.3, hay motivos fundados para
relacionar las acciones morfogenéticas de las colineste_rasas con fendmenos de
interaccion celular. En las interacciones proteina-proteina, la fosforilacidon de los
aminoacidos de la periferia de la proteina desemperia, probablemente, un papel
relevante. La neurotacting, una proteina de adhesion celular que comparte
motivos secuenciales con la AChE, incorpora grupos fosfato in vivo (Barthalay y
col,, 1‘990). Por tanto, la fosforilacién de la AChE podria no sélo regular la
accién de la enzima en las sinapsis colinérgicas, sino también las otras

funciones alternativas (Apdo. 1.3).

Partiendo de los resultados del grupo de la Dra. Soreq, nuestro objetivo
inicial consistio en.localizar y secuenciar (os sitios de fosforilacién en la molécula
de AChE.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

La AChE purificada de eritrocito se consiguié por gentileza del Dr.
Brodbeck de la Universidad de Berna. La PKA procedia de Promega (numero
de catalogo, V516a), y la FA de Boehringer Mannheim (n° cat., 713023).

De Sigma y Hartmann Analytic se obtuvieron el ATP y el [y**-P]-ATP,
respectivamente. El kemptide (n° cat., M-1510) se compré a Bachem, el papel
de fosfocelulosa (P81) a Whatman y la mezcla de anfolitos (10043) para el

isoelectroenfoque a Fluka.

2.2. Incubacién con proteina quinasa A

Se investiga la posible fosforifacién con proteina quinasa A (PKA) de la
AChE purificada de la membrana de eritrocito bovino (2.700 U/ml; 5.400 U/mg)
0 humano (2.024 U/ml; 5.060 U/mg). Las muestras de AChE de las dos fuentes
fueron amablemente suministradas por el Dr. Brodbeck de la Universidad de
Berna (Brodbeck y col., 1981). La actividad especifica de las muestras se

expresa en pmoles de ATCh transformados por min y mg de proteina.

Entre 18 y 30 U de AChE (esto es, ~ 3,5-6 ug de proteina) se incuban, 90
min a 30°C, con un tampén Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 que contiene MgClz 18 mM,
Triton X-100 al 0,1%, ATP 0,2 mM, 25 uCi de [y->P]-ATP y 150 unidades de
PKA. El volumen final es de 50 o 100 yl; en este ultimo caso, la incubacién se
realiza con 50 uCi de ATP radiactivo y 300 unidades (U) de PKA. Una unidad de
actividad PKA es la cantidad de enzima que incorpora 1 pmol de fosfato al
sustrato apropiado (caseina o kemptide) en 1 min. Las disoluciones de partida
son: MgCl, 0,18 M, Triton X-100 al 1% (p/v) en Tris-HCI 0,5 M, pH 7,5, ATP
4mM en agua, [y-°P]-ATP 10 mCi/ml (Hartmann Analytic) y PKA 60 U/l
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(Promega), y se completa el volumen final con agua. En todos los experimentos
se prepara un control sin PKA.

Promega suministra la subunidad catalitica purificada de la PKA, libre de
la subunidad reguladora de la enzima, y por ello no es necesario anadir AMP¢ al
medio de reaccién (Apdo. V.1.1). Para catalizar la transferencia del tercer grupo
fosfato (y-P), se debe anadir al medio de incubacién PKA, ATP y un catién
divalente (Mg*?, Mn*? 0 Co*?). En presencia de Mg*, la K, para el ATP es del
orden de 10 uM. Por tanto, en nuestro ensayo el ATP esta en concentracidn de
saturacién (0,2 mM, 20 veces el valor de K,,), segun recomiendan diversos
autores (ver por ejemplo, Wang y Roach, 1993). En cuanto al [y-*PJ-ATP, la
actividad especifica si se ponen 25 uCi en el medio de reaccion es de 5.500
cpm por pmol de ATP no radiactivo (1uCi = 2,2 x 10° cpm), y si se agregan 50
MCi de 11.000 cpm/pmol, valores muy superiores al empleado (100-200
cpm/pmol), por ejemplo, para incorporar *°P al ’kemptide (Wang y Roach, 1993).
El uso de [y-PP]-ATP, en lugar de [y-*P]-ATP, proporciona varias ventajas,
como una mejor resolucion en las autorradiografias con tiempos de exposicion
mas cortos; ademas, la vida media de este is6topo es mayor (25 dias frente a
los 14 del *°P).

La muestra tratada o no con fa PKA se somete a electroforesis
desnatura)izante y posterior autorradiografia (Apdo. V.2.6), 0 se mide en ella la
actividad AChE, para investigar posibles modificaciones en la capacidad de
hidrélisis de la ATCh debidas a la accion de fa PKA. En este ultimo caso, no se
incluye [y-*P])-ATP en el medio de reaccién. La AChE purificada de SFB (Apdo.
11.2.2) también se incuba con PKA (150 unidades) y ATP (0,2 mM), en ausencia
de [y-°P]-ATP, midiéndose su actividad hidrolitica antes y después del

tratamiento.

2.3. Ensayo de proteina quinasa A

Para comprobar que la PKA utilizada en los experimentos previos (Apdo.
V.2.3) funciona correctamente para la transferencia del fosfato, se lleva a cabo
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ite ensayo, que emplea el kemptide como sustrato de la enzima
, 1981; Wang y Roach, 1993).

<emptide (Kemp y cal., 1977) es un péptido sintético de 7 aminoacidos
S-L-G), que reproduce la secuencia del sitio de fosforilacion de la
juinasa de higado, un sustrato fisiologico de la PKA. La presencia de
aminodacidos basicos, preferiblemente arginina, en posicion N-terminal
1la de la serina (o treonina) que acepta el fosfato resulta determinante
'a PKA reconozca el sitio de fosforilacién. Tras analizar las secuencias
acidos en las que se produce la fosforilacion por PKA, se ha
do que muchas de las proteinas diana poseen la secuencia consenso
"0 la R-X-S/T (X puede ser cualquier aminoacido). En general, en
-terminal se localiza un aminoacido hidrofobico (por ejemplo, leucina)

yery col., 1996).

