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1. LAS PTERINAS EN LOS SERES VIVOS.

Las pteridinas constituyen un conjunto de compuestos ampliamente distribuidos en la
naturaleza donde desempeiian diversas funciones bioidgicas. Su base estructural la constituye
el anillo pteridinico, pirazino-(2,3-d)-pirimidina, que aparece en sus diferentes estados de
oxidacion (Fig. 1). Aquellos compuestos que presentan la estructura 2-amino-4-oxo-pteridina
son conocidos como pterinas, mientras que aquellos con la estructura 2,4-dioxo-pteridina se
denominan lumazinas. Dentro de la pterinas se distinguen dos grupos. Las pteridinas conjuga-
das presentan un sustituyente para-aminobenzoato y glutamato en el anillo pteridfnico inclu-
yendo al 4cido félico y sus derivados; las pterinas no conjugadas, materia de estudio del
presente trabajo, presentan cortas cadenas laterales alifaticas como sustituyentes. La mayoria
de las pterinas naturales presentan dicho sustituyente en posiciéon 6 aunque se ha descrito la
presencia de 7-pterinas como pigmentos en insectos y como productos de degradacién de las
primeras en orina humana. En la figura 1 se presenta la estructura de algunas de las pterinas
mas significativas.

ANILLO PTERIDINICO
4 5 4 5 4 M
SOOI $)
2N INNT T 2y N7 PR N7
N" N NT N
FORMA OXIDADA FORMA DIHIDRO FORMA TETRAHIDRO
PTERINA TETRAHIDROBIOPTERINA
*,E ] “)f[ Yl
MOLIBDOPTER!NA
\/
Mo
/7 \

Figura 1. Estructura quimica de las pterinas. Se presenta la base estructural (anillo pteridinico)
en sus tres estados de oxidacion y la estructura de algunas pterinas naturales.

1.1. PRINCIPALES FUNCIONES BIOLOGICAS DE LAS PTERINAS.

Las pterinas no conjugadas, referidas a partir de este momento abreviadamente como
pterinas, se caracterizan por su ubicuidad, estando presentes en todos aquellos organismos
donde se han analizado, desde procariotas a eucariotas superiores (Nixon, 1985). Este hecho
se relaciona con la gran cantidad de funciones biolégicas que estos compuestos desemperan
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(revisado en Nichol et al., 1985; Duch y Smith, 1991; Kaufman, 1993). Las primeras investiga-
ciones pronto establecieron el papel de las pterinas como pigmentos, bien de coloracién
externa en lepidopteros, anfibios y peces, bien como pigmentos oculares, caso de insectos. A
partir de ese momento, y de forma paralela a los avances en las técnicas analiticas, se ha
demostrado el papel de las pterinas en importantes procesos bioldgicos, desde su funcién
como cofactores enzimaticos hasta su intervencion en la activacion del sistema inmune.

El primer papel metabdlico asignado a las pterinas es la intervencién de la 6-(L-eritro-
1,2-dihidroxipropil)-5,6,7,8-tetrahidropterina, conocida por el nombre comuin de tetrahidro-
biopterina (H4Bip), como cofactor del enzima fenilalanina hidroxilasa (PAH) de mamiferos
(Kaufman, 1963). Por tanto esta tetrahidropterina es fundamental en los procesos fisiolégicos
implicados en la degradacién de la fenilalanina. Esta funcién, derivada de su capacidad de
reaccionar con el oxigeno molecular, se amplia a los sistemas enzimaticos de hidroxilacién de
la tirosina y el triptéfano (Kaufman y Fischer, 1974). Dado que los productos finales de las
reacciones catalizadas por estos enzimas son los neurotransmisores catecolaminicos e indo-
laminicos respectivamente, se evidencia el papel esencial de las pterinas en el desarrolio y
funcionamiento del sistema nervioso. Recientemente se ha descrito una nueva actividad de la
H4Bip como agente liberador de neurotransmisores, independiente de su funcién como cofactor
(Koshimura et al., 1990; Wolf et al., 1991).

Relacionadas con esta funcién en la hidroxilaciéon de los aminoacidos aroméaticos se
encuentran las enfermedades congénitas humanas conocidas como hiperfenilalaninemias
atipicas (revisado en Blau, 1988; Scriver et al., 1989; Blau et al., 1996). Estas se originan por
deficiencias en el metabolismo de las pterinas que producen graves anomalias neurolégicas
debido a un efecto pleiotrépico sobre la sintesis de neurotransmisores y el catabolismo de la
fenilalanina (revisado en Kaufman, 1987b).

La funcién de la H4Bip como cofactor de las hidroxilasas de los aminoacidos aromati-
cos de mamiferos se extiende a todos los organismos donde se han caracterizado, incluyendo
procariotas (Carr y Benkovic, 1993) e invertebrados (Bel et al, 1992b). La H,Bip también
interviene como coenzima esencial en el sistema que cataliza la oxidaciéon enzimatica de
alquilgliceroles a alcoholes (Tietz et al., 1964; Kaufman et al., 1990).

Otro compuesto pterinico que desempefia una funcién de cofactor enzimético es la
molibdopterina (como revisién ver Rajagopalan y Johnson, 1982). Este compuesto acttia como
cofactor de los llamados molibdeno-enzimas entre los que se encuentra la xantina deshidroge-
nasa y la sulfito oxidasa de eucariotas y la nitrato reductasa de bacterias. Su ruta de biosintesis
no ha sido establecida aunque se desliga de la del resto de pterinas naturales en los primeros
pasos de su sintesis. Se ha comprobado que, en humanos, una deficiencia en la sintesis de la
molibdopterina produce graves deficiencias enzimaéticas pleiétropicas (Johnson et al., 1980).

En mamiferos, la presencia de H,Bip en células no implicadas en la hidroxilacién de los
amino&cidos aromaticos asi como la relaciéon de niveles alterados de estos compuestos con
distintos estados patoldgicos ha estimulado el interés del estudio de posibles nuevas funciones
de las pterinas (Watcher et al., 1989). En los ultimos afios se han publicado numerosos traba-
jos que relacionan el metabolismo de las pterinas con la activacién del sistema inmune. Esta
relacion se fundamenta en el hecho de que la HsBip actlia como un regulador positivo en la
proliferacién y diferenciacién celular inducida por citoquinas durante los procesos de hemato-
poyesis y de expansién clonal de las células T (Ziegler, 1985; Tanaka et al., 1989; Ziegler et al.,
1990; Schott et al., 1992). Sin embargo el mecanismo de esta regulacién no ha sido elucidado.
Los estudios realizados sugieren que pueda estar relacionada con el requerimiento de HyBip
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para la actividad del enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) (Tayeh y Marletta, 1989; Gross y Levi,
1993). El éxido nitrico (NO), producto de la reaccién catalizada por este enzima, es mediador
en diversos procesos biolégicos incluyendo su intervencion en la respuesta inmune donde
actua como inhibidor del crecimiento tumoral y de diferentes procesos infecciosos (revisado en
Jaffrey y Solomon, 1995). El papel concreto de la HBip en el mecanismo de la NOS no ha sido
totalmente establecido aunque, mas que como cofactor catalitico, parece actuar como activa-
dor alostérico del enzima (Giovanelli et al., 1991; Marletta, 1993; Cho et al., 1995).

Por ultimo, otras pterinas presentes en fluidos biolégicos, como neopterina, biopterina,
sepiapterina, pterina e isoxantopterina, se han relacionado con el catabolismo de estos com-
puestos (revisado en Rembold, 1985). En mamiferos, estos catabolitos son destinados a su
excrecion, proceso que desempeia un importante papel regulador manteniendo los niveles
intracelulares del cofactor H,Bip (Watcher et al., 1989). En el caso de invertebrados, algunos
de estos compuestos actiian como pigmentos y su presencia también se ha relacionado con
procesos de almacenamiento y eliminacién de nitrégeno (Ziegler y Harmsen, 1969).

En cuanto a la presencia de pterinas en plantas y hongos, donde no se requieren las
funciones hasta ahora citadas, se ha propuesto su papel en los procesos de fotorrecepcién
(Galland y Senger, 1988). En el caso concreto de género Dictyostelium, perteneciente al grupo
de los hongos mucosos, se ha sugerido la funcién de una pterina, la dictiopterina, como sefial
celular que induce la agregacién y diferenciacién de este organismo (Tillinghast y Newell, 1987;
Ziegler y Gutlich, 1996).

1.2. BIOSINTESIS DE PTERINAS.

La ruta de biosintesis de las pterinas es similar en todos aquellos organismos donde se
ha caracterizado, implicando intermediarios y enzimas equivalentes (como revisién ver Brown,
1985; Nichol et al., 1985; Duch y Smith, 1991). En la figura 2 se muestra la ruta de sintesis de
H,Bip actualmente aceptada, cuya determinacién se ha realizado principaimente a partir de su
estudio en mamiferos, bacterias y el invertebrado Drosophila melanogaster. Muy recientemente
se ha propuesto que en plantas y hongos, organismos donde los conocimientos acerca de la
biologia de las pterinas son muy limitados, su biosintesis transcurre de forma similar (Maier y
Ninnemann, 1995).

Todas las pterinas hasta hoy caracterizadas tienen como precursor comun el nucleétido
guanosina trifosfato (GTP) que mediante la accién del enzima GTP ciclohidrolasa es transfor-
mado al primer derivado pteridinico, la dihidroneopterina trifosfato (H,Nep-P3) (Fukushima et
al., 1975). EI mecanismo de la reaccién producida es altamente complejo y ninguno de los
intermediarios propuestos ha podido ser aislado. En aquellos organismos que pueden sintetizar
folatos, esta reaccién también constituye el inicio en su sintesis (Burg y Brown, 1966).

El siguiente paso de la ruta biosintética, especifico de las pterinas no conjugadas,
consiste en la transformacién de la H;Nep-P; en el derivado totalmente reducido
6-piruvoil-tetrahidropterina (H,Pyp) mediante el enzima H4Pyp sintasa (Switchenko et al., 1984,
Milstien y Kaufman, 1985; Switchenko y Brown, 1985). Esta reaccién supone la reduccién del
anillo pteridinico junto con la eliminacién del trifosfato y no requiere la participacién de agentes
reductores externos, tan sélo la presencia de iones magnesio como cofactor. A partir de este
intermediario, altamente inestable, se produce la ramificacién de la ruta para originar las
diferentes pterinas.
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Figura 2. Ruta de biosintesis de la tetrahidrobiopterina en mamiferos (Nichol ef al., 1985; Duch
y Smith, 1991). Se presenta la estructura quimica de los intermediarios participantes indicando
los enzimas implicados en los distintos pasos metabdlicos. Se ha propuesto que el paso sefia-
lado con "?" se produce de forma espontanea. Abreviaturas empleadas: GTP, guanosina
trifosfato; H2Nep-P3, dihidroneopterina trifosfato; H4Pyp, 6-piruvoil-tetrahidropterina.
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La primera via biosintética establecida fue la que da origen a las dihidropterinas
6-lactoil-dihidropterina, conocida como sepiapterina, y dihidrobiopterina (H.Bip). A partir de la
H4Pyp se produce 6-lactoil-tetrahidropterina por accién del enzima aldosa reductasa (Milstien y
Kaufman, 1983; Milstien y Kaufman, 1989a). La oxidaciéon espontanea de este compuesto
produce su derivado dihidropterinico sepiapterina, no habiéndose descrito ninguna actividad
enzimatica que catalice esta oxidacion. La sepiapterina formada es reducida por la accién del
enzima sepiapterina reductasa (SR) a H,Bip, requiriendo la participacién de NADPH como
cofactor (Matsubara et al., 1966; Fan y Brown, 1979). La actividad dihidropterina oxidasa trans-
forma la H;Bip en el producto metabdlico final biopterina (Bip) (Fan y Brown, 1979; Unnasch y
Brown, 1982).

En un principio se consideré que la sintesis del cofactor H,Bip transcurria a través de
intermediarios dihidropterinicos mediante la reduccién de H.Bip a H4Bip por el enzima dihidro-
folato reductasa (Fukushima et al., 1975). Sin embargo, en los afios ochenta se demostré que
in vivo ésta se producia a través de intermediarios tetrahidropterinicos estableciéndose la
denominada ruta de biosintesis de novo de H,Bip, frente a la anteriormente descrita (Smith y
Nichol, 1984; Switchenko et al., 1984; Smith y Nichol, 1986; Milstien y Kaufman, 1989b). Esta
ultima fue denominada ruta de recuperacién aunque se ha demostrado que in vivo no participa
en la sintesis de H,Bip residiendo su funcién en el mantenimiento de los niveles intracelulares
de pterinas como un paso catabdlico final (Watcher et al., 1989).

La formacion de novo de HiBip a partir de H,Pyp implica la reduccion NADPH-
dependiente de ambos grupos ceto de la cadena lateral. Mediante andlisis realizados in vitro se
ha demostrado que esta doble reduccién puede transcurrir a través de dos intermediarios
diferentes: la 1'-hidroxi-2'-oxo-tetrahidropterina, cuya sintesis es catalizada por el enzima SR
(Smith, 1987), y la 6-lactoil-tetrahidropterina, producida por la accién del enzima aldosa
reductasa (Milstien.y Kaufman, 1989a; Milstien y Kaufman, 1989b). Ambos productos son
posteriormente reducidos por accién del enzima SR para producir HsBip.

, No existe certeza acerca de cual de estas dos rutas potenciales es la responsable de la
sintesis in vivo del cofactor pterinico. La caracterizacién cinética de los enzimas implicados
sugiere que la 6-lactoil-tetrahidropterina producida por la aldosa reductasa sea el intermediario
mas probable (Milstien y Kaufman, 1989b; Primus y Brown, 1994). Sin embargo, los estudios
de inhibicién realizados en mamiferos demuestran que ambas rutas son funcionales y que la
secuencia de reduccién puede ser dependiente de tejido (Smith, 1987; Milstien y Kaufman,
1989a). Recientemente se ha propuesto una tercera ruta alternativa, independiente del enzima
sepiapterina reductasa. Los enzimas carbonilo reductasa y aldosa reductasa de humanos son
capaces de catalizar in vitro la reduccién completa de H4Pyp a H,Bip aunque su participacién
en la sintesis in vivo no ha sido demostrada (Park et al., 1991).

Como se ha indicado .anteriormente, otras pterinas presentes en fluidos bioldgicos
como xantopterina, isoxantopterina y pterina son productos catabélicos finales. El primer paso
en el proceso catabdlico lo constituye la eliminacion de la cadena lateral del anillo pteridinico.
Los intermediarios de dicha eliminacién asi como las posibles actividades enzimaticas implica-
das no han sido determinadas. Se ha propuesto que en mamiferos ésta transcurra de forma no
enzimatica a partir del intermedio H,Bip quinonoidea (q-H.Bip) produciendo dihidropterina
(H2Ptr) (Blau, 1988). La q-H.Bip es el producto de la oxidacién de la H4Bip durante la hidroxila-
cién de los aminoacidos aromaticos. Esta propuesta se fundamenta en estudios realizados in
vitro sobre extractos de higado de rata (Rembold, 1985) asi como en el anélisis quimico de la
autoxidacién no enzimética de la H,Bip (Armarego et al., 1983; Davis et al., 1988). Sin embargo
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su funcionalidad fisiolégica no ha sido evidenciada. Como més adelante se expondra, en el
caso del invertebrado Drosophila melanogaster se ha propuesto que la eliminacién de la
cadena lateral se produzca a partir de H,Pyp mediante su transformacion en HyPtr a través del
intermediario altamente inestable tetrahidropterina (HsPtr) (Ferré et al, 1986; Guillamén y
Ferré, 1988).

La formacién del resto de catabolitos a partir de H,Ptr ha sido completamente determi-
nada, tanto en mamiferos como invertebrados (revisado en Rembold, 1985). En este proceso
intervienen los enzimas dihidropterina oxidasa y xantina deshidrogenasa. En los organismos
donde se detectan lumazinas, las pterinas formadas son modificadas por la accién de
diferentes oxigenasas y desaminasas para producir, como catabolitos finales, las lumazinas
correspondientes.

Los genes que codifican para los enzimas implicados en la sintesis de pterinas han
sido estudiados en diversos organismos. Asl, se han aislado los mensajeros de la GTP ciclohi-
drolasa en mamiferos (Hatakeyama et al., 1991; Gitlich et al., 1994), invertebrados (McLean et
al., 1993) y procariotas (Katzenmeier et al., 1991). Las secuencias obtenidas exhiben un
elevado grado de similitud lo que sugiere que la evolucién de este enzima ha transcurrido de
forma conservativa. También se han identificado los transcritos del gen de la H4Pyp sintasa de
mamiferos (Inoue et al., 1991) y Drosophila melanogaster (Kim et al., 1996) y, como mas
adelante se expondr4, del gen de la SR en diferentes mamiferos. En humanos se han identifi-
cado mutaciones en los genes de la GTP ciclohidrolasa y la H4Pyp sintasa, las cuales provocan
diferentes formas de hiperfenilalaninemias (revisado en Blau et al., 1996).

En lo que hace referencia a la regulacion de la biosintesis de pterinas, los estudios
realizados se centran en el control de la sintesis de H,Bip en mamiferos. Se ha demostrado
que los niveles intracelulares de H;Bip estan sometidos a una importante regulacién a través
de la tasa de biosintesis de novo (revisado en Duch y Smith, 1991). Los datos disponibles indi-
can que el enzima GTP ciclohidrolasa constituye el paso limitante en la ruta.

En aquellos tejidos activos en la hidroxilacién de los aminoécidos aromaticos, se ha
descrito la existencia de un mecanismo de regulacién reciproco entre los niveles de precurso-
res aminoacidicos y el nivel de cofactor (revisado en Levine y Galloway, 1987; Nichol et al.,
1987). Los aminoécidos tirosina y fenilalanina resultan activadores de la ruta de sintesis de
pterinas, mientras que la propia HsBip actia como un potente retroinhibidor. Se ha demostrado
que el control sobre los niveles de H,Bip se produce a través del enzima GTP ciclohidrolasa,
cuya actividad es regulada a nivel transcripcional y post-traduccional en funcién de la disponibi-
lidad del sustrato GTP y de los niveles de H;Bip (Viveros et al., 1981; Shen et al, 1988;
Hatakeyama et al., 1989). En el caso concreto de la hidroxilacién de la fenilalanina, se ha
demostrado que el efecto inductor de dicho aminodcido sobre esta actividad es mediado por
una proteina reguladora que también es la responsable de la retroinhibicién por el producto
final H4sBip (Haradama et al., 1993). En los tejidos activos en la sintesis de neurotransmisores
se ha observado una regulacién de la biosintesis del cofactor que responde a los niveles de
indolaminas y catecolaminas, existiendo un importante control hormonal de la misma (Nichol et
al., 1987).