emptide es un sustrato excelente de la PKA con una K, de 16 ugM y
le 20 umoles/min/mg. Ademas, a nivel experimental, los dos restos de
n el péptido suponen una gran ventaja, debido a que las cargas
le estos aminoacidos interaccionan con los grupos fosfato con carga
lel papel de fosfocelulosa. De este modo, tras la incubacion con la
Jsible separar el kemptide con el P incorporado del [y-*P}-ATP que
;cionado. Basicamente, el ensayo~ consiste en transferir la mezcla de
con la PKA, el kemptide y el [y-°>P]-ATP- a trocitos de papel de
sa numerados y sumergir €stos en un recipiente con acido fosférico.
el lavado, |a radiactividad fijada a los papeles se mide en un contador
20 liquido. Algunas proteinas basicas, como las histonas (sustratos
s de la PKA), se unen a la fosfocelulosa y, por tanto, también se
n este tipo de ensayos. En el caso de algunos péptidos con sélo dos
asicos (el kemptide y otros), es absolutamente necesario sumergir los
I medio acido, para neutralizar las cargas negativas del grupo fosfato
0 a la serina (o treonina) y evitar la repulsion de cargas entre los
la molécula que se quiere fijar y ios de la celulosa.
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' Para el ensayo, se prepara el medio de reaccién a partir de-MgCl, 28 mM
en Tris-HCI 0,1 M, pH. 7,5, la disolucion de ATP (1 mM en agua) y la de
kemptide (5 mM en agua). El [y-*P]-ATP utilizado (1- HCi/ul) se obtiene
diluyendo el reactivo comercial (10 mCi/ml, Hartmann Analytic) en agua. Se
numeran 4 viales, y en cada uno se deposita el volumen adecuado de las
disoluciones de partida, para obtener 49 i de la siguiente mezcla de reaccion:
MgCl; 14 mM, kemptide 0,1 mM, ATP 0,2 mM, 1 uCi de [y->>P]-ATP en Tris-HCI
50 mM, pH 7,5 (el volumen se completa con agua). La actividad especifica del
[y->P]-ATP en el medio es de 220 cpm/pmol de ATP no radiactivo. A
continuacion, se afiade 1 pl de una disolucidn de PKA (60 U/ul, Promega) a los
viales 1 y 1’, y el mismo volumen de agua al 2 y 2’, con un intervalo de 30 s
entre ellos. Se incuban los viales 12 min a 30°C, y la reaccién se detiene con
200 pl de H3PO4 al 10% (v/\}), que se depositan en los viales respetahdo el
orden y. el intervalo de 30 s. De cada mezcla se aplican 200 ul a un trocito (5x5
cm) de papel de fosfocelulosa numerado, y los cuatro trozos se dejan secar al
aire durante 1,5 h. Transcurrido el tiempo, los papeles se lavan 5 veces con
H3;PO4 al 0,5% (viv), tras lo cual, se secan con u'n secador para el pelo. Cada
papel se introduce bien doblado en un vial de centelleo, al que se afiaden 10 m|
de coctel de Bray (Apdo. 11.2.6). La radiactividad en los viales se mide en un
contador de radiacion beta (LBK 1217 Rackbeta Counter).

2.4. Incubacion con fosfatasa alcalina

La AChE purificada de EH (400 U; 1 U = 1 ymol min") se incuba con
40 U de fosfatasa alcalina (FA) en un medio con MgCl, 1 mM, ZnCl, 0,1 mM,
Tritdn X-100 al 0,05%, Tris-HC! 50 mM, pH 8,5, durante 2,5 horas a 37°C. El
volumen final es de 270 ul. Las concentraciones finales en el medio de reaccion
se obtienen a partir de MgCl, 10 mM, ZnCl, 1 mM, Triton X-100 al 0,5% (p/v) en
Tris-HCI 0,5 M, pH 8,5. Las preparaciones enzimaticas a emplear son una
disolucién de FA (1.000 U/ml, Boehringer Mannheim) y otra de AChE (2.024
U/ml).
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Tras la incubacién, se mide la actividad AChE y FA (Apdo. V.2.5) en la
muestra, que, a continuacién, se pasa por una pequefia columna (~ 1 ml de
resina) de edrofonio ligado a la sepharose a través de un “brazo espaciador”
(Edf-esp-sepharose). El Dr. Brodbeck (Brodbeck y col., 1981) suministrd
gentilmente la matriz de afinidad. Antes de pasar la muestra, la columna se
equilibra con 10 ml de NaCl 0,14 M, MgCl, 1 mM, ZnCl, 0,1 mM, NaN, al 0,05%
(p/v), Triton X-100 al 0,05% (p/v) en Tris-HCl 10 mM, pH 7,4 (tampdn A de
equilibrio). El edrofonio, unido al gel a traves de un “espaciador’, liga la AChE
de la membrana de eritrocito, Io que permite separar las dos enzimas (la AChE
y la FA). Después de aplicar la muestra, la columna se lava con 3 mi de tampon
Ay se recogen manualmente fracciones de ~ 100 pl. Se efectia un segundo
lavado con alta concentracion de sal (3 ml de NaCl 0,5 M en tampén A) y, por
ultimo, la AChE retenida en la matriz se eluye con edrofonio 10 mM en tampén
A, tomando unas 30 fracciones de ~ 100 pl. En todos los pasos se mide la
actividad AChE y FA, para comprobar que, efectivamente, las dos enzimas se

separan.

Por electroforesis desnaturalizante (Apdo. V.2.6) e isoelectroenfoque
(Apdo. V.2.7) se investiga la posible desfosforilacion de la AChE eluida de la
columna de afinidad. También, tras eliminar el edrofonio por didlisis, se incuba la

AChE, que previamente se ha tratado con FA, con PKA (Apdo. V.2.2).

2.5. Medida de la actividad fosfatasa alcalina en espectrofotémetro

La actividad FA se mide de acuerdo con el Dr. Mdssner y col. (1980),
empleando como sustrato de la enzima el p-nitrofenilfosfato (pPNPP) a una
concentracion 10 mM, en un medio con 0,5 mM MgCl, y tampdn dietanolamina
1 M, pH 9,8. Para ello, se prepara una disolucion 4 M de dietanolamina, pH 9,8,
y otras dos de pNPP 40 mM y MgCl, 0,2 M. De las disoluciones de partida se
deposita el volumen necesario en una cubeta de plastico de 1,5 ml, junto con 20
ul de la muestra de enzima, para conseguir las concentraciones finales en un

volumen de 1 ml (que se completa con agua).
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Dado que la FA es una metaloproteina, la dietanolamina actia como un
activador de la enzima al modificar el entorno del centro activo con Zn (Méssner
y col, 1980). Para conseguir una actividad constante e independiente del
tampon, es conveniente incubar la FA 30 min con la dietanolamina y el MgCl,,
antes de afiadir el sustrato a la cubeta. La FA requiere Mg*? en los medios de
reaccion para expresar correctamente su actividad. Por tanto, las diluciones de
la enzima siempre deben hacerse en un tampdn con la sal de magnesio. Se
deposita el pNPP en la cubeta y se mide el incremento de absorbancia a 405
nm (e = 18,2 x 10° M -cm™), a 25°C, en un espectrofotémetro (Kontron, Uvikon
930). La absorbancia se debe al p-nitrofenol, que se origina por la hidrolisis
enzimatica del pNPP. Un cubeta “blanco” con todos los reactivos, pero sin la

muestra, resta la absorbancia no especifica.

Para obtener la actividad FA expresada en pmoles de sustrato
hidrolizados por min y por mi de muestra, el incremento de absorbancia/min se
mulitiplica por el factor de 2,75. Para un paso optico de 1 cm, dicho factor resulta
de la expresion del Apartado 11.2.3.1, donde 405 = 18,2 x 10° M* -cm™, Vi = 1 m
y Vm = 0,02 ml. Una unidad de actividad es la cantidad de enzima que hidroliza
1 umol de pNPP por min a 25°C.

2.6. Electroforesis desnaturalizante en gradiente de poliacrilamida.

Autorradiografia de los geles

La AChE tratada con PKA, en presencia de [y-’P}J-ATP, se somete a
electroforesis desnaturalizante y posterior autorradiografia, para investigar la
posible incorporacion de fosforo radiactivo a la enzima. También se analiza por
electroforesis la AChE incubada con FA, tiféndose los geles con azul de
Coomassie, para comprobar si el tratamiento con la fosfatasa modifica la
migracion electroforética de la AChE.

La electroforesis se realiza siguiendo el método de Laemmli (1970), con
un sistema discontinuo de tampones, y utilizando un sistema electroforético

como el de Pharmacia-LKB, con el que se consiguen geles de ~ 15x14X0,2 cm.
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Basicamente, se siguen los pasos descritos en el Apartado 11.2.4 (electroforesis
no desnaturalizante en gradiente de poliacrilamida), pero con las modificaciones

que se exponen a continuacion:

-Al tratarse de una electroforesis en condiciones desnaturalizantes, todos
los medios contienen SDS: al 0,1% (p/v) en el gel separador y espaciador
y en el tampon de recorrido, y al 2% (p/v) en la disolucion utilizada para
desnaturalizar las muestras antes de aplicarlas a las calles del gel. La
desnaturalizacion se completa calentando las muestras 5 min a 80°C en

dicha disolucién, que también contiene B-ME al 5% (p/p).

-Si no se especifica lo contrario, se prepara el gel separador con un

gradiente lineal de poliacrilamida del 5 al 15% (p/v).

-La mezcla de proteinas estandares contiene: aprotinina de pancreas
bovino (6,5 kDa), lisozima de huevo de gallina (14,4 kDa), inhibidor de
tripsina (21,5 kDa), anhidrasa carbdnica bovina (31 kDa), ovoalbumina (45
kDa), albumina de suero bovino (66 kDa), fosforilasa b de musculo de
conejo (subunidad, 97,4 kDa), p-galactosidasa de Escherichia coli
(subunidad, 116 kDa) y miosina de musculo de conejo (subunidad, 200
kDa).

-La electroforesis se desarrolla a voltaje constante (70 voltios) durante

17-20 h. Un sistema de refrigeracion continua impide el calentamiento.

Finalizada la electroforesis, el gel se sumerge por 1,5 h en una disolucidn
con metanol al 7% (v/v) y acido acetico al 10% (v/v), para fijar las proteinas. Se
realiza un cambio de la disolucion fijadora, manteniendo el gel sumergido 30
min mas y, por ultimo, se lava con agua otros 30 min. El proceso electroforético
separa el ATP radiactivo libre del incorporado a la proteina; en consecuencia,
tanto el tampdn de recorrido como las disoluciones de fijacion y lavado se
contaminan con *P, por lo que deben almacenarse en lugar seguro hasta la

pérdida total de radiactividad.
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Una vez fijadas las proteinas, el gel se incluye entre dos capas de
plastico, que se sellan perfectamente, y se coloca sobre una pantalla
ultrasensible a la radiacién emitida por el **P (“Imaging Screen’, Specification:
HS-High Screen for ¥*P). La pantalla con el gel adherido se introduce en un
escaner conectado a un ordenador. Después de 24-48 h, el escaner recoge la
imagen impresa en la pantalla y la envia al ordenador. Tras la autorradiografia,
el gel se despega de la pantalla, se saca de la bolsa de plastico y se tifie con
azul de Coomassie (Apdo.-11.2.4.4).

2.7. Isoelectroenfoque

Se investiga por isoelectroenfoque si la accion de la FA sobre la AChE
aumenta su punto isoeléctrico, lo cual indicaria que la fosfatasa separa grupos

fosfato (con cargas negativas) de la molécula de AChE.

En el isoelectroenfoque, las proteinas se someten a electroforesis a
través de un gel con un gradiente estable de pH, de forma que éste aumenta
suavemente del anodo al catodo. Cada proteina migrara hasta la posicidon del
gradiente de pH que corresponda a su punto isoeléctfico, y aparecera
“enfocada” en una banda muy estrecha, cuyo grosor puede ocupar 0,01
unidades de pH, lo que significa que basta una sola carga neta para separar

dos proteinas.

Se emplea un sistema electroforético de tamafio reducido (Mini-Protean
ll, Bio-Rad). El gel resultante presenta una superficie de 7x8 cm y un grosor de
0,75 mm:.

2.7.1. Preparacion del gel

El gel, con una concentracion de acrilamida del 5% (p/v), se prepara de

acuerdo con Robertson y col. (1987). Para un volumen de 12 ml se mezclan:
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Agua bidestilada 54 mi
Acrilamida 29,2%-bisacrilamida 0,8% 2,0 mi
Disolucién de anfolitos, pH 3-10 (Fluka) 288
-Urea ultrapura 6,0 g

Persulfato amaénico 10% (p/v) 25 ul

TEMED (Bio-Rad) 20 ul

La urea es un agente desnaturalizante que, a diferencia del SDS, no
posee carga y, por tanto, no afecta a la de las proteinas. La presencia de urea
en el medio elimina las interacciones proteina-proteina y proteina-lipido, que
podrian modificar la carga neta y, en consecuencia, el punto isoeléctrico de la
muestra. La disolucion de anfolitos contiene una mezcla de oligdmeros, de
masa molecular baja (300-900 daltones) y con diferentes valores de punto
isoeléctrico, que llevan unidos grupos amino alifaticos y otros de &cido
carboxilico (Rigghetti, 1989). La accion del campo eléctrico sobre los anfolitos
genera el gradiente de pH (Apdo. V.2.7.3), pero es la capacidad tamponadora
de éstos la que mantiene estable dicho gradiente durante todo el proceso. En
teoria, una mezcla de anfolitos con puntos isoeléctricos comprendidos entre 3 y
10 genera un gradiente de pH entre estos valores (Giulian y col., 1984); sin

embargo, en la practica obtenemos geles en los que el pH aumenta de 4 a 8.