La regulacion de la biosintesis de HsBip en los tipos celulares implicados en la
respuesta inmune responde a la presencia de citoquinas. Se ha demostrado que en monocitos -
y células T, el tratamiento con interfer6n-y induce la biosintesis de H,Bip mediante un aumento
de la actividad GTP ciclohidrolasa (Ziegler et al., 1990). Esta induccién se produce a nivel
transcripcional, dando lugar a un aumento en los niveles del mensajero correspondiente
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seguido de una inhibicion mediante modificacion post-traduccional de la proteina que permite la
recuperacion de los niveles normales de actividad (Schott et al, 1993). También se ha descrito
el papel inductor del interferén-y sobre la sintesis de H4Bip en células productoras de NO
(Werner-Felmayer etal., 1993; Gross y Levi, 1993).

1.3. LAS PTERINAS EN DROSOPHILA MELANOGASTER.

Existen numerosas razones que hacen de Drosophila melanogaster un excelente
modelo experimental para el estudio de la genética y la bioquimica de las pterinas. Ademas de
las ventajas experimentales intrinsecas a este organismo, el factor mas importante lo consti-
tuye el hecho de que este insecto presenta elevadas concentraciones de pterinas en los ojos,
donde estos compuestos actian como pigmentos. Esta circunstancia ha llevado a la identifica-
cién de un elevado numero de mutantes de color de ojos, cuyo estudio ha permitido profundizar
en el conocimiento de la biosintesis de pterinas y de los genes que la controlan.

Los ojos de Drosophila melanogaster contienen dos tipos mayoritarios de pigmentos:
los pigmentos marrones, denominados omocromos, Yy las pterinas, que incluyen los pigmentos
rojos, conocidos en su conjunto como drosopterinas, y el pigmento amarillo sepiapterina. Estos
compuestos actuan como pigmentos de contraste estando depositados en los granulos pig-
mentarios de las células accesorias del omatidio (revisado en Summers etal., 1982).

Las drosopterinas constituyen un grupo de compuestos biciclicos de estructura
compleja que se ha divido en dos familias (revisado en Brown, 1985). Los componentes de
cada una de éstas comparten la misma formula empirica siendo esterecisémeros que se origi-
nan por reordenaciones no enzimaticas. El grupo mejor caracterizado es el constituido por
drosopterina, isodrosopterina y neodrosopterina. La estructura propuesta para la drosopterina
consiste en un anillo pteridinico y un anillo diazepinico unidos por un atomo de carbono
(Theobald y Pfleiderer, 1978) (Fig. 3). La isodrosopterina y la neodrosopterina son isémeros
posicionales de la anterior. Las aurodrosopterinas parecen ser una mezcla racémica de
compuestos relacionados estructuralmente con la drosopterina (Dorsett ef al., 1979). Proba-
blemente difieran de ésta en la cadena lateral que se extiende a partir del carbono puente entre
los dos anillos. Aparte de Drosophila, estos compuestos tan so6lo han sido aislados en algunas
especies de anfibios donde actuan como pigmentos de coloracion externa (Nixon, 1985).

HN

Figura 3. Estructura quimica propuesta para la drosopterina (Theobald y Pfleiderer, 1978).

Ademas de su funcién en el sistema visual, las pterinas desempefian en Drosophila, al
igual que en mamiferos, un importante papel en la hidroxilacion de los aminoacidos aromati-
cos. Se ha demostrado que la H4Bip es el cofactor del enzima PAH (Bel etal., 1992b), proteina
que en este organismo también desempefia, como mas adelante se expondra, la funcion
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triptofano hidroxilasa (TPH). Por otra parte se ha sugerido que sea una tetrahidropterina el
coenzima necesario para la hidroxilacién de la tirosina, aunque en este caso no existen datos
concluyentes acerca de su identidad (Neckameyer y Quinn, 1989).

En la figura 4 se presenta de forma esquematica la ruta de biosintesis de las pterinas
propuesta en Drosophila melanogaster (Guillamén et al., 1988). La via correspondiente a la
sintesis del cofactor H4Bip es similar a la descrita en mamiferos. Sin embargo algunos pasos
metabdlicos todavia no han sido totalmente caracterizados.

GTP
Punch | GTP CICLOHIDROLASA
H2Nep-P3
purple | H4#Pyp SINTASA
H4Pyp
ALDOSA
Hennq SR REDUCTASA
H4Ptr
;espontaneo? sepia HjAhp iespontaneo?
SINTASA
SR SR Sep
DHPO SR
Ptr ~ ¢espontaneo?
DHPO
7-Xap "DROSOPTERINAS" Bip

Figura 4. Ruta de biosintesis de pterinas propuesta en Drosophila melanogaster (Guillamén et
al., 1989). Se presentan los intermediarios y enzimas participantes asi como los loci génicos
implicados. Aunque el compuesto "X" no ha sido aislado en Drosophila, en mamiferos ha sido
identificado como 1'-hidroxi-2'-oxo-tetrahidropterina (Smith, 1987). Abreviaturas utilizadas: GTP,
guanosina trifosfato; H2Nep-P3, dihidroneopterina trifosfato; H4Pyp, 6-piruvoil-tetrahidropterina;
H4Ptr, tetrahidropterina; H2Ptr, dihidropterina; Ptr, pterina; 7-Xap, isoxantopterina; HZ2Ahp,
acetildihidrohomopterina; H4Lap, 6-lactoil-tetrahidropterina; H4Biopterina, tetrahidrobiopterina;
Sep, sepiapterina; H2Bip, dihidrobiopterina; Bip, biopterina; SR, sepiapterina reductasa; DHPO,
dihidropterina oxidasa; XDH, xantina deshidrogenasa; lix, little isoxanthopterin.

A través del estudio de mutantes de color de ojos se han identificado los loci génicos
que controlan algunos de los enzimas implicados. Se ha demostrado que el locus Punch
codifica para el enzima GTP ciclohidrolasa (Mackay y O'Donnell, 1983; McLean et al. 1993).
Asimismo se ha demostrado que purple es el gen estructural de la H4Pyp sintasa (Yim y
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Jacobson, 1977; Kim et al., 1996) y que el enzima xantina deshidrogenasa es codificado por el
locus rosy (Keith et al., 1987). Aunque no existen evidencias moleculares, se ha propuesto que
el locus little isoxanthopterin sea el gen estructural de la dihidropterina oxidasa (Silva et al.,
1991). Otros mutantes se han relacionado con genes reguladores que modulan la actividad de
los enzimas implicados en la ruta, presentando muchos de ellos un efecto pleiotrépico ya que
afectan tanto a la sintesis de pterinas como de omocromos (Summers et al., 1982; Ferré et al.,
1986). También se ha identificado distintos loci que afectan a los mecanismos de deposicién y
transporte de estos pigmentos como es el caso de los mutantes white y brown (Dreesen et al.,
1988).

Los datos referentes a la biosintesis de drosopterinas son mucho mas limitados
(revisado en Brown, 1985). Se ha demostrado que la pirimidodiazepina acetildihidrohomopte-
rina (H.Ahp) interviene como intermediario en la sintesis de drosopterina (Dorsett y Jacobson,
1982; Wiederrecht et al., 1981). Este compuesto es sintetizado a partir de H4sPyp por la accion
del enzima H,Ahp sintasa proponiéndose que el locus sepia codifique dicha actividad
(Wiederrecht y Brown, 1984; Wiederrecht et al., 1984). Los estudios realizados indican que la
formacién de drosopterina a partir de la H,Ahp se produce por condensaciéon de ésta con una
pterina carente de cadena lateral. En base a estudios de sintesis quimica asi como al andlisis
de diferentes mutantes se ha propuesto que esta pterina sea la H,Ptr (Ferré et al., 1986; Paton
y Brown, 1986). El mecanismo de dicha condensacién y las actividades enzimaticas implicadas
no han sido caracterizados. Se ha sugerido que el resto de drosopterinas asi como las auro-
drosopterinas se producen por accion de diferentes actividades enzimaticas aunque éstas no
han sido caracterizadas.

En lo que hace referencia a la eliminacién de la cadena lateral del anillo pteridinico se
ha propuesto que se produce a patrtir de la tetrahidropterina H4Pyp que es transformada a H,Ptr
a través del intermediario altamente inestable H,Ptr (Ferré. et al., 1986;. Guillamén.y Ferré,
1988). En base al andlisis de los niveles de pterinas en distintos mutantes se ha propuesto que
el locus Henna controle dicha reaccion (Ferré et al., 1986; Guillamén y Ferré, 1988). No existen
datos concluyentes acerca de la naturaleza de la actividad enzimatica implicada. Tan sélo se ha
descrito la presencia en extractos de cabezas de moscas adultas de una actividad capaz de
catalizar la eliminacién de la cadena lateral de H,Nep-P; para producir una dihidropterina no
identificada, aunque el papel de este supuesto enzima en la sintesis de pterinas no ha sido
demostrado (Yim et al., 1981).

La informacién acerca de la regulacién de la ruta de biosintesis de pterinas en
Drosophila melanogaster indica la existencia de un importante control de la misma a lo largo
del desarrollo de los individuos. Se ha sugerido que el enzima GTP ciclohidrolasa sea, al igual
que en mamiferos, el paso limitante de la ruta biosintética. Los andlisis realizados indican la
existencia de dos periodos de maxima actividad enzimética, concretamente en el momento de
la pupacién y en adultos jévenes, donde la actividad se concentra en cabezas (O'Donnell et al.,
1989). El primer maximo se relaciona con el requerimiento del cofactor pteridinico para la
hidroxilacién de los aminoacidos aromaticos que, como mas adelante se expondra, interviene
en los procesos de formacién de cuticula. El segundo maximo se relaciona claramente con la
formacién de pterinas durante la pigmentacion ocular. Estos aumentos en la actividad se
corresponden con un incremento en los niveles de transcripcion del gen de la GTP ciclohidro-
lasa, habiéndose identificado dos transcritos alternativos expresados de forma diferencial a lo
largo del desarrollo (McLean et al., 1993). Ambos codifican para un mismo producto proteico y
se ha sugerido que su origen se deba al uso de promotores alternativos.
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Asimismo se ha descrito la regulacion de la actividad H4Pyp sintasa a lo largo del desa-
rrollo. Esta responde a un. patrén similar al descrito para la GTP ciclohidrolasa habiéndose
caracterizado dos transcritos alternativos del gen que codifica este enzima (Kim et al., 1996).
Su origen se debe al uso de promotores alternativos, uno de ellos constitutivo, mientras que el
segundo se expresa especificamente en cabezas de adultos jovenes. También se ha descrito
una variacioén de la actividad SR mostrando un aumento de la actividad en pupas maduras y
adultos recién emergidos (Fan y Brown, 1979). En este caso no se dispone de informacion
acerca de los niveles de transcripcion ya que no se ha aislado el gen correspondiente.

2. EL ENZIMA SEPIAPTERINA REDUCTASA.

El enzima sepiapterina reductasa (SR; 7,8-dihidrobiopterina:NADP+ oxido-reductasa,
E.C. 1.1.1.153) cataliza la reducciéon NADPH-dependiente del grupo ceto de diversos compues-
tos entre los que se incluyen tanto derivados pteridinicos como otras cetonas no relacionadas.
Asi, este enzima pertenece al grupo de las aldo-ceto reductasas (Sueoka y Katoh, 1985; Smith,
1987). Ademas de la actividad reductasa, este enzima actia como una isomerasa, catalizando
el intercambio entre grupos ceto e hidroxilo adyacentes, actividad que se produce en ausencia
de cofactor (Katoh y Sueoka, 1987; Katoh y Sueoka, 1989).

2.1. FUNCION FISIOLOGICA DE LA SEPIAPTERINA REDUCTASA.

Como anteriormente se ha descrito, la SR juega un papel importante en el metabo-
lismo de pterinas, resultando esencial en la biosintesis del cofactor H4Bip. Este enzima cataliza
uno o ambos pasos de las dos reducciones necesarias para la conversion de H4Pyp en H4Bip
(Fig. 5). Ademas, la SR es responsable de la reduccién de la sepiapterina a H2Bip. Se ha
propuesto que la actividad isomerasa desempefie un papel en la biosintesis de H4Bip catali-
zando la transformacion de la 6-lactoil-tetrahidropterina a 1’-hjdroxi-2'-oxo-tetrahidropterina
(Katoh y Sueoka, 1987). Sin embargo los estudios cinéticos realizados indican que la actividad
isomerasa no es competente frente a la de reduccion (Katoh y Sueoka, 1989).

SEPIAPTERINA \ ALDOSA
REDUCTASA 6-PIRUVOIL-HPTERINA \\hoy  REDUCTASA
H
1-HIDROXI-2'-OXO-H#TERINA 6-LACTOIL-H.PTERINA
SEPIAPTERINA\ NADPH NADPH  SEPIAPTERINA
REDUCTASA REDUCTASA

H
H8BIOPTERINA

Figura 5. Papel de la sepiapterina reductasa en la biosintesis de tetrahidrobiopterina.
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La amplia especificidad de sustrato presentada por este enzima sugiere que pueda
desempenfar otras funciones fisiolégicas no relacionadas con el metabolismo de las pterinas.
Esta propuesta se ve apoyada por la amplia distribucion de la SR que, en el caso concreto de
mamiferos, aparece tanto en tejidos activos en la sintesis de pterinas como en otros en los que
no se detectan estos compuestos (Nichol et al., 1985). En el caso de Drosophila melanogaster,
la actividad SR presenta un nivel basal elevado durante todo el desarrollo, no correspondién-
dose estrictamente con el perfil de sintesis de pterinas (Fan y Brown, 1979).

En humanos, se ha descrito la existencia de isoenzimas de la SR (Park etal., 1991). La
proteina carbonilo reductasa es capaz de catalizar la reduccion de la sepiapterina con una
eficacia similar a la exhibida por la SR, contribuyendo a la actividad total presente en extractos
de cerebro en un 30%. Este enzima, contrariamente a lo que ocurre con la SR, apenas es
inhibido por la N-acetilserotonina. Asimismo, la carbonilo reductasa actia in vitro sobre el
sustrato H4Pyp catalizando su reduccién a 6-lactoil-tetrahidropterina y 1'-hidroxi-2'-oxo-tetrahi-
dropterina. Por otra parte, la aldosa reductasa, ademas de su funcién demostrada en la reduc-
cion de H4Pyp, es capaz de reducir in vitro al intermediario 1'-hidroxi-2'-oxo-tetrahidropterina a
H4Bip. En base a estas observaciones, se ha propuesto la existencia de una tercera ruta de
biosintesis de H4Bip independiente del enzima SR (Fig. 6). Su funcionalidad biolégica no ha
sido demostrada, aunque los estudios cinéticos indican una baja eficacia frente a las dos rutas
ya establecidas.

6-PIRUVOIL-H#TERINA 1-HIDROXI-2"-0X0-H4PTERINA H.BIOPTERINA
NADPH NADPH
>
H CARBONILO ALDOSA
REDUCTASA REDUCTASA

Figura 6. Ruta alternativa de sintesis de tetrahidrobiopterina independiente del enzima
sepiapterina reductasa (Park etal., 1991).

2.2. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LA SEPIAPTERINA REDUCTASA.

La SR ha sido purificada a partir de diversos organismos vy tejidos, como higado de
caballo (Katoh, 1971), eritrocitos de rata (Sueoka y Katoh, 1982),el gusano de la seda Bombyx
mori(lino etal., 1992) y, muy recientemente, en el invertebrado Drosophila melanogaster (Yoon
et al., 1993; Primus y Brown, 1994), apareciendo en todos los casos como un enzima dimérico.
En eritrocitos de rata y Bombyx mori, la SR esta formada por dos subunidades idénticas de
unos 27.500 y 29.000 Da, respectivamente. Sin embargo, en Drosophila aparece como un
heterodimero con subunidades de 36.000 y 39.000 Da, respectivamente. No se ha establecido
la relacion entre la dimerizacion y la capacidad catalitica del enzima.

Las propiedades cinéticas de la SR han sido ampliamente estudiadas (revisado en
Nichol et al., 1985; Duch y Smith, 1991). En la Tabla | se presentan los datos publicados acerca
de la afinidad del enzima por los distintos sustratos (Smith, 1987; Sueoka y Katoh. 1982;
Sueoka y Katoh, 1985; Ferré y Naylor, 1988; Smith et al., 1990; lino et al., 1992; Pnmus y
Brown, 1994). Dada la inestabilidad de los compuestos tetrahidropterinicos, el sustrato mas
utilizado en estos estudios ha sido la sepiapterina.
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Tabla I. Afinidad del enzima SR de diversos organismos por distintos sustratos pterinicos.

ORGANISMO Km (uM)

Sepiapterina HsPyp  1'hidroxi-2'oxo-Hapterina  6-lactoil-Haspterina
Eritrocito de rata 5-14 2 7 8
Células humanas . 20-22 - - -
Médula adrenal bovina 6 2 - -
Drosophila melanogaster 63-75 - - 50
Bombyx mori 10 - - -

En mamiferos, distintas aminas biogénicas como N-acetildopamina, N-acetil-m-tira-
mina y N-acetilserotonina y sus derivados sintéticos resultan potentes inhibidores de la SR
(Katoh et al., 1982; Smith et al., 1990; Smith et al., 1992). El uso de estos inhibidores ha sido
crucial para la determinacién de la ruta biosintética de la H4Bip (Smith, 1987) asi como para el
estudio de nuevas funciones de esta pterina (Tanaka et al., 1989; Smith et al., 1992). En base a
los estudios cinéticos realizados, se ha propuesto un modelo molecular de inhibicién competi-
tiva segun el cual los anillos fendlicos de estos compuestos se unen al enzima en el sitio activo
de unién del anillo pterinico; los grupos acetilo parecen mimetizar las cadenas laterales del
sustrato (Smith et al., 1992). En invertebrados los estudios realizados al respecto son muy limi-
tados. Se ha demostrado el efecto inhibidor de la N-acetilserotonina sobre la SR de Bombyx
mori (lino et al., 1992) y de Drosophila melanogaster (Yoon et al., 1993) aunque éste no ha sido
cinéticamente caracterizado.