En primer [ugar, se montan los cristales entre los que va a polimerizar el
gel. Solo -entonces, se mezclan sin agitacion vigorosa en un vaso de
precipitados la urea, el agua, la disolucién de acrilamida-bisacrilamida y la de
anfolitos. La urea se disuelve mas rapido si se calienta un poco la mezcla. Una
vez disuelto el agente desnaturalizante, se aflade el persulfato y el TEMED, se
agita todo y se vierte entre los cristales, hasta el limite superior y sin formar
burbujas de aire. Se coloca con cuidado el peine formador de las calles y se
deja polimerizar a temperatura ambiente (~ 1 h). Concluida la polimerizacién, se

retira el peine y se lavan las calles con agua.
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2.7.2. Tratamiento de las muestras

Para un volumen de 5 ml, se prepara una disolucidon desnaturalizante
como sigue (Robertson y col., 1987):

Agua bidestilada 1,7 mi
Urea ultrapura 24 ¢

Disolucion de anfolitos, pH 3-10 (Fluka) 120 pi
Triton X-100 20% (p/v) 500 i
B-mercaptoetanol 98% (p/p) (Acros) 50
Azul de bromofenol al 1% (p/v) 200 ul

La concentracion final de urea en la mezcla desnaturalizante es de 8 M,
mientras que el B-ME se encuentra al 1% (p/p). El detergente no idnico Triton
X-100 se utiliza para mejorar la resolucion de las bandas en el gel, porque

ayuda a prevenir la agregacién de las proteinas de membrana.

La muestra se diluye dos veces en la disolucién con urea (concentracion
final, 4 M) y B-ME (al 0,5% p/p en la muestra), y la desnaturalizacion de las
proteinas se completa calentando 5 min a 95°C. Después de la incubacion, y
antes de aplicar las muestras al gel, éstas se centrifugan 5 min a 13.000 rpm,
para eliminar los agregados proteicos que, en caso contrario, “rayarian” el gel

durante la electroforesis (Sinclair y Rickwood, 1981).

2.7.3. Generacion del gradiente de pH, aplicacién de las muestras y recorrido

Los cristales con el gel polimerizado se colocan en el sistema de
electroforesis, y asi se forma el depdsito superior, que se sella con silicona. Este
depdsito debe quedar perfectamente estanco, de tal modo que no haya
pérdidas de liquido hacia el inferior. Los depodsitos superior (del cétodo) e
inferior (del anodo) se llenan, respectivamente, con NaOH 20 mM y HsPO,
10 mM (O'Farrell, 1975). Las disoluciones se preparan, justo antes de utilizarlas,
a partir de NaOH 1 M y HaPO4 1 M (Pollard, 1984). Se trabaja a temperatura

ambiente para prevenir que la urea cristalice.
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El gradiente de pH del gel se consigue sometiendo a electroforesis
previa (30 min a un voltaje constante de 150 voltios) la mezcla de anfolitos,
cuando todavia no se han depositado las muestras en las calles (Robertson y
col., 1987). Bajo la influencia del campo eléctrico, los anfolitos se distribuyen de
acuerdo con sus puntos isoeléctricos, de manera que los mas acidos se
escalonan desde el anodo, mientras que los mas basicos lo hacen desde el

catodo.

Después de generar el gradiente de pH, se desconectan los electrodos y
se aplican las muestras en las calles. Debido a que las muestras de AChE se
diluyen mucho al tratarlas con FA y pasarlas por la columna cromatografica
(Apdo. V.2.4), la capacidad de los pocillos (50 pl) es insuficiente para depositar
una cantidad de proteina que se pueda detectar con Coomassie. Por ello,
durante la preparacion del gel no se utiliza el peine formador de calles del
Mini-Protean Il, sino que con un formador disefiado por nosotros se logran
pocillos de mayor capacidad (hasta 250 pl), que permiten aplicar unos 3 ug de
proteina (AChE)/calle, cantidad que al concentrase en una banda muy estrecha

se puede observar al tefiir el gel con el azul de Coomassie.

Una vez depositadas las muestras, la electroforesis se desarrolla a
voltaje constante (200 voltios) por 2,5 h, a temperatura ambiente (Robertson y
col., 1987). A lo largo de la electroforesis, la temperatura no sobrepasa los

40-50°C en el sistema electroforético.

2.7.4. Medida del gradiente de pH y deteccion de las proteinas en el gel

Finalizada la electroforesis, se desmonta el sistema y se saca el gel de
entre los cristales. Antes de sumergirlo en la disolucion fijadora, se corta una tira
(de arriba a abajo) del gel. Esta, a su vez, se divide en unos 15 trozos de 0,5
cm, cada uno de los cuales se deposita en un tubo numerado que contiene 1 mi
de KCl 10 mM. Después de 30 min (minimo), se mide el pH en los tubos. Se
representan los valores de pH frente a las distancias relativas (esto es, referidas

a la longitud total del gel), obteniéndose la recta de calibrado.
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“Mientras tanto, para fijar las proteinas, el gel se sumerge en una
disolucién de acido tricloroacético al 10% (p/v) durante 10 min y, a continuacion,
2 h en acido tricloroacético al 1% (p/v) (Robertson y col., ‘1987). Después, se
lava 15 min con SDS al 0,25% (p/v) en etanol:acido acético:agua (33:10:57). El
SDS se une a los anfolitos y contribuye a eliminarlos del gel (Giulian y col.,
1984), evitando que interfieran con la tincion de las proteinas. Por uitimo, el gel

se tifne 1 h con azul de Coomassie (Apdo. 11.2.4.4).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.2. La proteina quinasa A no fosforila la AChE de eritrocito humano o

bovino

Segun los resultados del grupo de la Dra. Soreq (Apdo. V.1.1), la PKA
fosforila la AChE, con lo que aumenta la actividad enzimatica. Este fendmeno
ocurre con la AChE de distintos origenes; por ejemplo, con la enzima purificada
de eritrocito humano o bovino, que les suministrd el Prof. Brodbeck para los

experimentos de fosforilacion.

En base a estos resultados, nos propusimos localizar y analizar in vitro
los sitios de fosforilacién en la molécula de AChE de erotrocito humano y
bovino, empleando para ello muestras de la enzima también purificada en el
laboratorio del Dr. Brodbeck. En principio, supusimos que la fosforilacion tenia

lugar en secuencias no consenso (Grifman y col., 1997).