Dado que las aminas biogénicas requieren para su sintesis la participaciéon de H,Bip
como cofactor de las hidroxilasas de los aminoacidos aromaticos tirosina y triptéfano (Kaufman
y Fisher, 1974), la inhibicién observada se ha relacionado con un posible papel regulador de
estos compuestos sobre los niveles de cofactor. Sin embargo, los estudios realizados en mami-
feros han demostrado que las cantidades requeridas de estos compuestos para producir una
descenso en la tasa de sintesis de H4Bip son muy superiores a las fisiolégicas, cuestionando la
funcionalidad de dicha inhibicién (Smith et al., 1990).

2.3. GENETICA MOLECULAR DE LA SEPIAPTERINA REDUCTASA.

El conocimiento acerca del gen codificante de la actividad SR es muy limitado. Tan sélo
se ha aislado el cDNA correspondiente al enzima de higado de rata (Citron et al., 1990), de
humanos (Ichinose et al., 1991) y, muy recientemente, de ratén (Ota et al., 1995). En rata, la
pauta de lectura descrita codifica para una protefna de 262 aminoacidos. En humanos y ratén
el producto proteico codificado resulta de 261 residuos.

La comparacién de las secuencias proteicas deducidas indica la existencia de un 74%
de identidad entre humanos y rata o ratén, y un 88% entre estos dos ultimos organismos. Este
valor resulta bajo si se compara con el obtenido para otros enzimas de la ruta. Asi, por ejemplo
la GTP ciclohidrolasa de rata y humanos exhibe una identidad superior la 90% (Hatakeyama et
al.,, 1991; Togari et al., 1992), similitud que se extiende al enzima de organismos evolutiva-
mente alejados como el invertebrado Drosophila melanogaster (McLean et al., 1993) y la
bacteria Bacillus subtilis (Babitke et al., 1992). Estos presentan una identidad con el enzima de
mamiferos del 60% y 50%, respectivamente.

14



INTRODUCCION

Una caracteristica importante de las secuencias proteicas es la presencia de posibles
sitios de unién del cofactor NADPH, asi como. de un sitio putativo de unién del sustrato
pteridinico, presente en las hidroxilasas de los aminoacidos aromaticos y en otros enzimas que
unen pterinas (Citron et al., 1990; Ichinose et al., 1991). Ambos motivos se situan en el extremo
N-terminal de la proteina.

Hasta el momento, no se ha descrito la existencia de mutantes que afecten al gen
estructural de la SR. Tan sélo se ha propuesto que el mutante /lemon del invertebrado Bombyx
mori, pueda presentar una deficiencia en el gen de la SR, aunque no existen evidencias
moleculares que apoyen este hecho (lino et al, 1992). El hecho de que ninguna de las
patologias humanas asociadas a deficiencias en la biosintesis de pterinas se deba a un defecto
genético de la SR se ha relacionado con la existencia de los isoenzimas anteriormente citados,
cuya actividad ocultaria su manifestacion fenotipica (Park et al., 1991).

2.4. LA SEPIAPTERINA REDUCTASA DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

Los estudios realizados sobre la actividad SR de Drosophila melanogaster son esca-
sos. Como anteriormente se ha indicado, se ha descrito el aislamiento parcial de este enzima
que resulta formado por dos subunidades de unos 36 y 39 kDa, respectivamente (Yoon et al.,
1993; Primus y Brown, 1994). Esta situacién contrasta con la encontrada en mamiferos donde
la SR aparece como una proteina homodimérica. Los estudios cinéticos indican que la afinidad
de la SR de Drosophila por los distintos sustratos pteridinicos es inferior a la observada por el
enzima de otros organismos, como se desprende de los valores de K, descritos (ver Tabla I).

Como en mamiferos, la SR de Drosophila resulta esencial en la sintesis de novo de
H,Bip (Switchenko et al., 1984). De las dos rutas alternativas propuestas, los estudios cinéticos
sugieren que esta sintesis transcurre a través de la 6-lactoil-tetrahidropterina producida por la
accion del enzima aldosa reductasa sobre el sustrato H,Pyp (Primus y Brown, 1994). En
Drosophila, el intermediario generado por la accién de la SR sobre la HsPyp no ha sido aislado,
aunque por paralelismo con otros organismos se asume su identidad como 1'-hidroxi-2"-oxo-
tetrahidropterina. En ambas rutas, la SR cataliza la reduccién final para formar H4Bip.

El estudio de la actividad SR a lo largo del desarrollo de Drosophila muestra un
aumento de la actividad en pupas maduras y adultos recién emergidos, periodo donde la
sintesis de pigmentos es maxima (Fan y Brown, 1979). Esta aumento se corresponde con la
presencia de elevados niveles de H,Bip reflejando la intervencién de este enzima en su sintesis
(Bel et al. 1992b). Sin embargo, la presencia de elevados niveles basales en todos los estadios
sugiere un posible papel de la SR en otros procesos metabdlicos.

Las indolaminas N-acetilserotonina y melatonina ejercen in vitro un efecto inhibidor
sobre la actividad SR de Drosophila aunque éste no ha sido caracterizado cinéticamente (Yoon
et al., 1993; Primus y Brown, 1994). Respecto al posible papel fisiolégico de esta inhibicién, tan
sélo se ha observado que la suplementacién de la dieta con N-acetilserotonina produce una
acumulacién de fenilalanina en pupas, hecho que se ha relacionado con una disminucién en la
sintesis de cofactor del enzima PAH (Bel et al., 1992b).

El gen codificante de la SR de Drosophila melanogaster no ha sido caracterizado. El
estudio genético de esta actividad se limita al analisis del patrén de pterinas en distintos mutan-
tes de color de ojos que sugiere la posible participacién de distintos loci génicos en el control
de su actividad, si bien no existen datos concluyentes al respecto (Ferré et al., 1986).
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3. EL ENZIMA FENILALANINA HIDROXILASA.

La fenilalanina hidroxilasa (PAH; EC 1.14.16.1), enzima que cataliza la hidroxilacién
pterin-dependiente del aminoéacido fenilalanina, constituye junto con la tirosina hidroxilasa (TH;
EC 1.14.16.2) y la tript6fano hidroxilasa (TPH; EC 1.14.16.4) el grupo enzimético de las hidroxi-
lasas de los aminoacidos aromaticos. Estos enzimas comparten numerosas propiedades fisi-
cas, estructurales y cataliticas en todos los organismos donde se han estudiado. En base a
estas similitudes asi como a la elevada identidad que presentan los genes que los codifican se
ha propuesto que estos enzimas constituyen una familia génica con un origen evolutivo comtn
a partir de la duplicacion de un tnico gen ancestral (Ledley et al., 1985; Grenett et al., 1987).

Las caracteristicas generales de estos enzimas se han establecido principalmente a
partir de su estudio en mamiferos y, muy especialmente, del andlisis de la PAH hepatica. En los
Gltimos afios el interés se ha extendido a las hidroxilasas de invertebrados y procariotas ya que
su elevado grado de similitud con los enzimas de vertebrados hace de estos organismos
sistemas modelo ideales para el andlisis de estas actividades y de los genes que las codifican.
Asl, aunque el objeto de este trabajo se centra en el estudio del gen de la PAH de Drosophila
melanogaster que, como mds tarde se expondra, en este organismo también codifica para la
actividad TPH, la presente introduccion se realiza considerando las tres hidroxilasas como un
grupo con caracteristicas comunes (revisado en Kaufman, 1987a; Hufton et al., 1995).

3.1. LAS HIDROXILASAS EN EL METABOLISMO DE LOS AMINOACIDOS AROMATICOS.

Antes de proceder al andlisis del sistema enzimatico de las hidroxilasas y al estudio de
los genes que lo controlan es importante localizar su papel dentro del contexto del metabolismo
de los aminodcidos aromaticos.

En mamiferos, la conversiéon de fenilalanina en tirosina catalizada por la PAH
desempefia un doble propdésito. En primer lugar, proporciona una fuente endégena de tirosina,
convirtiendo a este aminoacido en no esencial. Asi en humanos se ha demostrado la funcién
de la PAH en el proceso de melanogénesis proporcionando un aporte endégeno de tirosina
(Schallreuter et al., 1994). Por otra parte este enzima constituye el paso limitante en la Unica
ruta que cataboliza totalmente la fenilalanina a diéxido de carbono y agua (revisado en Shiman,
1985; Kaufman, 1987a). Asociada a esta funcién del enzima se encuentra la enfermedad
congénita humana de la fenilcetonuria, debida a un defecto en el gen que lo codifica (revisado
en Einsensmith y Woo, 1991). Una deficiencia en el enzima PAH produce un exceso de
fenilalanina y sus derivados fenilcetontricos en sangre ocasionando graves dafos en el
sistema nervioso. Se han descrito numerosas mutaciones del gen de la PAH asociadas a esta
enfermedad (revisado en Hoang et al., 1996).

Los enzimas TH y TPH resultan esenciales en la sintesis de neurotransmisores. La TH
cataliza la hidroxilacién de tirosina a 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), paso limitante en la
biosintesis de catecolaminas (revisado en Nagatsu, 1991). La TPH cataliza la hidroxilacién del
triptéfano a S-hidroxitriptéfano, paso limitante de la ruta de biosintesis del neurotransmisor
5-hidroxitriptamina (serotonina) y de la melatonina (Kaufman, 1987b). Por tanto queda patente
la importancia de estos enzimas en el funcionamiento del sistema nervioso. Diversas enferme-
dades neuroldgicas, como depresion, esquizofrenia o el sindrome de Parkinson, aparecen
relacionadas con bajos niveles de estas actividades (Kaufman, 1987b) aunque no se han
podido asociar con mutaciones en los genes correspondientes. Tan s6lo muy recientemente se
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ha descrito la relacion de una de estas patologias, en concreto del sindrome de Segawa, con
una mutacién puntual en el gen de la TH (Bartholomé y Liidecke, 1995). Como anteriormente
se ha expuesto, existen formas atipicas de hiperfenilalaninemia debidas a deficiencias en el
metabolismo del cofactor pteridinico, las cuales se ven agravadas frente a la fenilcetonuria por
un efecto pleiotrépico sobre la sintesis de neurotransmisores asociada a las actividades TH y
TPH (revisado en Kaufman, 1987b; Blau, 1988; Scriver etal., 1989).

En el caso de invertebrados, la funcién fisiolégica de los sistemas de hidroxilaciéon de
los aminoacidos aromaticos no ha sido tan profusamente estudiada. Los datos existentes indi-
can que desempefan funciones equivalentes a las descritas en mamiferos, interviniendo tanto
en la sintesis de neurotransmisores como en el catabolismo de la fenilalanina. Ademas en
estos organismos se ha descrito la funcion del enzima TH en los procesos de endurecimiento y
pigmentacion de la cuticula (Hopkins, 1982; Budnik y White, 1987).

3.2. SISTEMA DE HIDROXILACION DE LOS AMINOACIDOS AROMATICOS.

El sistema de hidroxilacion de los aminoacidos aromaticos esta constituido por tres
actividades enzimaticas (revisado en Kaufman, 1987). Junto a las hidroxilasas participan los
enzimas pterina-4a-carbinolamina deshidratasa y dihidropterina reductasa, implicados en la
regeneracion del cofactor pteridinico (Fig. 7). Asi, a las hiperfenilalaninemias debidas a defec-
tos en la sintesis de cofactor, se afiaden las producidas por una deficiencia en los enzimas
implicados en su regeneracion (Blau, 1988; Citréon etal., 1993; Smooker etal., 1993).

GTP
| GTP-CH

i H.-Pyp sintasa

om Z- 0 ®

JAD ylo SR

NAD*
HN

NADH Phe
DHPR  NH,

H.Blp

Regeneracion del
cofactor PAH TH TPH

NH,

4a-cart>inolamina
. hidratasa

L-DOPA 5-OH-Trp

HO

NH,

Dopamina Serotonina

Figura 7. Enzimas implicados en la hidroxilacion de los aminoacidos aromaticos (adaptado de
Hufton etal., 1995). Se muestran los enzimas e intermediarios participantes en la regeneracion
del cofactor pteridinico y en su ruta de biosintesis. Abreviaturas utilizadas: GTP, guanosina
trifosfato; H4Pyp, 6-piruvoil-tetrahidropterina; H4Bip, tetrahidrobiopterina; g-H2Bip, dihidrobiopte-
rina quinonoidea; 4a-hidroxi-H4Bip, 4a-hidroxi-tetrahidrobiopterina; GTP-CH, GTP ciclohidro-
lasa; AD, aldosa reductasa; SR, sepiapterina reductasa; DHPR, dihidropterina reductasa; PAH,
fenilalanina hidroxilasa; TH, tirosina hidroxilasa; TPH, triptéfano hidroxilasa; Phe, fenilalanina;
Tyr, tirosina; Trp, triptéfano; L-DOPA, 3,4-dihidroxifenilalanina; 5-OH-Trp, 5'-hidroxitriptéfano.
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La H,Bip interviene en la reaccién como activador del oxigeno molecular que es incor-
porado al aminoécido en forma de grupo hidroxilo. El &tomo de oxigeno restante pasa al
cofactor que es asi transformado al intermediario carbinolaminico altamente inestable
4a-hidroxi-tetrahidrobiopterina. Este compuesto es espontaneamente oxidado para dar la forma
quinonoidea g-H,Bip con la produccidn de una molécula de agua. Recientemente se ha des-
crito la participacion del enzima pterina-4a-carbinolamina deshidratasa en esta reaccién. Esta
proteina resulta tener una doble funcién, ya que actia como agente dimerizador del factor de
transcripcion 1o (Citron et al.,, 1992). El ciclo es completado por la accién de la dihidropterina
reductasa, que cataliza la reduccién NADH-dependiente de la g-H;Bip a H,Bip, permitiendo asf
la regeneracion del cofactor. Ademas de la participacion del cofactor pterinico, la reaccién de
hidroxilacién requiere la presencia de iones hierro.

El mecanismo de las reacciones de hidroxilacion asi como la naturaleza de las
especies intermedias no ha sido determinado, siendo el caso de la PAH de rata el mejor
caracterizado. Los modelos postulados sugieren la participacién de un intermediario oxigenado
altamente reactivo, formado por la unién del enzima con el oxigeno a través del centro metalico
(Dix y Benkovic, 1988; Siegmund, H.-U. y Kaufman, 1991; Davis y Kaufman, 1993; Shiman et
al., 1994a). El papel atribuido al ion hierro es el mantenimiento del enzima en estado cataliti-
camente activo. Es interesante destacar que el enzima homélogo a la PAH en la bacteria
Chromobacterium violaceum contiene cobre en lugar de hierro, no siendo éste necesario para
la catélisis (Carr et al, 1993). Las implicaciones de esta reaccion de hidroxilacion metal-
independiente en el mecanismo del enzima de mamiferos permanece desconocida.

Los estudios encaminados a la determinacion de los intermediarios participantes en la
reaccion de hidroxilacién han llevado al descubrimiento de que la PAH actuda, al menos in vitro,
como una tetrahidropterina oxidasa, catalizando la oxidacién de diferentes tetrahidropterinas
sin que se produzca la hidroxilacién acoplada del aminoacido (Davis y Kaufman, 1989). Esta
reaccién no acoplada, produce la formacion de la 4a-carbinolamin-tetrahidropterina correspon-
diente. Se ha sugerido que esta capacidad potencial pueda tener algin significado bioldgico,
aunque no existen datos concluyentes al respecto.

3.3. GENETICA MOLECULAR DE LAS HIDROXILASAS.

El interés en la caracterizacién molecular de la enfermedad humana de la fenilcetonuria
llevé en 1982 al aislamiento del primer transcrito de la PAH (Woo et al., 1983). Desde entonces
han sido caracterizados los genes que codifican las hidroxilasas de los aminoécidos aromati-
cos de numerosos organismos, apareciendo en todos los casos como genes de copia tnica
(revisado en Hufton et al., 1995).

La comparacién de sus secuencias, tanto a nivel nucleotidico como de la proteina
deducida, ha demostrado que los tres enzimas exhiben una elevada identidad que se presenta
incluso entre organismos tan alejados evolutivamente como mamiferos e invertebrados (Tabla
IN). Esta identidad no es uniforme a lo largo de toda la secuencia, concentrandose en los dos
ultimos tercios del extremo C-terminal. En base a esta observacion se ha sugerido que estos
enzimas presentan una estructura en dominios (Ledley et al., 1985; Grenett et al., 1987). La
region C-terminal, més conservada, se asocia con la funcién catalitica comdn a las tres hidroxi-
lasas, mientras que el extremo N-terminal, con un bajo grado de similitud, se relaciona con las
propiedades especificas de cada enzima como la regulacién de la actividad.
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Tabla n. Identidad de secuencia entre las hidroxilasas de diversos organismos.

PAH
humana

PAH humana -
TH humana 60
TPH conejo 60
PAH Drosophila X
TH Drosophila 77
PAH Chromobact. 35

Valores de identidad aminoacidica obtenidos al comparar las secuencias completas (sobre diagonal) y de los dos
ultimos tercios de las mismas (bajo diagonal). Referencias: Grenett et al., 1987; Neckameyer y Quinn, 1989;

TH

humana

48
60
X
75

X

TPH

conejo

53
48
X
X

X

PAH
Drosophila

58
42
50

X

X

Nagatsu e Ichinose, 1991; Onishi etal., 1991; Neckameyer y White, 1992.

TH
Drosophila

46
50
44
46

X
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PAH
Chromobact.

24
1"
1"

X

X

Por otra parte, este elevado grado de identidad ha llevado a la hipétesis, ampliamente
aceptada, de que estos tres genes han evolucionado por duplicacién y posterior divergencia a
partir de un gen ancestral comun (Ledley et al., 1985; Grenett ef al., 1987). A partir del calculo
de las tasas de divergencia de estos genes en diversos organismos se ha construido el
correspondiente arbol evolutivo (Fig. 8). Segun éste, una duplicacién inicial habria originado la
especializacion, de forma paralela al desarrollo del sistema nervioso, de las actividades PAH y
TH mientras que una segunda duplicacién del gen de la PAH habria producido la aparicién de
la actividad TPH. Dado que la tasa de sustituciones no es constante a lo largo de la secuencia
de estas moléculas, no se descarta la concurrencia de otros mecanismos evolutivos. En este
sentido se ha propuesto que el dominio regulador N-terminal, de baja similitud, puede haber
evolucionado a partir de la incorporacién posterior a la duplicacion de nuevos exones con
propiedades reguladoras especificas (DiLella etal., 1986; Birman etal., 1994).

TPH

<o

PAH

rata humanos

TH

Figura 8. Arbol evolutivo esquematico de la familia génica de las hidroxilasas de los
aminoacidos aromaticos (adaptado de Grenett efal., 1987).
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Esta teoria se ve apoyada por el hecho de que en Drosophila melanogaster, y muy
probablemente en el resto de los invertebrados, s6lo existen dos genes de las hidroxilasas; uno
codifica para la TH mientras que un segundo locus lo hace para las actividades PAH y TPH
(Neckameyer y White, 1992; Alcafiz y Silva, 1996). Dicho locus exhibe una mayor similitud con
la PAH de mamiferos por lo que se ha sugerido que el gen ancestral codificaria para una
proteina mas parecida en estructura y funcién a la PAH actual. Segun el arbol calculado, la
distancia evolutiva estimada entre la PAH y la TPH es de unos 600 Ma, coincidiendo con la
existente entre invertebrados y vertebrados (Grenett etal., 1987).

La similitud existente entre los genes de las hidroxilasas se extiende a su estructura
genomica (Stoll y Goldman, 1991) (Fig. 9). Pese al diferente tamafio de estos genes asi como
a la diferencia en el numero de exones, la posicién de las uniones exdén/intron de la region C-
terminal es comparable. Estos datos de nuevo apoyan la idea de que las hidroxilasas de los
aminoacidos aromaticos constituyen una familia génica con un origen evolutivo comun y que la
divergencia evolutiva se centra en la region reguladora N-terminal.

Figura 9. Conservacion de las uniones intrén/exén entre los genes de las hidroxilasas de los
aminoacidos aromaticos (adaptado de Stoll y Goldman, 1991). Se presenta el alineamiento de
los cDNAs de la fenilalanina hidroxilasa (PAH) de humanos, la tirosina hidroxilasa (TH) de rata
y la triptéfano hidroxilasa (TPH) de raton.

3.4. RELACION ESTRUCTURA/FUNCION DE LAS HIDROXILASAS.

Dada la falta de éxito en los intentos de obtencion de cristales puros de estas
proteinas, poco se conoce acerca de su estructura tridimensional y de la conformacién de los
sitios activos. Los datos disponibles proceden de la aplicacién de métodos indirectos tales
como la utilizacion de analogos marcados de los distintos sustratos, modificacion quimica
selectiva, mutagénesis dirigida o protedlisis parcial, en conjuncién con los datos obtenidos a
partir de la comparacién de sus secuencias proteicas (revisado en Hufton etal., 1995).

Como anteriormente se ha descrito, se ha postulado la organizacion de las hidroxilasas
de los aminoacidos aromaticos en dominios funcionales: un dominio catalitico limitado a la
porcion C-terminal, y un dominio regulador correspondiente a la zona N-terminal (Fig. 10). La
localizacion del sitio catalitico en la porcion C-terminal no sélo se apoya en la comparacion de
secuencias sino que diferentes tratamientos proteoliticos han demostrado la ubicacién de la
capacidad catalitica de las hidroxilasas en esta region. Este dominio presenta cinco residuos
de cisteina, altamente conservados entre las hidroxilasas de distintas especies, que podrian
desempefiar un papel esencial en la funcién enzimatica como responsables de la estructura
tridimensional del sitio de hidroxilacion (Grenett etal., 1987).
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Felll

HCTQYIRHGSKPMYTPEPDICHELLGH
264 285 290

Sitio de unién

del cofactor

142 410 453
DOMINIO REGULADOR DOMINIO CATALITICO PAH

20% 65% 87% 40%

Sitio de unién

del cofactor Unién
310 336 subupidaties
165" 479\-0j498
DOMINIO REGULADOR DOMINIO CATALITICO TH
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del cofactor
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425' 444
N DOMINIO REGULADOI DOMINIO CATALITICO T P H

Figura 10. Similitudes estructurales entre las hidroxilasas de los aminoacidos aromaticos
(adaptado de Hufton et al, 1995). Los datos presentados corresponden a la fenilalanina
hidroxilasa (PAH) y la tirosina hidroxilasa (TH) de rata, y la triptéfano hidroxilasa (TPH) de
humanos. Los dominios regulador y catalitico han sido definidos a partir de la comparacion de
las secuencias aminoacidicas asi como de estudios de mutagénesis y protedlisis. Se muestra
la secuencia propuesta para el sitio de unién del cofactor pteridinico y para el atomo de hierro
(Felll). También se indica el posible sitio de unién entre subunidades (Unién subunidades) y los
residuos de serina (Ser) propuestos como sitios de fosforilacién. A modo ilustrativo se
presentan los valores de identidad (%) entre la PAH y la TH para resaltar la correlaciéon entre la
conservacion de caracteristicas estructurales y la identidad de secuencia. La numeracién de
las secuencias incluye la meteonina inicial.

Se ha propuesto la localizacién del posible sitio de uniéon del cofactor pterinico en el
dominio catalitico (Jenning et al., 1991). Su secuencia aparece altamente conservada entre las
hidroxilasas de diversos organismos, extendiéndose dicha identidad a otros enzimas pterin-
dependientes (Citrén et al., 1990; Ichinose et al., 1991; Cho et al., 1995). En cuanto a la situa-
cion del sitio de unién del ion hierro se ha sugerido la intervenciéon de dos residuos de histidina
localizados en el supuesto sitio de unién del cofactor.

Los datos referentes al sitio de union del aminoacido son muy limitados y su interpre-
tacion resulta altamente compleja ya que el sustrato actia como activador alostérico de estos
enzimas. Asi, en el caso de la PAH, se ha propuesto la existencia de dos sitios de unién de la
fenilalanina, uno con propiedades reguladoras o alostéricas diferente del sitio catalitico (Shiman
et al, 1994b). Los estudios realizados indican que el sitio catalitico se sitia en el dominio
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C-terminal del enzima mientras que el sitio alostérico se localiza en el dominio regulador
N-terminal, aunque no se ha descrito la participacién de residuos concretos en la unién de los
aminoécidos (Hufton et al., 1995).

En aquellos organismos donde estos enzimas se han purificado, se ha puesto de
manifiesto su existencia en forma de multimeros constituidos por la asociacién de subunidades
idénticas, aunque esta multimerizacién no es necesaria para la funcionalidad in vitro del
enzima. La naturaleza de las interacciones entre las subunidades asi como la importancia
fisiolégica de esta multimerizacion permanece desconocida. El andlisis de las secuencias
primarias de las hidroxilasas ha mostrado la existencia de regiones altamente conservadas que
poseen caracteristicas estructurales que pueden ser asociadas al mantenimiento de la
estructura cuaternaria de estos enzimas como son los motivos de dedos de leucina y hélice
superenrollada (Liu y Vrana, 1991; Lohse y Fiizpatrick, 1993).

3.5. REGULACION DE LAS HIDROXILASAS.

La funcién fisiolégica de la PAH reside principalmente en su intervencién en el catabo-
lismo de la fenilalanina mientras que la TH y la TPH juegan un papel anabdlico interviniendo
en la sintesis de neurotransmisores. Esta diferencia tiene su reflejo en la diferente regulacién
fisiolégica que sufren estos enzimas. Asi, en el caso de la PAH, la disponibilidad de sustrato
resulta esencial en la regulacién de su actividad. Por el contrario, las actividades TH y TPH se
ven reguladas en funcién de los requerimientos del sistema nervioso (revisado en Hufton et al.,
1995).

La regulacién fisiolégica de la PAH de mamiferos ha sido objeto de numerosos
estudios los cuales indican que dicha regulacién responde a un efecto sinergistico entre los
niveles de fosforilacion del enzima y su activacién por el sustrato fenilalanina (Tipper y
Kaufman, 1992). La fenilalanina resulta un potente activador alostérico de la PAH. Se ha
propuesto que dicha activacién sea consecuencia del aumento en el grado de fosforilacién de
la proteina inducido por los cambios conformacionales provocados por la unién del aminoéacido
al sitio alostérico. El sitio de fosforilacién ha sido localizado en el residuo Ser'®, el cual se
encuentra rodeado por una secuencia altamente homéloga a la diana de la protein-quinasa A.

Ademas de su funcién como cofactor en la reaccién de hidroxilacién, los niveles de

H4Bip tienen un importante papel en la regulacion de estas actividades. La H4Bip resulta un

potente inhibidor de la PAH, ya que produce la formacién de un complejo enzima-cofactor

inactivo (Xia et al, 1994). Esta inactivacion reside en un bloqueo en la activacién por

fenilalanina. Ademdas se ha propuesto que la formacién de este complejo inactivo controla la

disponibilidad metabélica de cofactor de forma que la concentracién libre de H,Bip es menor
- que la cantidad intracelular total (Shiman et al., 1994b).

En el caso de la TH y TPH de mamiferos también se ha demostrado el papel de la
fosforilacién en la regulacién de su actividad (revisado en Kaufman, 1987a; Hufton et al., 1995).
Sin embargo, el efecto de los respectivos sustratos sobre estos enzimas difiere del descrito
para la PAH, resultando potentes inhibidores de estas actividades. Asimismo se ha demostrado
el papel de las catecolaminas como retroinhibidores, actuando de forma competitiva respecto
al cofactor pteridinico.

Los estudios referentes a la regulacién transcripcional de las hidroxilasas de los
aminoé&cidos aromaticos son muy escasos. No se ha descrito la existencia de isoenzimas de la
PAH diferentes a los producidos por modificaciones post-traduccionales (i.e. fosforilacién). El
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reciente aislamiento de las secuencias promotoras del gen de la PAH en humanos ha revelado
la existencia de una unica regién promotora carente de caja TATA pero que presenta posibles
secuencias reguladoras requeridas para la interaccién de diversos factores de transcripcion
(Wang et al., 1994). Ninguno de ellos es especifico de tejido lo que sugiere que la expresién
diferencial de la PAH no responde a un control de su transcripcion sino a otros factores, posi-
blemente relacionados con la regulacién enzimética.

Se han identificado diferentes isoformas de la TH de primates superiores producidas
por procesado alternativo dependiente de tejido de un unico transcrito primario (Grima et al.,
1987; Kobayashi et al, 1988; Ichikawa et al., 1990). Todas ellas difieren en el extremo
N-terminal del enzima, correspondiente al domino regulador. En el caso de humanos se han
detectado cuatro mensajeros diferentes, producidos por procesado alternativo, que codifican
para cuatro isoformas proteicas. Estas presentan diferentes propiedades cinéticas y regulado-
ras frente al cofactor pteridinico (Narsin et al., 1994). Esta expresién alternativa, que se creia
exclusiva de primates superiores, ha sido también descrita en el invertebrado Drosophila
melanogaster donde, mediante procesado alternativo del transcrito primario del gen de la TH,
se producen hasta tres mensajeros diferentes que codificarian dos isoenzimas de forma
dependiente de tejido (Birman et al., 1994). De nuevo, la diferencia se ve limitada al dominio
regulador lo que sugiere la existencia de diferencias en la regulacion de las isoformas
codificadas.

En el caso de la TPH, los datos existentes son todavia mas limitados. Se ha descrito
que la TPH de rata presenta propiedades bioquimicas diferentes segun los érganos donde se
analiza. Sin embargo éstas se han atribuido a modificaciones post-traduccionales ya que tan
sélo se ha identificado un Unico mensajero (Hufton et al., 1995).

3.6. LA FENILALANINA HIDROXILASA DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

En contraste con la situacion presentada en mamiferos, existen pocos estudios acerca
las hidroxilasas de los aminodcidos aromaticos de insectos, siendo Drosophila melanogaster el
organismo donde mejor se ha caracterizado.

Los estudios cinéticos realizados han demostrado que las hidroxilasas de Drosophila
comparte las principales caracteristicas de los enzimas de organismos superiores (Bel et al.,
1992a). Entre ellas se encuentra el requerimiento de una tetrahidropterina como cofactor
enzimatico que, en el caso concreto de la PAH, ha sido identificada como la H,Bip (Bel et al.,
1992b).

En este organismo la actividad PAH desempefia una funcién fisiolégica equivalente a la
descrita en mamiferos interviniendo en el catabolismo de la fenilalanina, aminoacido cuya
acumulacién resulta altamente nocivo para este insecto (Bel y Ferré, 1989). Ademas se ha
propuesto su participacién en el proceso de formacién de la cuticula aportando una fuente
enddgena de tirosina (Piedrafita et al, 1994). La TH se ha relacionado con la sintesis de
dopamina requerida tanto en la producciéon de neurotransmisores como en los procesos de
esclerotizacién y melanizacion durante la formacién de la cuticula (Budnik y White, 1987;
Neckameyer y White, 1993; Piedrafita et al., 1994). La actividad TPH resulta necesaria para la
sintesis de neurotransmisores indolaminicos (Neckameyer y White, 1992).

El estudio de los genes que codifican las hidroxilasas de los aminoacidos aromaticos
en Drosophila melanogaster ha llevado a la propuesta, anteriormente descrita, de que en este
organismo las actividades PAH y TPH son codificadas por un mismo locus génico
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(Neckameyer y White, 1992). Esta afirmacion se basa en diferentes evidencias. En este orga-
nismo se ha aislado un tGnico cDNA, homdlogo tanto a la PAH como a la TPH de mamiferos,
cuya expresion produce una proteina que exhibe ambas actividades enzimaticas (Morales et
al.,, 1990; Neckameyer y White, 1992). La distribucidn tisular de este mensajero asi como del
producto proteico correspondiente confirma su doble funcién fisiolégica ya que estos se detec-
tan tanto en tejidos activos en el catabolismo de la fenilalanina como en neuronas serotoninér-
gicas (Neckameyer y White, 1992). Un segundo locus codifica para la actividad TH
(Neckameyer y Quinn, 1989). Esta situacién apoya la teoria de la duplicacién a partir de un gen
ancestral comin como origen evolutivo de la familia génica de las hidroxilasas (Grenett et al.,
1987).

Los conocimientos acerca del gen de la PAH en Drosophila melanogaster se restringen
a la caracterizacién del cDNA correspondiente careciéndose de informacidon acerca de su
estructura genémica. El andlisis de dicho cDNA ha revelado la existencia de una pauta de
lectura que codifica para una proteina de 453 residuos con un peso molecular estimado de
unos 50 kDa (Morales et al., 1990; Neckameyer y White, 1992). Este dato coincide con el
obtenido mediante inmunodeteccién del enzima (Silva et al., 1992). En base a la comparacién
de la secuencia proteica deducida con la correspondiente a los enzimas de mamiferos se ha
podido comprobar la existencia de una elevada similitud estructural y probablemente funcional
entre éstas. Asi se ha identificado una secuencia con elevado grado de consenso con la
propuesta regién de unién al cofactor pteridinico asi como un posible sitio de fosforilacién,
aunque la funcionalidad de este uitimo no ha sido evidenciada. Asimismo se ha determinado la
localizacién cromosémica de este locus, resultando ubicado en la regién 66A del brazo
izquierdo del cromosoma 3 (Neckameyer y White, 1992).

No se ha descrito la existencia de isoenzimas codificados por el locus de la PAH de
Drosophila. EI comportamiento de la actividad PAH frente al cofactor natural H,Bip y el
observado utilizando andlogos de este compuesto sugiere la existencia de dos formas
enzimaticas con diferentes propiedades cinéticas (Bel et al, 1992a). Los estudios de
inmunodeteccién indican la existencia en embriones jovenes de una proteina de tamaiio
inferior a la presente en otros estadios (45 kDa vs. 50 kDa) (Neckameyer y White, 1992). Sin
embargo, el andlisis de mensajeros en distintos estadios y tejidos revela la presencia de un
unico transcrito del gen por lo que estas diferencias se atribuyen a posibles modificaciones
post-traduccionales (Neckameyer y White, 1992). Como anteriormente se ha expuesto, el gen
de la TH de Drosophila codifica para al menos tres transcritos producidos por procesado
alternativo que se corresponden con dos formas proteicas con diferente patrén de expresion
(Birman et al., 1994). '

3.7. EL LOCUS HENNA DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

Mientras que el locus pale ha sido identificado como el gen estructural del enzima TH
de Drosophila melanogaster (Neckameyer y White, 1993), no han sido caracterizados mutantes
que afecten al gen de la PAH. Tan sélo recientemente y en base a diferentes estudios bioqui-
micos se ha propuesto que sea el locus Henna el gen codificante de esta actividad (Silva et al.,
1992).

Las observaciones que sugieren la identidad del locus Henna con el gen de la PAH se
basan en el andlisis fenotipico de distintos mutantes de dicho locus. Los estudios de inmuno-
deteccion de la PAH indican que estas cepas presentan niveles reducidos de proteina que
pueden ser relacionados con una disminucion de la actividad enzimatica respecto a la cepa
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salvaje (Silva et al, 1992). Esta disminucién es extrema en el mutante natural Henna
recessive’ (HN'™) en el que no se detecta proteina PAH, siendo la actividad enzimatica del 10%
respecto a la cepa normal. Ademas, esta cepa presenta elevados niveles de fenilalanina y su
viabilidad se ve drasticamente reducida cuando la dieta se suplementa con este aminoacido
(Bel y Ferré, 1989). Otra evidencia indirecta que apoya esta hipétesis la constituye el hecho de
que en Hn" se observan niveles disminuidos de serotonina, lo que se puede relacionar con una
deficiencia en la funcién TPH (Alcaniz y Silva, 1996). Por iltimo, sefalar la localizacién
cromosomica coincidente del locus Henna, determinada mediante mapeo por deleciones
(Lindsley y Zimm, 1992), y del gen de la PAH, localizado mediante hibridacién in situ
{Neckameyer y White, 1992).