Para alcanzar los objetivos propuestos, nuestro plan de trabajo consistia
en incubar la AChE con PKA, en presencia de [y->P]-ATP. La AChE marcada
se trataria con bromuro de ciandgeno, para que el ataque selectivo de este
reactivo a los restos de metionina (Grdss, 1967) rompiera la proteina,
generando -péptidos de distinta masa molecular. Los péptidos se aislarian por
tricina SDS-PAGE (Schéagger y von Jagow, 1987), un método electroforético
que permite separar proteinas cuyas masas moleculares estén comprendidas
entre 1 y 100 kDa. E! gel resultante se someteria a autorradiografia, para
localizar los péptidos con la sefial radiactiva. Los péptidos marcados se
transferirian a una membrana de nitrocelulosa y, por Ultimo, se analizaria la
secuencia de aminoacidos de cada uno de ellos (sobre el analisis de los sitios

de fosforilacion consultar, por ejemplo, Hardie y col., 1993).

En primer lugar, para verificar que la fosforilacion ocurria realmente, la
AChE de EB se incubd con PKA y [y-°>P]-ATP como se describe en el Apartado
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V.2.2. Después de la incubacién, la muestra se someti6 a electroforesis
desnaturalizante. La autorradiografia revelé una Unica banda radiactiva de
46 + 4 kDa (n=5) (Fig. V.1a), mientras que al tefiir posteriormente el gel con azul
de Coomassie se aprecid, junto a la banda de 46 kDa, una de 81 + 2 kDa (n=4)
y otra mas tenue de 149 = 3 kDa (n=4) (Fig. V.1, calle A). La calle B del gel de
la Figura V.1 corresponde a la AChE incubada sin PKA (control). En esta calle
solo se observan las proteinas de 81 kDa y 149 kDa, indicando, sin ningun
género de dudas, que la de 46 kDa de la calle A pertenece a la subunidad
catalitica (C) de la PKA. Ademas, el valor de 46 kDa coincide con el calculado
previamente por otros autores para la masa molecular de la subunidad C de la
PKA (Bossemeyer y col., 1996). A partir de los resultados es posible concluir
que la quinasa se autofosforila en ausencia de un sustrato adecuado, puesto
que solo la proteina de 46 kDa incorpor6 fosforo radiactivo. Las proteinas de 81
kDa y 149 kDa, que no dieron sefial radiactiva, corresponden al monémero y al
dimero de la AChE de EB, respectivamente; por tanto, una fraccién de la
enzima conservo el estado de agregacion dimérico de la proteina nativa, a
pesar del tratamiento disociante con SDS y B-ME. Los valores de 81 kDa y 149
kDa son idénticos a los obtenidos para las respectivas formas moleculares
generadas a partir de la AChE de SFB (Apdo. 111.3.1).

Los mismos resultados se obtuvieron cuando la AChE de EH se traté
con PKA, en presencia de [y-P]-ATP, y se sometié a SDS-PAGE. La quinasa
se autofosforild (Unica proteina que incorporé **P), pero no transfirid ningtn
grupo fosfato a la molécula de AChE de origen humano. La Figura V.2 muestra
el gel tefiido con Coomassie correspondiente a la AChE de EH incubada con
(calle A) o sin PKA (calle B). En la calle A se aprecian dos bandas: una de 75 +
1 kDa (n=3), que pertenece a la forma molecular Gy de AChE de EH, y la de 46
kDa de la subunidad catalitica de la PKA. Como era de esperar, en la calle B
sdlo se observa la proteina de 75 kDa. En esta ocasidn, el tratamiento con SDS
y B-ME fue suficiente para monomerizar por completo la forma G, de AChE. La

diferencia entre la masa molecular de la subunidad catalitica de la AChE de EB
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Figura V.1. Electroforesis desnaturalizante de la AChE de EB incubada con
PKA. La AChE purificada de EB (~ 5 ug) se traté con 150 unidades de PKA, en un
medio con MgCl, 18 mM, Triton X-100 al 0,1% (p/v), ATP 0,2 mM, [y-]-ATP (5.500
cpm/pmol), Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. Tras la incubacién, la muestra se desnaturalizé con
SDS al 2% (p/v) y B-ME al 5% (p/p), y se sometié a SDS-PAGE en un gel con gradiente
de poliacrilamida (5-15% p/v). La electroforesis se desarrollo a 70 V durante 17 h. La
autorradiografia det gel (Fig. V.1a, 24 h de exposicion) reveld que solo la proteina de 46
kDa (subunidad catalitica de la PKA) incorporaba *P. Obsérvese el [y->°P]-ATP en el
frente del gel. Al tefir con Coomassie (Fig. V.1b) se detectaron en la calle A, ademas
de la banda de 46 kDa, otras dos de 81 kDa y 149 kDa (monémero y dimero de la AChE
de EB, respectivamente). Calle B, control sin PKA. Los estandares (calle E) fueron:
miosina (200 kDa), B-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa b (97,4 kDa), albumina de
suero bovino (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbénica (31 kDa), inhibidor
de tripsina (21,5 kDa), lisozima (14,4 kDa) y aprotinina (6,5 kDa).
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Figura V.2. Electroforesis desnaturalizante de la AChE de EH tratada con
PKA. Se investigé la capacidad de la PKA para transferir grupos fosfato a la AChE. Las
muestras de AChE purificada de EH (~ 5,5 jg) se incubaron, en presencia de [y--ATP,
con (calle A) o sin (calle B) PKA (Apdo. V.2.2), y se depositaron en un gel de
poliacrilamida. Las condiciones de la electroforesis como en la Figura V.1, pero en esta
ocasion el gel contiene una concentracién fija (8% p/v) de acrilamida. Tras tefiir con
Coomassie se observo una proteina de 75 kDa (calies A y B), que representa el
moenomero de la AChE de EH. La banda de 46 kDa (calle A) corresponde a la
subunidad catalitica de la PKA. La autorradiografia (no mostrada) revelé que la PKA no
transferia *>P a la AChE. Las proteinas estandares (calle E) como en la Figura V.1,
exceptuando las de menor masa molecular (inhibidor de tripsina, lisozima y aprotinina),
que se perdieron por la parte baja del gel.
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(81 kDa) y la de EH (75 kDa) se debe a los restos de oligosacaridos unidos a
una u otra molécula (Liao y col., 1992). De hecho, la AChE bovina posee 5 sitios

potenciales de N-glicosilacién (Doctor y col., 1990) frente a los 3 de la enzima

humana (Soreq y col., 1990).

Los experimentos anteriores demuestran de manera directa que la PKA
no fosforila la AChE de eritrocito bovino o humano, y, por consiguiente, la
incubaciéon con la quinasa no debe modificar la capacidad de la AChE para
hidrolizar la ACh, en contra de lo observado por el grupo de la Dra. Soreq
(Grifman y col., 1997). Efectivamente, después del tratamiento con la PKA
(Apdo. V.2.2), se midié la actividad AChE de la muestra (prueba) en un medio
con DTNB 0,33 mM y ATCh 1 mM (Apdo. 11.2.3.2), y se comparo dicha actividad
con la del control incubado en ausencia de PKA, no encontrandose diferencias
entre la prueba y el control, tanto para la AChE de EB como para la de EH.
Cuando el ensayo se repitié con la AChE purificada de SFB se obtuvo idéntico

resultado, esto es, la PKA no ejercio efecto alguno sobre la actividad hidrolitica

de la AChE.

Podria ocurrir, no obstante, que la PKA de Promega con la que
trabajabamos se hubiera inactivado por cualquier maotivo (lote defectuoso,
deficiencias en el transporte,...), perdiendo la enzima la capacidad para fosforilar
sus sustratos. Aunque esta posibilidad parecia remota, ya que la PKA sufria
autofosforilacion, decidimos descartarla definitivamente. Para ello, se realizd el
ensayo descrito en el Apartado V.2.3, en el que se empled un sustrato
adecuado de la enzima, el kemptide. Cuando se traté con PKA en presencia

[v-°P]-ATP, el kemptide incorporé de manera efectiva fosforo radiactivo, como

se muestra en la Tabla V.1.
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Tabla V.1. Ensayo de actividad PKA por medida de 33p incorporado a kemptide

Muestra Radiactividad (cpm)
1 (+PKA) 263.097

1’ (+PKA) 270.377

2 (-PKA) 3.752

2’ (-PKA) 3.322

Una disolucién de MgCl, 14 mM, kemptide 0,1 mM, ATP 0,2 mM y [y->*P]-ATP
(220 cpm/pmol) en Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, se incubd con (1y 1") o sin (2y 2’) 60 U de
PKA. La incubacidn se detuvo con H3PO4 al 10% (v/v), y la mezcla de cada vial se
aplico a un trocito numerado de papel de fosfocelulosa. Una vez secos, los papeles se
lavaron con H;PO, al 0,5% (v/v). La radiactividad fijada a los papeles se mididé en un
contador de centelleo liquido (cpm). Debido a su caracter basico el kemptide se unié a
la fosfocelulosa, propiedad que permitié separar el **P incorporado al péptido por la

accion de la quinasa del ATP radiactivo libre, que se eliminaba en los lavados.

Por tanto, la PKA catalizaba correctamente la transferencia del grupo

fosfato a un sustrato 6ptimo, pero no asi a la AChE.

En el ensayo de la Tabla V.1, la radiactividad (cpm) de los blancos
(viales 2 y 2') representa aproximadamente el 1% de las cpm unidas a la
fosfocelulosa en las muestras tratadas con PKA (viales 1 y 1'). Si bien en este
tipo de ensayos dicho porcentaje se espera que sea del 0,1% o menor, puede
alcanzar algo mas del 1% por la presencia en el [y-"P]-ATP comercial de P
contaminante, que posee una carga positiva neta en medio acido, la cual
interacciona con las cargas negativas de la fosfocelulosa (Casnellie, 1991).
Ademas, la PKA puede actuar como una ATPasa, hidrolizando, aunque muy
lentamente, el [y-°P]-ATP y liberando una pequefia cantidad de P
(Bossemeyer y col., 1996).
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De los experimentos expuestos en este apartado se concluye que la PKA
no fosforila la AChE de distintos origenes, en contradiccion con los resultados
obtenidos por la Dra. Grifman y col. (1997). Esta discrepancia resulta tanto mas
sorprendente si se tiene en cuenta que en los dos centros de investigacion se
emplearon muestras de AChE de eritrocito humano o bovino suministradas por
el mismo laboratorio, en donde la enzima se purific6 mediante el mismo

procedimiento (Brodbeck y col., 1981).

3.2. La proteina quinasa A tampoco fosforila la AChE de eritrocito humano

preincubada con fosfatasa alcalina

Para intentar conciliar los resultados del grupo de la Dra. Soreq con los
nuestros, aventuramos una ultima hipdtesis segun la cual la AChE ya estaria
completamente fosforilada antes de incubarla in vitro con la PKA. En realidad, la

hipétesis surgid necesariamente de la atenta lectura del trabajo de la Dra.
Grifman y col. (1997).

En base a la modificacion del punto isoeléctrico de una pequeria fraccion
de la AChE por la accién de la FA, estos investigadores argumentéban que
dicha porcion de la enzima habia adquirido los grupos fosfato in vivo,
manteniéndose ligados a la molécula de proteina durante el proceso de
purificacién. Al desprender algunos de los grupos fosfato in vitro, la FA
disminuia las cargas negativas de la AChE, aumentando, por tanto, su punto
isoeléctrico. El isoelectroenfoque, que permite separar proteinas que difieren en
una sola carga neta (Apdo. V.2.7), sirvid para investigar la posible pérdida de
grupos fosfato en la AChE. El isoelectroenfoque se realizé en condiciones no
desnaturalizantes y el gel se tiié para revelar la actividad AChE. Menos de un
3% de la actividad total correspondia a la nueva banda de mayor punto
isoeléctrico, lo cual podia indicar que la AChE desfosforilada se inactivaba
parcialmente. Por otra parte, tras el tratamiento con la fosfatasa, la Dra. Grifman
y col. observaron que una fraccién (en esta ocasién, mas relevante) de la AChE
migraba mas rapido en geles de SDS-PAGE, a pesar de la dificultad que
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supone, desde nuestro punto de vista, separar por electroforesis normal los
distintos estados de fosforilacion de una proteina.

Si nuestra hipotesis resultara cierta, es decir, si la AChE de eritrocito
humano o bovino utilizada eh_nuestros experimentos se encontrara en un
estado completamente fosforilado, ello'explicaria la incapacidad de la PKA para
transferirle algiin otro grupo fosfato. El grupo de la Dra. Soreq habria trabajado
con muestras de AChE sélo parcialmente fosforilad'a,' todavia susceptible a la
accion de la quinasa. Laé diferencias en el grado de fosforilacién de la AChE
vendrian ya determinadas en el material de partida (sangre humana o bovina),
puesto que no se deben al empleo de distintos protocolos de purificacion de la
enzima. Asi, durante la purificacién de la AChE de eritrocito humano o bovino
en el laboratorio del Dr. Brodbeck, todos los medios contenian EDTA a una
Qconcentracién suficiente (> 5 mM) para prevenir la actividad quinasa (Brodbeck
y col., 1981). Al secuestrar los cationes divalentes, el EDTA actia como un
inhibidor de las proteinas quinasas, ya que todas estas enzimas sdlo reconocen
el ATP asociado con el Mg (Hardie y col., 1993).. Una vez eluida de la columna
de afinidad la AChE, el EDTA se eliminaba por dialisis.