Ante estas evidencias acerca de la identidad del locus Henna como el gen de la PAH
se contraponen los estudios previos que indican su intervencidn en la sintesis de drosopteri-
nas, concretamente en la formacion de H,Ptr a partir de H4Pyp (Ferré et al., 1986; Guillamén y
Ferré, 1988). Este hecho ha llevado a la propuesta de un posible papel del enzima PAH en la
sintesis de pterinas, independiente de su funcién de hidroxilaciéon de la fenilalanina y el
triptéfano (Silva et al.,, 1992). Esta hipétesis se ve apoyada por los estudios que indican que la
PAH de rata presenta la capacidad de oxidar in vitro diferentes tetrahidropterinas de forma no
acoplada a la hidroxilacién del aminoacido (Davis y Kaufman, 1989). Por tanto, la demostracién
de la identidad del gen de la PAH con este locus no sélo proporcionarfa mutantes para el
estudio de la funcién de hidroxilacion en Drosophila melanogaster, sino que aportaria una
prueba in vivo de la funcién tetrahidropterina oxidasa observada in vitro en el caso de
mamiferos.
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OBJETIVOS

La tesis presentada se enmarca dentro de una linea de investigacién encaminada al estudio de
la ruta metabdlica de las pterinas y de su interaccién con el metabolismo de los ami-
noacidos aromaticos en el invertebrado Drosophila melanogaster. En este contexto, el
objetivo del trabajo se centrd en el estudio, a nivel bioquimico y genético, de dos de los
enzimas implicados en estos procesos metabdlicos: la sepiapterina reductasa, cuya
intervencion en la ruta biosintética de las pterinas ha sido ampliamente demostrada, y
la fenilalanina hidroxilasa, con la finalidad, en este ultimo caso, de establecer una
posible funcién de este enzima en dicha ruta. Al mismo tiempo se planteé la identifica-
cién de mutantes que proporcionaran un modelo para el estudio de la funcién y regula-
cién de los genes correspondientes.

Los objetivos concretos abordados en este trabajo fueron:

1) Estudio de Ia actividad enzimatica sepiapterina reductasa en Drosophila
melanogaster : caracterizacién bioquimica del enzima y analisis de su actividad en
diferentes mutantes con deficiencias en el metabolismo de las pterinas.

2) Caracterizacién molecular del gen de la fenilalanina hidroxilasa: determinacién de su
estructura genémica, andlisis de su expresion y establecimiento de las relaciones
evolutivas con los genes de las hidroxilasas de los aminoacidos aromaticos de otros
organismos.

3) Demostracién de la identidad del locus Henna con el gen estructural de la fenilala-
nina hidroxilasa: andlisis molecular del gen en distintas cepas mutantes y estudio de
su expresion.
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1. MATERIAL BIOLOGICO.

1.1. ORGANISMO DE ESTUDIO: DROSOPHILA MELANOGASTER.

El organismo objeto del presente estudio es el invertebrado Drosophila melanogaster.
Como cepa normal se utilizé Oregon-R (Or-R), procedente de la coleccién de Bowling Green,
Ohio (EE.UU.). Las distintas cepas mutantes utilizadas se listan a continuacién (descritas en
Lindsley y Zimm, 1992). Todas ellas presentan mutaciones en loci génicos implicados en la
pigmentacién ocular produciendo alteraciones fenotipicas en el patrén de pterinas (descritas en
Ferré et al., 1986). El cultivo de las cepas se realizé a 25°C en medio estandar siguiendo los
procedimientos habituales.

CEPAS MUTANTES UTILIZADAS
- brown (bw)

- clot (cl)

- Deficiencia(2L) clof™ (Df(2L) c/*)
- Henna-recessive (Hn')

- Henna-recessive® (Hn")

- Henna-recessive™® (Hn"®**)

- Henna-recessive™® (Hn*")

- Henna-recessive™ (Hn'™)

- Henna-recessive®™® (Hn*"")
- red Malpighian tubules (red)
- gamet (g)

- pink (p)

- sepia (se)

1.2. CEPAS BACTERIANAS Y VIRICAS.

En las distintas técnicas de Biologia Molecular se utilizaron las cepas comerciales de la
bacteria Escherichia coli DH5a y NM519, cultivadas y tratadas para los fines concretos de
transformacién y crecimiento de fagos respectivamente, siguiendo los protocolos habituales
(Ausubel et al, 1988; Sambrook et al.,, 1989). La genoteca analizada en el presente trabajo
estaba construida en el fago derivado de lambda EMBL4 que fue sometido a crecimiento segun
los protocolos recomendados (Ausubel et al., 1988; Sambrook et al., 1989).

2. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD SEPIAPTERINA REDUCTASA EN
DROSOPHILA MELANOGASTER.

2.1. OBTENCION DEL EXTRACTO PROTEICO.

Los extractos proteicos destinados a la determinacién de la actividad sepiapterina
reductasa se obtuvieron a partir de individuos adultos de Drosophila previamente recogidos y
conservados a -80°C durante un tiempo no superior a una semana. Las muestras fueron
homogeneizadas en tampén fosfato pH 6'4 (20°C)en una proporcién aproximada de 40 cabe-
zas o 10 individuos enteros por 100 pl. Tras su centrifugacién a 10.000 g, el sobrenadante era
sometido a cromatografia de exclusion en Shepadex G-25 (0'5-1'0 ml de lecho) con la finalidad
de eliminar las moléculas pequenas presentes en el extracto, como pterinas y NADPH, que
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pudieran interferir en la medida de la actividad. Las proteinas totales pressentes en los extractos
se determinaron por el método de Bradford (Bradford, 1976), resultandco en el rango de 0'5 a
1'5 mg por ml de extracto. Los extractos obtenidos eran destinados inmeediatamente a su cuan-
tificacion enzimatica. Todas las operaciones se realizaron a 4°C.

2.2. ENSAYO ENZIMATICO._

La determinacion de la actividad sepiapterina reductasa presentte en los extractos se
realizé utilizando el sustrato sepiapterina en presencia del cofactor NADDPH. La H,Bip formada
fue oxidada en presencia de iodo para producir el derivado mas estable: biopterina, que poste-
riormente era cuantificado. Asi la actividad enzimatica se defini6 como B3ip formada por unidad
de tiempo (nmoles Bip/h). La actividad especifica se determiné en relaccién a la cantidad total
de proteina en el extracto como Bip formada por unidad de tiempo y 1miligramo de proteina
(nmoles Bip/h/mg).

La cuantificacién de la biopterina formada se realizé mediante crecomatografia liquida de
alta resolucién en fase reversa (rp-HPLC) utilizando deteccién fluoriméétrica (Ferré y Naylor,
1987). Dos alicuotas de cada muestra (10-15 pl) eran sometidas a sepasracion a través de una
columna del tipo Cg (matriz de sllice con grupos alcano de 18 4tomos (de carbono) utilizando
metanol al 3% en tampén fosfato 10 mM pH 3'2 (20°C) como eluyente. ! La deteccién fluorimé-
trica se realizé a una longitud de onda de excitacién de 360 nm y de e2misién de 435 nm. La
cuantificacién se realizé6 por comparacién de los cromatogramas obtennidos con un patrén de
biopterina de concentracién conocida.

Las condiciones del ensayo se basaron en las publicadas por Fzan y Brown (1979). La
mezcla de reaccién estandar contenia, en un volumen final de 50 pl, los; siguientes componen-
tes: sepiapterina 100 uM, NADPH 600 uM, un volumen de extracto cruddo equivalente a 10-20
ng de proteina, tampén fosfato pH 6'4 (20°C) 100 mM. Tras su incubactién a 44°C durante 20
min, la reaccién era detenida mediante la adicién de 20 pl de iodo 1%: iioduro potasico 2% en
HCI 1M. Tras 20 min a temperatura ambiente, las proteinas precipittadas eran eliminadas
mediante centrifugacién a-12.000 g durante 4 min. El exceso de iodo esn el sobrenadante era
neutralizado por la adicién de 6 pl de acido ascérbico al 2%. Todas las coperaciones se realiza-
ron con luz roja para evitar la degradacion de los reactivos, altamente fot¢osensibles.

El analisis de inhibicion se realizé utilizando los compuesitos N-acetilserotonina,
N-acetildopamina y N-metoxiacetilserotonina como potenciales inhibiddores. Los ensayos se
realizaron en condiciones estandar sobre extractos crudos de individuwos adultos de 0 a 12
horas. Se utilizaron diferentes concentraciones de inhibidor (hasta el ordien de mM) en presen-
cia de diferentes cantidades no saturantes del sustrato sepiapterina.

En todos los ensayos se realizaron controles negativos elimhinando alguno de los
componentes de la reaccién (NADPH, sepiapterina o extracto enziméatico). La actividad en
dichos controles nunca superé el 1% respecto al ensayo completo. Se trealizaron dos réplicas
por cada ensayo. En el caso de la determinacién de las constantes cinétticas, cada experiencia
fue realizada por duplicado, utilizando en cada una de ellas el mismo exttracto enzimatico. En el
analisis de la actividad en los distintos mutantes se realizaron diversas irepeticiones (2 a 4 por
cepa) utilizando distintos extractos proteicos procedentes de individusos adultos de 0 a 12
horas.
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2.3. CROMATOENFOQUE.

El cromatoenfoque, técnica que permite la separacion de las proteinas de una muestra
en funcién de su punto isoeléctrico, se realizé usando el equipo de cromatografia FPLC de
Pharmacia con una columna Mono P HR 5/5 siguiendo las instrucciones del fabricante. El
gradiente de pH se obtuvo equilibrando la columna con bis-Tris 0'025 M pH 7'1 (20°C)
(ajustado con acido iminodiacético) como tampén inicial y aplicando como tampén de elucion
Polybuffer™ 74, diluido 1:10, pH 4'0 (20°C) (ajustado con &cido iminodiacético) del proveedor
Pharmacia. Se mantuvo un flujo constante de 1 ml/min, siendo el volumen total de eluyente
necesario para completar el gradiente de unos 25 ml. Se recogieron fracciones de 0'5 ml que
se destinaron inmediatamente a la determinacién de la actividad enzimatica. El desarrollo de la
elucién proteica se siguid mediante la medida de absorbancia a 280 nm. La experiencia se
repitié con dos extractos diferentes (cabezas y cuerpos), obteniéndose resultados idénticos.

3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

3.1. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS.

3.1.1. Extraccién de DNA genémico de Drosophila melanogaster.

La extraccién de DNA gendmico de Drosophila melanogaster se realizé siguiendo el
método de Junakonic et al. (1984) con algunas modificaciones. Asi los individuos adultos
fueron homogeneizados en tampén Tris-HCI 100 mM; pH 9’0 (20°C), EDTA 100 mM, en
proporcién de 1 ml por 100 individuos. El homogeneizado era incubado a 65°C en presencia de
SDS al 1% y posteriormente enfriado en hielo en presencia de acetato potésico a una concen-
tracion final de 1 M. Los restos celulares eran eliminados mediante centrifugacion. El DNA del
sobrenadante era precipitado con isopropanol y redisuelto en tampén TE (Tris-HCI 10 mM; pH
8'0 (20°C), EDTA 1 mM) siendo sometido a tratamiento con RNasa (100 pg/ml) para eliminar el
RNA coprecipitado. Tras fenolizacion y precipitaciéon con etanol en presencia de acetato amé-
nico, el DNA era resuspendido en TE y guardado a 4°C hasta su utilizaciéon. El rendimiento
medio obtenido con este método es de 1-2 ng de DNA por individuo.

Para la realizacién de las experiencias de amplificaciéon por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) de fragmentos largos, el protocolo se modificé eliminando la incubacion a
65°C, el tratamiento con RNasa y la fenolizacién con el objeto de evitar en lo posible la rotura
del DNA.

3.1.2. Extraccién de DNA plasmidico de Escherichia coli.

La extraccion de DNA plasmidico de los distintos clones de Escherichia coli se realizd
siguiendo el método convencional para extraccion a pequefia escala (Sambrook et al., 1989). A
partir de cultivos liquidos sometidos a lisis alcalina, se procedia a la precipitacion selectiva del
DNA genémico utilizando acetato potasico. EI DNA plasmidico era recuperado del sobrena-
dante mediante precipitaciéon con etanol en presencia de NaCl. El RNA de la muestra era elimi-
nado por tratamiento con RNasa. Cuando se requeria una mayor pureza de la muestra, el DNA
plasmidico era posteriormente sometido a fenolizacidn y precipitacion con etanol en presencia
de sales. El rendimiento medio obtenido por este método es de 3-5 pg por ml de cultivo.

En el caso de utilizar la muestra para su secuenciacién automatica, el DNA plasmidico
era purificado por precipitacion con polietilenglicol (PEG) siguiendo las instrucciones recomen-
dadas para dicho método de secuenciacion (Perkin Elmer, 1995).
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3.1.3. Extraccién de DNA de fago A.

La extraccién a partir de lisados liquidos obtenidos por la infeccién de cultivos de la
cepa de Escherichia coliNM519 con una suspensién de fagos se realizé siguiendo los protoco-
los habituales (Ausubel et al., 1988). La estrategia consistia en la precipitacion de las particulas
fagicas de los cultivos liquidos previamente tratados con DNasa y RNasa para destruir los
dcidos nucleicos del huésped bacteriano. El sedimento era resuspendido en tampdn de
suspension de fagos (Tris-HCI 10 mM; pH 7'5 (20°C), sulfato magnésico 10 mM) y sometido a
fenolizacion con la finalidad de desnaturalizar las capsidas viricas y liberar el DNA. Una vez
eliminadas las proteinas, el DNA era recuperado por precipitacién con etanol en presencia de
acetato sddico.

La extraccién a pequefia escala se realiz6 segun el protocolo descrito en Sambrook et
al. (1989). En este caso se partia de cultivos en placa a los que se afiadi6 4 ml del tampén de
resuspensién de fagos (Tris-HCI 10 mM; pH 7'5 (20°C), sulfato magnésico 10 mM). Tras 16
horas de agitacién a 4°C, los fagos eran recuperados por precipitacién con PEG a partir de la
fase liquida. A partir de este precipitado se procedia como en el caso anterior.

3.1.4. Cuantificacién de DNA.

La concentracién de DNA en las diferentes muestras se determind por comparacién
visual de la fluorescencia con bromuro de etidio de diferentes diluciones de las muestras
sometidas a electroforesis en agarosa con la producida por una cantidad conocida de marca-
dor de pesos moleculares.

3.1.5. Extraccién de RNA de Drosophila melanogaster .

La extraccion de RNA se realiz6 mediante el sistema comercial RNA Extraction Kit del
proveedor Pharmacia (Cat. N2. XL-016-00-01) siguiendo las instrucciones suministradas. El
método esté basado en la purificacion mediante centrifugacion en gradiente de tifluoroacetato
de cesio (CsTFA) utilizando un tampén de extraccién que contiene tiocianato de guanidinio
(GTC), agente caotrépico que proporciona un alto grado de proteccién frente a las actividades
RNasa. Como material de partida se utilizaron cabezas de individuos adultos de 0-12 horas,
obteniéndose un rendimiento aproximado de unos 500 ug de RNA total por 250 mg de tejido.

Cuando la cantidad de RNA necesaria para los andlisis era reducida se utiliz6 el
sistema comercial Microscale-total RNA Separation Kit de Clontech (Cat. N2. 1044) obtenién-
dose un rendimiento aproximado de 1 ug de RNA total por mg de tejido.

La purificacion de RNA poli(A)* a partir de las muestras de RNA total se realizé
mediante cromatografia de afinidad utilizando el sistema comercial Dynabeads® mANA
Purification Kit del proveedor Dynal (Cat. N2. 610.01). El método se basa en la utilizacién de un
lecho cromatogréfico constituido por particulas magnéticas inertes que presentan en su super-
ficie residuos oligo(dT).s covalentemente unidos. Como muestra de partida se utilizaron 75 pg
de RNA total en un volumen de lecho de 100 pl. En todo el trabajo realizado con muestras de
RNA se utilizaron disoluciones y material libre de RNasas (Ausubel et al., 1988).

3.1.6. Cuantificacion de RNA.

La determinacién de la cantidad y la pureza del RNA total extraido se realizé espectro-
fotométricamente mediante la medida de la absorbancia a 260 nm y 280 nm. En cuanto al
rendimiento obtenido en la extraccion de RNA poli(A)* y dada la poca cantidad de muestra
disponible sélo se estimé considerando que del RNA total de una muestra el 1-5% corresponde
a RNA poli(A)*.
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3.2. DIGESTION DE DNA CON ENZIMAS DE RESTRICCION.

Las digestiones del DNA con endonucleasa de restriccién se realizé con enzimas del
proveedor Boehringer Mannheim, utilizando los tampones y las instrucciones recomendadas
por el fabricante. En el caso de las digestiones dobles se utilizé el tampdn que proporcionaba la
maéxima actividad posible con ambos enzimas. En caso de incompatibilidad se procedié a la
digestion con el enzima que funcionaba con el tampdn de menor fuerza idnica. Tras la precipi-
tacion del DNA con etanol y su resuspension en tampén TE, se realizaba la digestion con la
segunda endonucleasa.

3.3. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS.

3.3.1. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

La electroforesis de desarrollo horizontal en geles de agarosa no desnaturalizantes se
realizd siguiendo los protocolos convencionales (Sambrook et al, 1989). Como solucién
electroforética se utilizé TBE 0'5X (Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM) al que se afadié bromuro
de etidio en una concentracion de 0'5 ug/ml para la posterior visualizacion de los fragmentos de
DNA por irradiacion con luz ultravioleta. La concentracién de agarosa en el gel se adecu6 al
tamario de los fragmentos a separar. Como tampén de cargado se utilizé glicerol al 5%, EDTA
1 mM, azul de bromofenol al 0'05%. Para determinar el tamafo de los fragmentos separados
se utilizaron tanto el marcador de pesos moleculares A/Hind Il como el marcador comercial VI
(Boehringer Mannheim, Cat. N2, 1062 590) consistente en una mezcla de fragmentos pBR328/
Bgl1y pBR328/ Hinf1.

3.3.2. Electroforesis de DNA en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (PAGE).

Esta técnica de separacién se utilizé en la resolucién de las fragmentos de DNA de
cadena sencilla generados mediante las reacciones de secuenciacion. La preparacién de los
geles se realizd siguiendo las instrucciones del proveedor Pharmacia (Cat. N2. 27-0985-01) con
algunas modificaciones (Paricio, 1993). Los geles de desarrolio vertical presentaban una
concentracién de acrilamida del 8% utilizando bis-acrilamida como agente de entrecruzamiento
en proporcién 1:19. Como polimerizador se utiliz6 N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) y
persulfato aménico. Como agente desnaturalizante se utilizé urea en una concentracion final de
1'4 M. Los geles utilizados tenian un grosor constante de 0'2 mm o bien un gradiente de grosor
de 02 a 0'4 mm. En el primer caso se sometieron a un voltaje constante de 1.500 V y en el
segundo de 2.500 V. La temperatura a lo largo de la electroforesis se mantuvo constante a 55
°C mediante el uso de placas termostatizadas. El solvente utilizado fue TBE 1X (Tris-borato 90
mM, EDTA 2 mM) utilizindose como tampén de cargado el suministrado por el proveedor.