Para aceptar o rechazar la hipétesis de la completa fosforilacién, la AChE
de EH se incubd con FA (Apdo. V.2.4). La AChE tratada con la fosfatasa no
experimentd variacion en su capacidad para hidrolizar la ATCh. Tras la
incubacion, las dos enzimas se separaron por cromatografia de afinidad en una
columna de Edf-esp-sepharose. Mientras que mas del 80% de la actividad
fosfatasa depositada en la columna eluyé libremente, practicamente el 100% de
la actividad AChE se uni6 a la matriz. Después de lavar el gel, cerca del 50% de
la AChE fijada se desprendié con edrofonio 10 mM disuelto en tampon Tris
salino. En la Figura V.3 se representa el perfil de elucion de ambas enzimas.
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Figura V.3. Cromatografia de afinidad en columna de Edf-esp-sepharose
para separar la AChE de la FA. La AChE purificada de EH (400 U; 1 U = 1 umol/min)
se incubd con 40 U de actividad FA en tampon Tris salino, pH 8,5. La mezcla se pasd
por una columna de Edf-esp-sepahrose. La FA eluyé con tampén Tris salino, pH 7,4
(fracciones 1-30), a la vez que la AChE se fij6 a la matriz. Tras lavar con NaCl 0,5 M
(fracciones 31-60), la AChE se libero de la columna con edrofonio 10 mM, en tampén
Tris salino, pH 7,4 (fracciones 61-90). Se recogieron fracciones de ~ 100 pl, en las que
se valoro la actividad AChE (@) y FA (O).

La AChE desprendida de la matriz de Edf-esp-sepharose se sometié a
SDS-PAGE, para conocer si el tratamiento con la FA habia modificado su
migracion electroforética. Una muestra de AChE no incubada con FA sirvio

como control. La tincién con Coomassie revel6 una unica banda de proteina de
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75 kDa, que corresponde a la subunidad catalitica de la AChE de EH, tanto en
la muestra tratada con fosfatasa como en el control (calles A y B,
respectivamente, del gel de la Fig. V.4). El resultado demostraba que la
migracién electroforética de la proteina permanecia inalterada. La ausencia en
la calle A de una banda en la posicién de la FA (~ 65 kDa) confirmo la correcta

separacion de ambas enzimas (AChE y FA) por cromatografia de afinidad.

La AChE eluida de la columna de Edf-esp-sepharose también se sometio
a isoelectroenfoque (Apdo. V.2.7). El punto isoeléctrico de la AChE incubada
con FA aumentd ligeramente respecto al de la no tratada, 6,25 + 0,09 (n=2)
frente a 6,16 + 0,14 (n=2) (Fig. V.5). No obstante, el incremento observado no
fue significativo (al considerar las desviaciones estandar de los valores) para
servir de prueba demostrativa de la pérdida de grupos fosfato por accion de la
fosfatasa. En el trabajo de la Dra. Grifman y col. (1997), el punto isoeléctrico de
la AChE “desfosforilada” experimentaba una variacidn suficientemente

significativa.

Asi pues, no obtuvimos prueba alguna que permitiera verificar la
hipotesis de la completa fosforilacion de la AChE in vivo. Finalmente, el

siguiente experimento nos llevo a rechazarla definitivamente.

La AChE de EH se incubd con FA, se pasé por una matriz de
Edf-esp-sepharose y, por ultimo, se traté con PKA (Apdo. V.2.2). Por un lado, la
quinasa no ejercidé ningun efecto sobre la actividad AChE de la muestra y, por
otro, cuando la incubacién tenia lugar en presencia de [y-*P]-ATP, la PKA no
incorporé fosforo radiactivo a la molécula de AChE (Fig. V.6). Los resultados
demostraron que la PKA no fosforilaba la AChE in vitro, aunque ésta
previamente se hubiera tratado con FA.
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Figura V.4. Electroforesis desnaturalizante de la AChE de EH tratada con
FA. Tincién de Coomassie. La AChE purificada de EH se incubé con FA y se pasé por
una matriz de Edf-esp-sepharose para eliminar la actividad fosfatasa. La AChE (~ 3 ug)
libre de la FA se sometié a SDS-PAGE bajo las condiciones descritas en la Figura V.1.
Se observé una sola banda de proteina (calle A), cuya masa molecular (75 kDa)
coincidia con la de la subunidad de AChE no tratada antes con FA (calle B, control). Los
estandares (calle E) como en la Figura V.1.
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Figura V.5. Isoelectroenfoque de la AChE de EH tratada con FA. Tincién de
Coomassie. La AChE se incubo con FA y, después, la fosfatasa se elimind por
cromatografia de afinidad. Mediante isoelectroenfoque se investigd si el punto
isoeléctrico de la AChE cambiaba por la accidn de la fosfatasa. Para ello, la AChE (~ 3
Hg) tratada (calle A) o no (calle B, control) con FA se someti6 a electroforesis
desnaturalizante, en un gradiente de pH (4-8), en un gel con urea pero sin SDS. La
electroforesis se desarrolld durante 2,5 horas a 200 V. El gradiente de pH se midié
como se indica en el Apartado V.2.7.4. El pequefio incremento del punto isoeléctrico de
la AChE preincubada con FA no es significative.
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Por consiguiente, nuestros resultados se contradicen por completo con
los del grupo de la Dra. Soreq, sin que acertemos a conocer la causa de tal
discrepancia. No obstante, parece claro que la AChE no constituye un sustrato
especialmente éptimo de la PKA, pues, segun la propia opinion de la Dra.
Grifman y cal. (1997), su capacidad para aceptar los grupos fosfato es limitada
en comparacion con la de otros sustratos bien estudiados de la quinasa, como
las histonas. Por otra parte, hemos observado algunas contradicciones en los
resultados del citado grupo de investigacion. Por ejemplo, afirman que la PKA
fosforila la AChE, ya que le transfiere *°P, pero a la vez no demuestran que la
accion de la quinasa disminuya el punto isoelectrico y la migracion
electroforética de la AChE, parametros que, segun los mismos autores, si se

modifican, aunque en sentido opuesto, por la accidn de la FA.