3.3.3. Electroforesis de RNA en geles desnaturalizantes de agarosa.

La electroforesis de RNA previa al analisis de hibridacién mediante Northern blot se
realizé en condiciones desnaturalizantes utilizando geles horizontales de agarosa al 1% en
tampén MOPS en presencia de formaldehido segun el método descrito en Sambrook et al.
(1989). Como tampén de cargado se utilizé glicerol al 5%, EDTA 1 mM, azul de bromofenol al
0'05%. Como marcador de pesos moleculares se utilizé una mezcla comercial de RNAs
{Boehringer Mannheim Cat. N2. 1062 620). La electroforesis se realizé en ausencia de bromuro
de etidio siendo posteriormente tefida la carrera correspondiente al marcador.
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3.3.4. Recuperacién de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

La recuperacién de fragmentos de DNA separados mediante electroforesis en agarosa
se realizéd mediante escisién de la porcion de gel que contenia la banda de interés y posterior
electroelucién en membranas de didlisis utilizando TBE 0'5X como tampén siguiendo el método
descrito en Sambrook et al. (1989). Tras la recuperacion del dializado, el DNA era purificado
por fenolizacidén y posterior precipitacién con etanol en presencia de acetato aménico.

Cuando el destino del fragmento a purificar asi lo permitia, como era el caso de su
posterior ligacién a vectores plasmidicos se utilizé agarosa de bajo punto de fusién (Boehringer
Mannheim Cat. N2. 1062 620). Su uso permite mantener las porciones recuperadas del gel en
estado liquido a la temperatura de 37°C por lo que pueden usarse directamente en posteriores
ensayos.

Si la cantidad de DNA a recuperar no era muy elevada, su separacién de la porcion de
gel escindida se realiz6 mediante filtracién utilizando el sistema comercial Micropure Inserts del
proveedor Amicon. Este método fue utilizado en el aislamiento de productos de PCR. Cuando
el tamafio similar de los fragmentos coamplificados hacia imposible su separacién mediante
este procedimiento, los fragmentos se resolvieron en un gel de agarosa de bajo punto de fusién
y como alternativa a la escisién de la banda, una pequefia porcién de la misma (unos 20 pl) era
obtenida utilizando una pipeta pasteur. Esta era fundida en 200 pl de tampén TE por incubacién
a 65°C durante 10 minutos y enfriada a temperatura ambiente. Posteriormente una alicuota de
la muestra era sometida a reamplificacién con los cebadores originales consiguiendo de esta
forma cantidad suficiente del fragmento de interés.

3.4. TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS A FILTROS.

3.4.1. Transferencia de DNA mediante Southern blot.

La transferencia de fragmentos de DNA desde geles de agarosa a filtros para su
posterior hibridacién se realizd segun el método de Southemn blot (Southern, 1975) siguiendo
las instrucciones recomendadas para el método de marcaje con digoxigenina (Boehringer
Mannheim, 1993). Los filtros empleados fueron membranas de nilén cargados positivamente
(Boehringer Mannheim, Cat. N2. 1417 240) o bien filtros de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell
BA8S5).

Tras la realizacion de la electroforesis y la visualizacién de los fragmentos separados,
los geles fueron sometidos a tratamiento opcional con HCI 0’25 M con la finalidad de aumentar
la eficacia de transferencia. A continuacidn se procedia a la desnaturalizacién del DNA
mediante tratamiento con solucién desnaturalizante (NaOH 0’5 M, NaCl 1'5 M) siendo poste-
riormente neutralizada con la solucién Tris-HCI 1 M; pH 7’4 (20°C), NaCl 1’5 M. Todos los
tratamientos se realizaron a temperatura ambiente con agitacién. La transferencia se llevaba a
cabo mediante el paso por capilaridad del solvente SSC 10x (citrato sédico 0'15 M; pH 7'0
(20°C), NaCl 1’5 M) a través del gel en contacto con el filtro. El sistema se desarrollaba durante
un maximo de 16 horas. Una vez concluida la transferencia se procedia a la fijacién del DNA a
la membrana por irradiacién de luz ultravioleta en el caso de emplear filtros nilén, o por
horneado a 80°C en el caso de la nitrocelulosa.

3.4.2. Transferencia de RNA mediante Northern blot.

La transferencia de RNA poli(A)* desde geles de agarosa a filtros de nilén se realizé
mediante el método conocido como Northern blot, siguiendo las instrucciones recomendadas
para la posterior hibridacién con sondas marcadas con digoxigenina (Boehringer Mannheim,
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1993). Tras la electroforesis en presencia de formaldehido, el gel era equilibrado con SSC 20x.
A continuacién se procedia a la transferencia por capilaridad (ver apartado 3.4.1), tras la cual
se realizaba la fijacion del RNA mediante irradiacién con luz ultravioleta. Todas las soluciones y
material utilizados habian sido sometido a tratamiento contra RNasas.

3.4.3. Transferencia de DNA de placas de lisis.

El método utilizado para la transferencia del DNA de fagos desde las placas de cultivo
a los filtros se basé en el descrito por Benton y Davis (1977) con algunas modificaciones
(Sambrook et al., 1989). De forma resumida, el protocolo consistié en la transferencia del DNA
a partir de las calvas de lisis desarrolladas en un césped bacteriano mediante contacto con la
superficie del cuitivo de un primer filtro durante 30 segundos seguido de segundo filtro durante
1 minuto. A continuacién el DNA era fijado a los filtros y sometido a desnaturalizacién y neutra-
lizacién segun se describe en el apartado 3.4.1 con la diferencia de realizar los lavados sobre
papel de fittro humedecido en las correspondientes soluciones.

3.5. TECNICAS DE HIBRIDACION.

3.5.1. Sondas utilizadas.

Las sondas de cDNA utilizadas en este trabajo procedian del clon pDmPAH amable-
mente cedido por el Dr. Carlos Alonso (Universidad Autonoma de Madrid). Este contiene en su
totalidad la regién codificante del gen de la PAH de Drosophila melanogaster en el vector
pUC18 (Morales et al., 1990). Asi, mediante digestién del clon con enzimas de restriccion y
posterior separacion electroforética y electroelucién de los fragmentos obtenidos, se
construyeron las siguientes sondas a partir del clon original (Fig. 11):

e DcPah: que contiene la region codificante completa del gen de la PAH de
Drosophila melanogaster (1525 pb).

e 5'DcPah: consistente en los primeros 760 pb del extremo 5’ del cDNA. Esta regién
codifica para la zona reguladora del enzima presentando una baja homologia con la
secuencia de la TH de Drosophila melanogaster por lo que su utilizacién minimiza la
hibridacién heteréloga con dicho gen.

¢ CDcPah: comprende 411 pb de la region central.

s 3'DcPah: consistente en los 354 pb finales del cDNA.

PDMPAH g . . P p R
—— ' ' —
R R
DcPah | |
R P
5'DcPah L |
P P 100 pb
CDcPah | ]
P R
3'DcPah 1

Figura 11. Estrategia de construccién de sondas a partir del clon de cDNA de la PAH de
Drosophila melanogaster pDmPAH. Las cajas representan el sitio de clonacién del plasmido.
Las abreviaturas de los enzimas de restriccién son: R, EcoRI; P, Pvu IL.
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Ademas de las sondas del cDNA de la PAH, se construyé una sonda de DNA genémico
a partir del clon ADgPah, aislado en el presente trabajo. La digestién de dicho clon con la
endonucleasa BfrI producia un fragmento de una 3'5 kb, que contenia en su totalidad la regién
genémica correspondiente al gen de la PAH, a partir del que se construyé la sonda denomi-
nada DgPah.

Como control en los experimentos de hibridacién de RNA poli(A)* mediante Northern
blot se utilizé la sonda Hd19 amablemente cedida por la Dra. Nuria Paricio (Universitat de
Valéncia). Esta consiste en un fragmento de 1'8 kb clonado en pBluescript+DK que contiene
parte del gen de la actina de Drosophila melanogaster.

El marcaje de las sondas se realizd por el método no radiactivo DIG System del
proveedor Boehringer Mannheim (Cat. N2. 117 5033). Este método se basa en la incorporaciéon
de digoxigenina, un hapteno esteroide, al DNA sintetizado. Tras la hibridacién, la sonda es
inmunodetectada mediante un anticuerpo-antidigoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina
pudiendo asi ser visualizada mediante reaccién con sustratos quimioluminiscentes o colorimé-
tricos. Asi siguiendo las instrucciones del fabricante, las sondas fueron marcadas con digoxi-
genina-11-dUTP, un analogo del dTTP, por la técnica de marcaje de “cebado al azar” (random
primed labeling).

3.5.2. Hibridacién de DNA.

Una vez fijado el DNA a los filtros se procedié a su hibridacién con la sonda marcada
con digoxigenina siguiendo las instrucciones del fabricante. Dado que las secuencias a detec-
tar eran homélogas a las sondas utilizadas, las condiciones de hibridacién y lavado utilizadas
en todas las experiencias fueron de maxima estringencia, esto es, se aplicé una temperatura
de hibridacién de 65°C en soluciéon de baja fuerza idnica realizando el lavado en las mismas
condiciones.

El protocolo se puede esquematizar como sigue:

¢ prehibridacién de los filtros mediante incubacién con la solucién de hibridacién (SDS
0'02%, SSC 5x, N-laurilsacarosina 0'1%, agente bloqueante (Boehringer Mannheim
Cat. N2 1096 176) al 1%) en un horno giratorio a 65 °C durante un tiempo minimo
de una hora. El objetivo de este tratamiento es bloquear los sitios de union no
especificos presentes en el filtro.

e hibridacién con la sonda marcada (5-25 ng de sonda por mililitro de solucién de
hibridacién) previamente desnaturalizada por calentamiento a 95°C. Se realizd en
horno giratorio a 65°C durante 16 horas. '

e eliminacion de la sonda unida inespecificamente mediante tratamiento con una
disolucién SSC 2x, SDS 0'1% a temperatura ambiente y con agitacién (dos lavados
de 5 minutos) seguido de los lavados de estringencia realizados con una disolucién
SSC 0'5x, SDS 0'1% a 65°C en bafio con agitacién (dos lavados de 15 minutos).

3.5.3. Hibridacién de RNA.

La hibridacién del RNA fijado a los filtros mediante Northern blot se realizé siguiendo
las instrucciones del proveedor aplicando condiciones de méaxima estringencia. El procedi-
miento seguido es similar al de hibridacién de DNA (ver apartado anterior) salvo por la presen-
cia de formamida en la solucién de hibridacién (SDS 7%, formamida 50%, tampén fosfato
sédico 50 mM, pH 7'0 (20°C), agente bloqueante 2%, RNA total de levadura 50 pg/ml, SSC 5x,
laurilsarcosina 0'1%), por lo que la temperatura se redujo a 50°C.
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3.5.4. Inmunodeteccion.

Una vez concluido el proceso, se pasé a la inmunodetecciéon de la sonda mediante
incubacién con el anticuerpo-antidigoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Boehringer
Mannheim Cat. N2 1093274). Para ello se siguieron las instrucciones del fabricante que a
continuacioén se presentan de forma resumida:

¢ tratamiento del filtro con la solucién bloqueante (acido maleico 100 mM; pH 7'5
(20°C), NaCl 150 mM, agente bloqueante (Boehringer Mannheim Cat. N°. 1096 176)
al 1%) durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacién. El objetivo de
este tratamiento es el bloqueo de los sitios de unién inespecificos.

¢ incubacién con el anticuerpo-antidigoxigenina en solucién bloqueante durante 30
minutos a temperatura ambiente y con agitacién suave.

¢ eliminacion del exceso de anticuerpo mediante tratamiento con solucién de lavado
(acido maléico 100 mM; pH 7’5 (20°C), NaCl 150 mM) a la que en el caso de la
deteccién quimioluminiscente se le afiade Tween®20 al 0'3% (dos lavados de 15
minutos).

¢ deteccion mediante reaccion con los sustratos de la fosfatasa alcalina en el tampén
Tris-HCI 100 mM; pH 9’5 (20°C), NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM. El substrato utilizado
para la reaccién quimioluminiscente es el reactivo csPD® (Boehringer Mannheim
Cat. N2. 1363 514). Una vez el filtro incubado en el reactivo, la deteccién se realiza
mediante su exposicién a una pelicula de rayos X. En la reaccién colorimétrica se
utilizan los sustratos cloruro de nitroblue tetrazolio (NBT; Boehringer Mannheim Cat.
Ne. 1383 213) y 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (X-fosfato; Boehringer Mannheim
Cat. N2. 1383 221). En este caso la senal es detectada en forma de precipitado
coloreado sobre el filtro.

En el caso de realizar la deteccién por el método quimioluminiscente, los filtros pudie-
ron ser hibridados de nuevo dada la facilidad de eliminacién de reactivos y sonda. Esta elimi-
nacién se realiz6 mediante lavado con una solucién de NaOH 0'2M, SDS 0'1% a 60°C en
agitacion vigorosa durante 15 minutos. Los filtros enjuagados con SSC 2x quedaban listos para
una nueva hibridacién.

3.6. IDENTIFICACION Y AISLAMIENTO DE CLONES FAGICOS.

El aislamiento del gen estructural de la PAH de Drosophila melanogaster se realizé a
partir de una genoteca de DNA gendmico de la cepa Canton S construida en el vector de
clonacién derivado del fago A EMBL4 (Sau3A I/BamH 1) amablemente cedida por el Dr. Pérez-
Alonso (Universitat de Valéncia). Esta genoteca habia sido sometida al menos a un ciclo de
amplificacién. La cepa huésped utilizada para el crecimiento de los fagos fue la cepa de
Escherichia coli NM519. Su preparacién para la infeccién asi como el plagueado de los fagos
se realiz6 siguiendo el protocolo descrito en Sambrook et al. (1989).

El rastreo inicial se realizé sobre un total de 4x10* placas de lisis distribuidas en 10
placas de cultivo siguiendo el método de hibridacién in situ (Benton y Davis, 1977) tal como se
describe en el apartado 3.4.3, utilizando las sondas de cDNA de la PAH. Una vez identificados
los clones positivos, se procedié a su aislamiento mediante dos rastreos sucesivos utilizando
un menor numero de virus por placa de cultivo (100-200).
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3.7. CLONACION EN VECTORES PLASMIDICOS.

3.7.1. Vector utilizado.

El vector utilizado en la clonacién de fragmentos de DNA fue el plasmido sintético
pUC18 de la bacteria Escherichia coli suministrado por el proveedor comercial Boehringer
Mannheim. Este plasmido presenta un sitio de clonacién multiple localizado en la regién que
codifica para el fragmento N-terminal de la B-galactosidasa. Por tanto, los recombinantes pier-
den la capacidad de a-complementacién con la bacteria huésped DH5a que codifica una forma
defectiva del enzima. De esta forma, utilizando un medio indicador compuesto por el inductor
isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) y el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido
(X-gal), los recombinantes pueden ser identificados histoquimicamente por su incapacidad de
metabolizar el sustrato, ya que producen colonias blancas frente a las no recombinantes, de
color azulado. Por otra parte, este vector confiere a la bacteria resistencia al antibiético ampici-
lina, lo que se utiliza como marcador selectivo para los transformantes.

3.7.2. Ligacioén.

Para la clonacién de fragmentos de DNA de doble cadena se utilizaron las estrategias
convencionales de ligacién mediante el uso de la ligasa del fago T4 suministrada por el
proveedor Boehringer Mannheim (Sambrook et al., 1989). El vector se preparé mediante linea-
rizacién por digestion con las endonucleasas elegidas y, en el caso de que los extremos gene-
rados fueran cohesivos, posterior desfosforilacién por tratamiento con fosfatasa alcalina.

En cuanto a la preparacién de las muestras de DNA a clonar, se siguieron varias estra-
tegias. En el caso de la subclonacion de fragmentos originados por restriccion, se utilizé la
técnica conocida como "shot-gun®. Tras la digestién de la muestra con las endonucleasas
escogidas y la posterior inactivacién de las mismas, se procedla a la ligacién con el vector. Una
vez realizada la transformacion, los clones con los fragmentos de interés eran seleccionados
mediante andlisis de restriccion. Cuando el objetivo se centraba en la clonacién de un
fragmento concreto, éste era aislado mediante electroforesis en agarosa de bajo punto de
fusién. La ligacién con el plasmido se realizé directamente en la porciéon de agarosa fundida
que contenfa el fragmento de interés.

La clonacién de fragmentos de DNA producidos por amplificacion mediante PCR se
realizé utilizando el sistema comercial SureClone™ Ligation Kit del proveedor Pharmacia (Cat.
N2 27-9300-01). Mediante este sistema los productos de PCR son preparados para la ligacién
utilizando la actividad 3'-5' exonucleasa del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I. Este
enzima elimina los residuos dATP afiadidos por la Tag polimerasa a los extremos 3’ durante la
amplificacién. De forma concomitante, la polinucleétido quinasa del fago T4 fosforila los extre-
mos. Las muestras asi tratadas son purificadas mediante fenolizacién y cromatografia de
exclusion y sometidas a ligacion en el vector proporcionado (pUC18/Sma I desfosforilado).
Todos los protocolos se realizaron segun las instrucciones del fabricante.

3.7.3. Transformacion y seleccién de recombinantes.

Una vez realizada la ligacion de los fragmentos de interés al vector plasmidico, se
procedié a la transformacién de la cepa bacteriana. Como huésped se utilizé la cepa de
Escherichia coli DH5a. preparada para la transformaciéon mediante tratamiento con cloruro
célcico (Sambrook et al., 1989). La introduccién del DNA plasmidico en las células se realizé
mediante el método de choque térmico (Sambrook et al., 1989). La seleccién de transforman-
tes se realizé mediante crecimiento en un medio con ampicilina y en presencia del indicador
IPTG/X-gal. Los recombinantes fueron asi identificados por formar colonias blancas.
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3.8. AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS MEDIANTE REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA (PCR).

3.8.1. Material utilizado.

Los oligonucledtidos utilizados en el presente trabajo fueron sintetizados por los
proveedores comerciales Pharmacia y Real. Su disefio se realizé con el apoyo computacional
del programa Primer (Lincoln et al., 1991) en base a la secuencia del gen de la PAH de
Drosophila melanogaster obtenida en el presente trabajo y a la publicada para el retroelemento
B104 de Drosophila (Scherer et al., 1982).

A continuacién se presenta el listado de oligonucleétidos empleados:

5-3
E1 GAATCTTGTGGAATTCTACCAGCGG  exdn 1 del gen Pah, directo
" GATTTGGTGATAGACATTGC intrén 1 del gen Pah, directo
E2 ACTGCTCCTTCACATCCTC exon 2 del gen Pah, reverso
E2a CATCCTGGTTTTACSGATCC exon 2 del gen Pah, directo
E2b AGCTGCAGGATGTGTCCAAC exoén 2 del gen Pah, directo
E23 GTGAAACCTGTGCAATCCC unién exén 2-3 del gen Pah, reverso
E4 TAATGGATCCTTGGTGACGC exén 4 del gen Pah, reverso
ES TCTAGAACCTCAACACTCTG exoén 5 del gen Pah, reverso
B1 TAAAGTAAATGGCCTACGCAG 3'LTR del elemento B104, reverso
B2 ATGTAAATGAATCGAGAGCG 5'LTR del elemento B104, directo

Nota: directo y reverso hace referencia a la orientacién del cebador respecto a la direccién transcripcional.

La DNA polimerasa utilizada fue la de la bacteria Thermus aquaticus (Taq polimerasa)
suministrada por los proveedores Boehringer Mannheim (Cat. N2. 1146165) y Pharmacia (Cat.
Ne&. 27-0799). Como tampdn de reaccion se utilizé el recomendado por el fabricante.

Como termociclador se utilizdé el modelo GeneAmp® PCR System 2400 del fabricante
Perkin Elmer. Este termociclador permite el desarrollo de la amplificacién sin la adicion de
aceite a las muestras facilitando asi su posterior utilizacién.

3.8.2. Condiciones de amplificacion de DNA.

Las reacciones de amplificacién sobre DNA genémico de Drosophila melanogaster se
realizaron siguiendo los protocolos habituales (Innis et al., 1990). Los ensayos se realizaron en
un volumen final de 50 pul en presencia de desoxinucleétidos (dATP, dTTP, dCTP y dGTP) 200
uM, cebadores directo y reverso 200 nM y 0'5 a 1'0 unidades de Taq polimerasa en el tampén
suministrado. La cantidad de DNA gendmico utilizado como molde vari6 entre los 50 y 200 ng.
Con la finalidad de uniformizar las condiciones de las distintas muestras, la mezcla de reaccion
se realizd, si el ensayo asi lo permitia, conjuntamente para todas ellas siendo posteriormente
dosificada. Para evitar la unién inespecifica de los cebadores, la dosificacién se realizé cuando
el termociclador habia alcanzado los 80°C mediante el proceso conocido como "manual hot-
start' (Chou et al., 1992).
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En todos los casos se realizaron controles negativos carentes de muestra con la
finalidad de detectar posibles contaminaciones. Como control positivo se utilizé el DNA del clon
ADgPah aislado en el presente trabajo, que contiene en el gen estructural. de la PAH de
Drosophila.

En cuanto a las condiciones de amplificacién se realizaron de 25 a 30 ciclos usando el
siguiente perfil de temperaturas precedido por un ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 1
minuto: 94°C durante 20 segundos (desnaturalizacién), 55°C durante 30 segundos
(apareamiento), 72°C durante un tiempo dependiente de la longitud del fragmento a amplificar
(aproximadamente 10 s por cada 100 nt) (extensién). Para concluir, se realizé un paso final de
extensién de 5 minutos a 72°C. Tras éste, las muestras eran enfriadas rapidamente a 4°C con
lo que la reaccién era detenida. '

Para la amplificacion de fragmentos largos de DNA (mas de 3 kb) estos protocolos
fueron modificados en base a la bibliografia (Barnes, 1994; Cheng et al., 1994) utilizando los
sistemas comerciales Taq Extender™ PCR Additive (Stratagene Cat. N2 600148) y Expand™
Long Template PCR System (Boehringer Mannheim Cat. N2. 1681 834). Las principales varia-
ciones respecto a las condiciones estandar residen en la utilizacion de una mezcla enzimatica
de Taq polimerasa y actividades 3'-5' exonucleasa (prueba de lectura). Otros parametros modi-
ficados fueron la composicién de los tampones de reaccién (pH alcalino, presencia de deter-
gentes, presencia de glicerol y dimetilsulfoxido), eliminacién del paso de desnaturalizacién
previa, disminucién de la temperatura de desnaturalizacién hasta 90°C, unificacién de los
pasos de apareamiento de cebadores y extensién a una tnica temperatura (68°C) durante
tiempos elevados (hasta 20 minutos). Especial atencion fue dada a la calidad del DNA
gendémico utilizado como molde.

3.8.3. Amplificacién de RNA por PCR acoplada a Transcripcién Reversa (RT-PCR).

La sintesis de la cadena complementaria de cDNA a partir del RNA total extraido de
Drosophila melanogaster se realizé mediante la utilizacién del sistema comercial First-Strand
cDNA Synthesis Kit del proveedor Pharmacia (Cat. N2. XY-028-00-10) basado en el uso de la
transcriptasa reversa del virus Moloney Murine Leukemia (M-MuLV). Tras la optimizacién de las
condiciones y siguiendo las instrucciones del fabricante, la reaccién se llevé a cabo sobre una
cantidad de RNA total de 1 pug, en el caso de la cepa salvaje, y 5 ug en el mutante Hn” en un
volumen final de 15 pl usando como cebadores para la transcriptasa reversa tanto los suminis-
trados por el fabricante (una mezcla de pd(N)s o el oligonucleétido Not I-d(T)) como oligonu-
cledtidos especificos del gen analizado.

Tras la puesta a punto de los protocolos, las reacciones de PCR se realizaron en las
mismas condiciones utilizadas en la amplificacién a partir de DNA gendmico. La cantidad de
muestra utilizada como molde dependié de cada caso concreto variando entre 0'5 y 2 pl del
producto de las reacciones de sintesis de cDNA. En todos los casos se realizaron controles
negativos, utilizando directamente el RNA total como molde para la amplificaciéon. De esta
forma se pudo comprobar la contaminacion debida a la presencia de DNA genémico en las
muestras. Como control positivo se utilizé el plasmido pDmPAH. La reamplificacién de los
productos obtenidos se realiz6 siguiendo las mismas condiciones sobre un volumen de
producto de 10 pl.
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3.9. SECUENCIACION DE DNA.

Para la determinacién de las secuencias nucleotidicas se utilizé el método de Sanger
de terminaciéon mediada por dideoxinucleétidos (Sanger et al., 1977). El proceso se realizo bien
de forma manual con marcaje radiactivo, o utilizando un secuenciador automatico con marcaje
fluorescente. ’

La secuenciacién manual se realiz6 mediante el sistema comercial 77 Sequencing Kit
del proveedor Pharmacia (Cat. N2. 27-0985-01) basado en el uso de la DNA polimerasa del
fago T7. Para el marcaje se empled el anélogo radiactivo a-**S-dATP (Ammershan Cat. N2. SJ
1304). Tanto las reacciones de polimerizacién como la separacién electroforética en gel
desnaturalizante de poliacrilamida y la deteccién por autorradiografia se realizaron siguiendo
los protocolos habituales (Sambrook et al., 1989).

La secuenciacion automatica fue realizada a través del Servicio de Secuenciacién del
Servei Central de Soport a la Investigaci6 Experimental (S. C. S. I. E.) de la Universitat de
Valéncia utilizando el equipo 373A Automated Sequencer de Perkin Elmer. El sistema
empleado se basa en la utilizacién de analogos de los dideoxinucleétidos marcados con
diferentes fluoréforos que son incorporados al DNA sintetizado por la Taq polimerasa. Asi la
deteccién de los fragmentos separados electroforéticamente se realiza mediante fluorometria.

Como molde para las reacciones de secuenciacién se utilizoé DNA de doble cadena
tanto clonado en el vector pUC18 como directamente producido mediante reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). En el primer caso se utilizaron los cebadores universales directo y
reverso. En el caso de la secuenciacién de fragmentos clonados de longitud mayor de 400 pb
se utilizaron cebadores internos disefiados a partir de la secuencia del inserto o bien se recurrié
a la obtencién de deleciones seriadas. Para ello se utiliz6 el sistema comercial Double-stranded
Nested Deletion Kit de Pharmacia (Cat. N2, 27-1691-01) basado en el uso de la exonucleasa III
y la nucleasa St.

En el caso de la secuenciacion directa de productos de PCR, se procedié a la elimina-
cién de los cebadores, desoxinucleétidos y otros reactivos mediante la ultrafiltracién de las
muestras con membranas de Microcon™-10 del proveedor Amicon siguiendo las instrucciones
del fabricante (Cat. N2. 42406). Los productos purificados fueron secuenciados usando tanto
los mismos cebadores empleados en la amplificacién como cebadores internos.

Todas las muestras fueron secuenciadas sobre las dos cadenas y, en el caso de los
productos de PCR, las reacciones se realizaron por duplicado sobre muestras procedentes de
amplificaciones diferentes.

El andlisis computacional de secuencias se realizé6 mediante el paquete de programas
GCG (Genetics Computer Group) de la Universidad de Wisconsin proporcionado por el Servei
de Bioinformatica de la Universitat de Valéncia.
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1. ESTUDIO DEL ENZIMA SEPIAPTERINA REDUCTASA DE DROSOPHILA
MELANOGASTER.

Drosophila melanogaster resulta un organismo modelo idéneo para el estudio de la ruta
de biosintesis de pterinas y su regulacién. En este trabajo se presenta el estudio cinético del
enzima sepiapterina reductasa (SR) y el estudio comparativo de su actividad en diferentes
mutantes de color de ojos, formando parte de un proyecto global encaminado a la identificacién
del gen estructural de dicho enzima.

1.1. CARACTERIZACION CINETICA DE LA ACTIVIDAD SEPIAPTERINA REDUCTASA EN
DROSOPHILA MELANOGASTER.

La caracterizacion cinética de la actividad SR se realiz6 a partir de la medida de la
actividad en extractos crudos obtenidos a partir de moscas adultas. Este estadio se eligié por
presentar una actividad SR maxima (Fan y Brown, 1979). En el andlisis se utiliz6 como sustrato
la sepiapterina por su mayor estabilidad frente a los sustratos tetrahidropterinicos. Asi, la
actividad se determind a partir de la cuantificacion de la biopterina (Bip) obtenida por oxidacion
del producto de la reaccién enzimatica dihidrobiopterina (H2Bip).

En un estudio preliminar, se analiz6 la distribucién de la actividad SR en moscas adul-
tas. De la actividad total de un individuo, aproximadamente el 20% se localizaba en cabezas y
el 80 % restante en cuerpos (térax-abdomen). Sin embargo, la actividad especifica referida a la
cantidad de proteina total resuité mayor en cabezas que en cuerpos (28'7 £ 1'7 vs. 159 £ 1'3
nmol Bip/mg/h en individuos recién nacidos, respectivamente). Asimismo se estudié la exis-
tencia de posibles diferencias entre machos y hembras. La actividad especifica medida en
individuos recién nacidos resulté ligeramente superior en hembras (22'2 £ 1'1 nmol Bip/mg/h)
que en machos (16'3 £ 0'9 nmol Bip/mg/ h). Esta diferencia se vio acentuada al considerar la
actividad por individuo debido al mayor contenido proteico por individuo de las hembras (480 £
24 pmoli Bip/individuo/h en hembras vs. 240 + 21 pmol Bip/individuo/h en machos). Posterior-
mente se comprobé que el comportamiento cinético de la SR era similar tanto en cabezas
como en cuerpos de machos y hembras.

A continuacién se procedié a analizar el efecto de las distintas variables del ensayo
sobre la actividad enzimatica. La SR presenté un amplio rango de temperatura 6ptima, desde
40°C a 46°C. En los ensayos estéandar, se observé un incremento lineal de la actividad al
aumentar el tiempo de incubacién (Fig. 12A). En cuanto al efecto de la concentracién de
enzima, la formacién de producto resulté lineal respecto a la cantidad de proteina total a lo
largo de todo el rango utilizado en los ensayos (Fig. 12B). Se comprobé que tras 20 min de
tratamiento con iodo la oxidacién de H,Bip a Bip era completa.

Una vez determinadas las condiciones de ensayo se procedi6 a analizar el efecto de la
concentracién de sustrato sobre la actividad enzimatica. El enzima exhibié un comportamiento
Michaelis-Menten tipico (Fig. 13). Usando la representacion de Dobles Reciprocos
(Lineweaver-Burk), se determind la K, aparente para la sepiapterina que resulté de 153 pM. El
mismo valor fue obtenido tanto en extractos procedentes de cabezas como de individuos
enteros. Este valor contrasta con los publicados (60 pM: Fan y Brown, 1979; 75 uM: Yim et al,,
1991) aunque se encuentra en el mismo orden de magnitud. La utilizacién de extractos crudos
pudo ser la causa de tal diferencia.
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Figura 12. Efecto de las condiciones de ensayo sobre la actividad sepiapterina reductasa de
Drosophila melanogaster. A) Efecto del tiempo de incubacion. B) Efecto de la concentracién de
enzima. Los ensayos enzimaticos fueron realizados sobre extractos crudos de cabezas de
individuos adultos (0 a 12 horas), aplicando las condiciones estandar descritas en Material y
Métodos. Los datos representan la media £ SD de dos experimentos independientes.
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Figura 13. Efecto de la concentracién de sepiapterina sobre la actividad sepiapterina reductasa
de Drosophila melanogaster. A) Velocidad de reaccion frente a la concentracion de sustrato.
B) Representacion de Dobles Reciprocos (Lineweaver-Burk). Los ensayos enzimaticos fueron
realizados sobre extractos crudos de individuos adultos (0 a 12 horas). Se aplicaron las condi-
ciones estandar descritas en Material y Métodos, variando la concentracién de sepiapterina en
el ensayo entre 30'4 AM y 504 |iM en presencia de concentraciones saturantes del cofactor
NADPH (600 [|iM). Los datos representan la media + SD de dos experimentos independientes
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1.2. ANALISIS DE INHIBICION DE LA SEPIAPTERINA REDUCTASA.

A continuacion se procedié a determinar el efecto que sobre la actividad SR de
Drosophila melanogaster producen los neurotransmisores N-acetildopamina, N-acetilserotonina
y el derivado sintético N-metoxiacetilserotonina, potentes inhibidores de la SR de mamiferos
(Smith et al., 1991).

Los estudios realizados indicaron que la actividad enzimatica era inhibida por los tres
compuestos analizados aunque en ninguno de los casos se obtuvo una inhibicién total, aun
aplicando concentraciones del orden de mM (Figs. 14, 15y 16). Para la caracterizacion cinética
de la inhibiciéon producida se determiné la actividad enzimatica en presencia de concentracio-
nes no saturantes del sustrato sepiapterina y diferentes concentraciones de estos compuestos
(ver Material y Métodos). Los datos resultantes fueron analizados mediante las representacio-
nes de Dobles Reciprocos y de Dixon obteniéndose unos valores para la constante de inhibi-
cion Kj de 127 pM para la N-acetilserotonina, 40 pM para la N-acetildopamina, y 87 pM para la
N-metoxiacetilserotonina, respectivamente. Los tres compuestos presentaron un comporta-
miento de inhibidores no competitivos.
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Figura 14. Inhibicion de la actividad sepiapterina reductasa de Drosophila melanogaster por
N-acetilserotonina. A) Representacion de la velocidad enzimatica presente en extractos protei-
cos de individuos adultos (0-12 horas) en presencia de diferentes concentraciones de inhibidor
[concentracion de sepiapterina: (o) 30'4 pM, (m) 60'8 pM, (A) 91'2 pM]. B) Representacion de
Dobles Reciprocos (Lineweaver-Burk) [concentracion de N-acetilserotonina: (o) 0 pM, (m) 23'6
pM, (A) 47'2 pM (A) 70'8 pM, (O) 94'4 pM, (+) 236 pM], C) Representacion de Dixon
[concentracion de sepiapterina: (o) 30'4 pM, (m) 60'8 pM, (A) 91*2 pM]. Los datos representan
la media + SD de dos experimentos independientes.
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Figura 15. |Inhibicion de Ila actividad sepiapterina reductasa de Drosophila por
N-acetildopamina. A) Representacién de la velocidad enzimatica en extractos proteicos de
individuos adultos (0-12 horas) con diferentes concentraciones de inhibidor [concentracién de
sepiapterina: (o) 45'6 pM, (m) 60'8 pM, (A) 83'6 pM, (A) 121'6 pM]. B) Representacion de
Dobles Reciprocos [concentracién de N-acetildopamina: (o) 0 pM, (m) 1001 pM, (A) 2002
pM]. C) Representacion de Dixon [concentracion de sepiapterina: (o) 45'6 pM, (m) 60'8 pM,
(A) 83'6 pM, (A) 121'6 pM]. Los datos representan la media + SD de dos experimentos.
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Figura 16. Inhibicion de la actividad sepiapterina reductasa de Drosophila por
N-metoxiacetilserotonina. A) Representacion de la velocidad enzimatica en extractos proteicos
de individuos adultos (0-12 horas) con diferentes concentraciones de inhibidor [concentracion
de sepiapterina: (o) 45'6 pM, (m) 60'8 pM, (O) 83'6 pM, (¢) 121'6 pM]. B) Representacién de
Dobles Reciprocos [concentracidn de N-metoxiacetilserotonina: (o) 0 pM, (m) 48 pM, (A) 96
pM, (A) 192 pM]. C) Representacion de Dixon [concentracidn de sepiapterina: (o) 45'6 pM, (m)
60'8 pM, (O) 83'6 pM, (*) 121'6 pM]. Los datos representan media + SD de dos experimentos.
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1.3. DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO DE LA SEPIAPTERINA REDUCTASA.