En nuestros experimentos se incluyd Triton X-100 al 0,1% (p/v) en los
medios de incubacion con PKA. Con ello se conseguia evitar la agregacion de
la AChE de la membrana de eritrocito, que posee un marcado caracter
hidrofébico. De producirse la agregacion, los restos de serina o treonina en la
superficie de la molécula de AChE podrian no quedar accesibles a la accion de
la quinasa. No obstante, para reproducir las condiciones del protocolo empleado
por la Dra. Grifman y col. (1997), en experimentos preliminares se incubd la
AChE con PKA en ausencia del detergente, y tampoco se obtuvieron resultados

satisfactorios.

Segun nuestro criterio, el método de fosforilacion publicado por la Dra.
Grifman es inadecuado, no sélo por la falta de Triton X-100 en el medio de
reaccién, sino principalmente por la presencia de EDTA a una concentracion 50
mM, cuando, en general, una concentracion 5 mM de EDTA es stuficiente para
complejar todos los cationes divalentes y, por tanto, prevenir la actividad
quinasa (Hardie y col.,, 1993). Antes de que la Dra. Soreq publicara los
resultados de su grupo, le comunicamos nuestra observacion sobre el EDTA.
La investigadora contestd que compartia dicha opinion, pues, de hecho, habian
obtenido mejores resultados al eliminar el EDTA del medio de incubacion.

Ademas, nos proporciond un nuevo protocolo en el que se prescindia del
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agente “quelante” y se aumentaba tanto la concentracién de [y-*P]-ATP como
las unidades de PKA. Ese nuevo protocolo con algunas modificaciones (por
ejemplo, la inclusién de Triton X-100) fue el que finalmente empleamos en

nuestros experimentos (Apdo. V.2.2), con los resultados ya indicados.

Con todo, en trabajos sucesivos, intentaremos probar la accién de la
fosfatasa alcalina sobre las muestras de AChE purificada de SFB y el efecto

posterior de la PKA.
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CONCLUSIONES

1. La AChE de suero fetal bovino (SFB) se purifica unas 90.000 veces
por cromatografia de afinidad en matriz de Edf-agarosa. La facilidad de
preparacion de la matriz, la relativa simplicidad del proceso cromatografico, el
grado de purificacidon de la enzima y el aceptable rendimiento de proteina
aconsejan este meétodo cuando se desee purificar las formas plenamente
hidrofilicas de AChE de cualquier tejido o0 medio biolégico.

2. La enzima purificada de SFB presenta verdadera actividad AChE. No
se trata, por tanto, de una BuChE sérica, sino de una forma molecular
tetramérica e hidrofilica de AChE (moléculas G.°). Este extremo queda
suficientemente demostrado por los valores del coeficiente de sedimentacion de
los tetrameros, y por la masa molecular del oligdmero y de las subunidades que
lo componen. La naturaleza serin-esterasa de AChE queda corroborada por el
marcado eficiente de la serina del centro activo con el organofosforado

[*H]-DFP y la subsiguiente inactivacion.

3. La AChE secretada al SFB contiene oligosacaridos complejos, como
revela su interaccion con distintas lectinas. El tratamiento de la enzima con
PNGasa F demuestra que de los 5 sitios potenciales de N-glicosilacién
-identificados en la secuencia de aminoacidos- cuatro estan glicosilados. Los

resultados no excluyen que haya un oligosacarido en el quinto sitio.

4. A partir de las formas tetraméricas completamente hidrofilicas (G°) de
AChE, se generan dimeros anfifilicos, por tratamiento desnaturalizante, y
mondmeros anfifilicos, por ruptura de los enlaces disulfuro. Los resultados
sugieren que tanto [as interacciones hidrofdbicas como los enlaces disulfuro
intervienen en [a asociacion de las subunidades cataliticas de AChE de SFB. El
proceso de ensamblado mas probable pasa por la unién de las subunidades
para formar dimeros, trabados por puentes disulfuro, que a su vez se unen por
interacciones hidrofébicas para rendir tetrameros.
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5. La transformacion de las formas G,°, completamente hidrofilicas, en
moléculas G, y G, anfifilicas sugiere que alguna region polipeptidica hidrofdbica
de las subunidades enzimaticas es responsable de las propiedades anfifilicas
de los dimeros y mondémeros Tipo Il. La ausencia de restos hidrofobicos
distintos de los de la proteina explicaria la ineficacia de los metodos que
separan glicolipidos o &cidos grasos para convertir estas formas anfifilicas en

hidrofilicas.

6. La subunidad catalitca de AChE (subunidad tipo T) posee una
conformacién muy flexible, que puede ser fundamental para producir la serie
completa de formas moleculares. Asi, las moléculas G,° nativas se transforman
por reduccidén en mondmeros inactivas, con una conformacién “similar a la
nativa’, y por elevadas concentraciones de guanidina, en dimeros con
subunidades desnaturalizadas. La incubacion con baja concentracidn de
guanidina mantiene el estado de agregacion tetramérico propio de la proteina
nativa, pero modifica su conformacion y su naturaleza hidrofilica, generando un
estado de "glébulo fundido” con caracter anfifilico. Dicho estado podria
representar un intermedio comun para distintas alternativas de plegamiento,
sirviendo de precursor para las moléculas G, unidas fuertemente a las
membranas a través de un tallo hidrofébico, G,", asociadas débilmente a las

membranas, o Gas, vertidas al medio extracelular.

7. El epitopo para el anticuerpo AE-1 consiste en un dominio
conformacional de la AChE, esto es, probablemente en un conjunto discontinuo
de aminoacidos. La propuesta se basa en la interaccién del anticuerpo con las
moléculas nativas de AChE de eritrocito humano (EH) y SFB, y en su

incapacidad para reconocer los componentes desnaturalizados.

8. El anticuerpo AE-1 interacciona con los oligdmeros activos de EH,
SFB, cerebro humano y musculo esquelético de conejo. También liga los
mondmeros activos de EH, pero no los mondmeros de las otras fuentes, que
presentan la conformacién nativa (formas G, activas) o “similar a la nativa”
(moléculas G, inactivas de SFB). Puesto que el antigeno natural del AE-1 es la
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AChE de EH, la baja afinidad del anticuerpo por los monémeros activos de otros
origenes explicaria su .incapacidad para ligarios, mientras que la interacdién
quedaria facilitada, rindiendo inmunocomplejos estables, pbr la union de AE-1
con dos subunidades cataliticas de la misma o de distinta molécula enzimatica.

9. La AChE de eritrocito.humaho 0 bovino no incorpora grupos fosfato
tras la incubacidén con ATP y proteina quinasa A. Por tanto, la quinasa no
modifica la capacidad de la AChE de eritrocito para hidrolizar ATCh. Esto tltimo
también se observa en el caso de la enzima puriﬂcada de SFB. La AChE de
eritrocito humano preincubada con fosfatasa alcalina tampoco sufre fosforilacién
mediada por la proteina quinasa A.
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