Con el objetivo de detectar posibles isoenzimas de la actividad SR se procedié a la
separacion de las proteinas presentes en extractos crudos en funcién de su punto isoeléctrico
mediante la técnica de cromatoenfoque. La experiencia se realizd por duplicado, utilizando
extractos procedentes tanto de cabezas como de individuos adultos enteros de 2 dias de edad,
momento de maxima actividad SR. En ambos casos se obtuvieron resultados similares. Dichos
resultados (Fig. 17) indicaron la existencia de una sola fracciéon con actividad SR, correspon-
diente a un punto isoeléctrico de 6'0 (5'9-6'1). La recuperacién de actividad respecto al total
aplicado resulté de tan sélo el 20%.
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Figura 17. Perfil de elucién de la actividad sepiapterina reductasa tras cromatoenfoque reali-
zado sobre extractos crudos de individuos adultos de Drosophila melanogaster. (—) Actividad
SR en las diferentes fracciones proteicas, medida en alicuotas de 25 pl de un total de 0'5 mi;
(....) Perfil de pH durante la cromatografia.

1.4. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD SEPIAPTERINA REDUCTASA EN MUTANTES.

1.4.1. Variacién de la actividad sepiapterina reductasa a lo largo del desarrollo.

Con la finalidad de minimizar diferencias debidas a una posible desincronizacién en la
recoleccion de las muestras, se procedid a la determinacion de la actividad presente en
moscas adultas de la cepa salvaje Or-R recogidas en intervalos de dos horas. En la figura 18
se muestran los resultados procedentes del analisis en cabezas de adultos. El mismo perfil fue
obtenido a partir de extractos de individuos completos. Se pudo observar que la actividad SR
permanecia constante durante las primeras 17 horas tras la emergencia del adulto, apare-
ciendo un pico de maxima actividad a las 56 horas. De acuerdo con estos resultados, el anali-
sis de mutantes se realiz6 utilizando extractos procedentes de individuos de 0 a 2 horas.
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Figura 18. Actividad sepiapterina reductasa a lo largo del desarrollo de individuos adultos de
Drosophila melanogaster. La actividad fue medida en extractos de cabezas de individuos adul-
tos. Los datos representan la media + SD de tres experimentos independientes.

1.4.2. Actividad sepiapterina reductasa en diferentes mutantes de color de ojos.

La seleccién de mutantes a analizar se realiz6 en funcién de su patrén de pterinas
escogiéndose aquellos cuyo fenotipo coincidiese con el esperado para un defecto en la activi-
dad SR (Ferré et al., 1986). Aunque ninguno mostré una disminucién extrema en la actividad,
clot (cl), garnet (g), red Malpighian tubules (red) y sepia (se) presentaron niveles disminuidos
respecto a la cepa salvaje Or-R (Tabla IIl). De ellos, el locus clot resuitaba el mejor candidato
del gen estructural de la SR ya que dicha mutacion afecta de forma especifica al patron de
pterinas sin alterar el correspondiente a los pigmentos marrones. Ademas este mutante
presenta una gran acumulacién de sepiapterina como cabria esperar ante un defecto en el
enzima SR.

Tabla III. Actividad sepiapterina reductasa en mutantes de color de ojos de Drosophila.

Cepa Oor-R  bo cl g Hn" p red se

Actividad media  100'0 1053 51'6 64'6 890 1000 492 780
SD (38) (0) (12) (25) (25 (23) (09 (31

La actividad se expresa como el porcentaje de actividad especifica respecto a la cepa salvaje Or-R. Los datos corres-
ponden a la media y (SD) de tres ensayos realizados en condiciones estandar sobre diferentes extractos de cabezas
de individuos adultos recién nacidos.
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1.4.3. Experiencias de dosis génica.

Con la finalidad de comprobar la hipétesis de que el locus clot correspondiese al gen
estructural de la SR, se procedié a la realizacién de pruebas de dosis génica. Para ello se usé
la cepa Df(2L) ¢/™, que contiene una deficiencia en la regién cromosémica donde el locus clot
se localiza. Los resultados (Tabla IV) indicaron la ausencia de correlacién entre el nimero de
copias clot * y la actividad SR. Aunque los hetorocigotos para la mutacién mostraron una
actividad intermedia a la obtenida en los homocigotos, los genotipos que combinaban los alelos
mutante y normal con una deficiencia presentaron valores diferentes de los esperados en el
caso de que el locus clot fuese el gen estructural. Por tanto se concluyé que, aunque la
actividad SR se ve afectada por distintos loci génicos, ninguna de las cepas analizadas
presentaba una mutacién en el gen de la SR.

Tabla IV. Niveles de actividad sepiapterina reductasa en individuos con diferentes
copias normales (c/*) o mutantes (c/) del gen clot.

Genotipo Fenotipo®  Actividad SR® copias c/* copias ¢/
cl*/cl* ts 100 2 0
cll cl mo 54 0 2
cl*/cl ts 75 1 1
Df(2L) ci™/ cl* ts 82 1 ]
Df(2L) cI™ / ¢l mo 89 0 1

# Referido al color de ojos como tipo salvaje (ts) y marrén oscuro (mo). ° Actividad especifica expre-
sada como porcentaje respecto a la cepa salvaje. Los datos son medias de dos ensayos realizados
en condiciones estédndar sobre distintos extractos obtenidos a partir de cabezas de individuos adultos
recién nacidos.
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2. CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GEN ESTRUCTURAL DEL ENZIMA
FENILALANINA HIDROXILASA DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

El gen de la PAH presenta una elevada similitud, tanto a nivel de secuencia como a
nivel estructural, entre las diversas especies donde se ha caracterizado. El objetivo del
presente apartado es la determinacién de su estructura en el invertebrado Drosophila
melanogaster. Asimismo se aborda el estudio de su expresion a través del analisis de los
transcritos correspondientes.

2.1. ESTRUCTURA DEL GEN DE LA FENILALANINA HIDROXILASA DE DROSOPHILA
MELANOGASTER.

Para identificar el gen codificante de la PAH en Drosophila melanogaster se procedio al
rastreo de una genoteca de DNA gendmico de la cepa Cantén S construida en XEMBL4 utili-
zando la sonda DePah correspondiente al cDNA completo del gen (ver apartado 3.5 de Material
y Métodos). De un total de 4x104 recombinantes analizados se obtuvieron tres clones positivos
que fueron purificados mediante dos posteriores rastreos, esta vez usando la sonda 5’DcPah
para evitar posibles falsos positivos debidos a hibridacion cruzada con el gen de la tirosina
hidroxilasa. La caracterizacién de estos clones mediante su analisis de restriccion demostrd
que los tres contenian un mismo inserto de unas 14'5 kb. Por tanto se pudo concluir que
procedian de un mismo recombinante al que se denomin6 XDgPah.

La identificacion de la secuencia gendmica homologa al cDNA del gen contenida en el
clon aislado se realiz6 mediante el analisis de hibridacion por Southern blot del DNA digerido
con diversas endonucleasas con las sondas derivadas de pDmPAH. A partir de los resultados
obtenidos se elaboro el correspondiente mapa de restriccion (Fig. 19). Su comparacion con el
obtenido al analizar la secuencia de cDNA (Neckameyer y White, 1992) demostré que XDgPah
contenia en su totalidad la regién gendmica correspondiente al gen de la PAH, poniéndose de
manifiesto la existencia de diversas regiones intronicas asi como de posible sitios polimorficos.
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Figura 19. Mapa de restriccion de gen estructural de la fenilalanina hidroxilasa de Drosophila
melanogaster. El mapa ha sido deducido a partir del analisis del clon gendmico XDgPah. En la
parte superior se presenta el correspondiente al clon de cDNA deducido mediante el analisis de
su secuencia nucleotidica (Neckameyer y White, 1992). En la parte inferior se indica la estra-
tegia de secuenciacion utilizada (flechas). Abreviaturas empleadas: A, Aval] B, Bfrl] E, EcoRl];
L, Sall; P, PvuH] S, Seal; Y, Styl; X, Xbal.
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Con la finalidad de confirmar dicho mapa se procedid al analisis de hibridacién del clon
XDgPah utilizando una sonda de DNA gendmico construida a partir del fragmento Bfr | de 3'5
kb de dicho clon. Los resultados producidos coincidieron con los obtenidos utilizando las
sondas derivadas de pDmPAH, descartando asi la posible existencia de fragmentos de restric-
cion intrénicos. Asimismo este mapa, como se ilustrara mas adelante, coincidié con el obtenido
como resultado del analisis de hibridacion realizado sobre DNA gendmico de la cepa salvaje
Or-R. Ese mismo analisis confirm¢ la existencia de una unica copia del gen por genoma.

Una vez caracterizado el clon gendmico, se procedid a la determinaciondela
secuencia nucleotidica de la regién homologa al cDNA de la PAH siguiendo la estrategia
la

mostrada en la figura 19. La secuencia obtenida se presenta en figura 20, habiendosido

remitida a la base de datos EMBL (numero de acceso X98116).
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Figura 20. Secuencia nucleotidica del gen de la fenilalanina hidroxilasa de Drosophila
melanogaster. Las mayusculas y minusculas representan exones e intrones, respectivamente.
La primera base del codén de inicio es tomada como posicién +1 (intrones no incluidos). Los
asteriscos indican el inicio de los cDNA caracterizados (Morales et al, 1990; Neckameyer y
White, 1992). Se indican la supuesta caja TATA detectada (subrayado doble), el posible inicio
de transcripcion (punteado) y la sefal de poliadenilacion (subrayado). Los oligonucleétidos
utilizados se indica mediante flechas horizontales. La cabeza de flecha indica el nucledtido
adicional respecto a la secuencia de cDNA (Neckameyer y White, 1992).
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La determinacién de la estructura del gen de la PAH de Drosophila melanogaster se
realiz6 mediante la comparacion de la secuencia obtenida con la correspondiente al cDNA
previamente publicada (Morales et al., 1990; Neckameyer y White, 1992). Esta comparacién
indicd que la regién de DNA gendémico caracterizada contenia en su totalidad la regién codifi-
cante del gen interrumpida por un total de cuatro intrones (Fig. 21).
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Figura 21. Estructura del gen de la fenilalanina hidroxilasa en Drosophila melanogaster. La
estructura ha sido deducida por comparacién de la secuencia del clon genémico con la del
cDNA previamente publicada (Morales ef al., 1990; Neckameyer y White, 1992). Los exones e
intrones se representan mediante cajas vacias y lineas continuas, respectivamente. Se indica
la posicion de los codones de inicio (ATG) y parada (TGA) de traduccién. La supuesta caja
TATA identificada en la zona 5' no transcrita del gen se indica mediante una flecha.

La pauta abierta de lectura (ORF) coincidié con la deducida a partir del cDNA excepto
por la presencia de 17 sustituciones dispersas de las cuales 16 resultaron silenciosas. Dos de
ellas ocasionaban cambios en el patrén de restriccion confirmado la presencia de sitios poli-
mérficos. Tan sélo se observé un cambio conservativo en el aminoacido 332 (Leu—Val).
Ademas de estos polimorfismos, la secuencia obtenida presentaba una base adicional en la
posicién 1346 respecto a la publicada por Neckameyer y White (1992). Esta base producia un
cambio de pauta que afectaba a los 5 ultimos aminoacidos del extremo C-terminal, introdu-
ciendo un nuevo codén de parada, de forma que la proteina deducida resulté compuesta por
452 residuos frente a los 453 descritos. Dado que también se encontraba en la secuencia
publicada por Morales y colaboradores (1990), su presencia se considerd confirmada.

Los sitios de unién exén/intrén (Fig. 22) presentaron una elevada homologia con las
secuencias consenso de los sitios de eliminacién de intrones 5' [(A/C)AG/GT(A/G)AGT(A/T)] y
3' [CAG/(A/G)T] descritas para los genes de Drosophila melanogastef, apareciendo en todos
los casos los dinucleédtidos obligatorios GT...AG (Mount et al., 1992). También se pudieron
identificar posibles secuencias de punto de ramificacion (branch-point). El contenido en AT de
los intrones resulté significativamente superior al presentado por los exones, circunstancia
caracteristica de los genes de Drosophila (Mount et al., 1992). En lo que hace referencia a la
regién 3' no traducida (409 nt secuenciados), no se encontrd ninguna posible senal de
poliadenilacion aparte de la secuencia AATAAA previamente descrita, localizada a 120 pb del
codén de parada (Morales et al., 1990; Neckameyer y White, 1992).

La bisqueda de posibles secuencias promotoras se realizé en los 931 pb secuencia-
dos en direccién 5' respecto al punto de inicio de traduccién (Fig. 20). Se localiz6 una posible
caja TATA, rodeada de la caracteristica region rica en GC, en posicién -34 respecto al mas
largo de los cDNAs identificados (Morales et al.,, 1990). Esta secuencia TATTTAA coincidia
exactamente con la correspondiente al promotor propuesto para el gen de la tirosina hidroxi-
lasa en Drosophila (Birman et al.,, 1994) asi como al promotor de la alcohol deshidrogenasa
activo durante el estadio adulto (Benyajati y Dray, 1984). Ademéas se pudo identficar la
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secuencia ATCAGTT, a 32 pb de la supuesta caja TATA, idéntica al consenso del sitio de
adicién del capucha ATCA(G/T)T(C/T) en genes de Drosophila (Hultmark et al., 1986). Todos
estos datos sugerian que éste pudiera ser el sitio de inicio de transcripcion controlado por la
secuencia TATA detectada.

EXON %AT Sitio dador INTRON  %AT Sitio aceptor
F D K P T R V
1 55 CTTTGATAAG/gtttgttgct 1 63 tttattacag/CCAACGCGCG
(114139)* 30 (906)
F L R D c T G
2 48 TTTTTGAGGG/gttagttcga 2 64 tgcacttcag/ATTGCACAGG
(673) 702 (59) 703
L s T I F W F
3 45 ATTGTCCACC/gtaagtggct 3 58 tttctttcag/ATCTTCTGGT
(263) (65) 967
K T I K F A
4 45 AGAAGACCAT/gtaagttact 4 72 ttacttttag/TAAATTTGCG
(230) 1196 (60) 1197

v
5 60 TTACTTACTATTAAGAATGAATCAAATAATAAATAACATGCAATTATGTAaa
(245) 1441

Figura 22. Secuencia nucleodtidica de las uniones exoén/intron del gen de la fenilalanina
hidroxilasa de Drosophila melanogaster. Los exones se representan por letras mayusculas y
los intrones por minusculas, numerados de acuerdo con la figura 20. El tamafio de exones e
intrones viene indicado entre paréntesis (pb). El asterisco en el exén 1 indica el tamafio segun
la secuencia de cDNA publicada por Morales et al. (1990) y por Neckameyer y White (1992),
respectivamente. Asimismo se presenta el porcentaje de A+T. La supuesta sefial de poliadeni-
lacion aparece subrayada. El sitio de adicion de la cola poli(A) se indica mediante una flecha.

2.2. ANALISIS DE TRANSCRIPCION DEL GEN DE LA FENILALANINA HIDROXILASA DE
DROSOPHILA MELANOGASTER.

La presencia de intrones largos en Drosophila melanogaster se ha relacionado con la
existencia de elementos funcionales diferentes a los requeridos para su propia escisiéon. Dado
que el tamafio del intron 1 del gen de la PAH resulté mayor que la longitud media de los intro-
nes de Drosophila (Mount et al., 1992) se procedi6 a la realizacién de anadlisis encaminados a
la busqueda de este tipo de elementos.

Ninguna secuencia previamente descrita presentd homologia significativa con la
correspondiente a este intrén. Tampoco se encontraron repeticiones que pudieran relacionarse
con alguna funcion para dicha secuencia. Sin embargo, al analizar la presencia de posibles
elementos promotores, se pudieron encontrar varias regiones ricas en A+T (Fig. 23). Ademas,
en posiciéon 892, a 15 pb de la unién con el exén 2, se localizé un triplete ATG en pauta con el
resto de la secuencia proteica. Estas observaciones llevaron a plantear la posible existencia de
un transcrito alternativo del gen iniciado en el intron 1.
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Figura 23. Secuencia nucledtidica del intron 1 del gen de la fenilalanina hidroxilasa de
Drosophila melanogaster. La secuencia intronica se representa mediante letras minusculas y
los exones adyacentes mediante mayusculas, numerados de acuerdo con la figura 20. Se
indica el supuesto codén de inicio (ATG) localizado en la secuencia del intron asi como la pauta
de lectura resultante (encuadrada). La flecha indica la posicion del oligonucledtido 11.

Para comprobar dicha hipétesis, y en colaboracién con la Dra. M. Moulard, se procedio
al anélisis de mensajeros mediante la técnica conocida como PCR acoplada a retrotranscrip-
cion (RT-PCR). La estrategia seguida consistio en la utilizacion de cebadores que amplificaran
de forma especifica el supuesto transcrito. Asi se disefaron los oligonucleétidos 11, localizado
en el intrén 1, y E5, localizado en el exén 5 (Fig. 24A). Como molde se utilizé el cDNA obtenido
mediante retrotranscripcién cebada por oligo(dT) de RNA total de cabezas de adultos de la
cepa Or-R. Como resultado de dicha amplificacion se obtuvo un uUnico fragmento, de aproxi-
madamente 1300 nt, que hibrid6 de forma especifica con la sonda DePah (Fig. 24B). La
determinacion de su secuencia nucledtidica confirm6 su identidad como un nuevo mRNA de la
PAH que contenia parte de la secuencia del intron 1. El resto de los intrones habia sido elimi-
nados segun el patron esperado. Este nuevo mensajero, cuya estructura se presenta en la
figura 25, se denominé Pah mRNA tipo n frente al anteriormente descrito, referido como Pah
mRNA tipo |I. La secuencia proteica codificada por el transcrito tipo N, de 447 aminoacidos,
solo diferia de la correspondiente al mRNA tipo |, de 452 aminoacidos, en los primeros resi-
duos del extremo N-terminal, en el dominio regulador del enzima PAH (Fig. 23).
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Figura 24. Deteccion de transcritos del gen de la PAH de
Drosophila  melanogaster mediante RT-PCR. A)
1480 nt » Estructura del gen mostrando la localizacién de los
1300 nt > cebadores utilizados. B) Separacion electroforética de los
productos obtenidos: linea 1, producto de la amplificacion
del cDNA (retrotranscripcion cebada por oligo(dT))
utilizando los oligonucleétidos 1y E5; linea 2, control con
DNA genémico como molde de la amplificacion.
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Figura 25. Estructura de los transcritos del gen de la fenilalanina hidroxilasa detectados en
cabezas de adultos. A) Estructura gendmica determinada por comparacion de la secuencia del
clon gendémico con el cDNA publicado (Morales et al., 1990; Neckameyer y White, 1992).
Exones e intrones son representados mediante cajas vacias y lineas continuas, respectiva-
mente. Las flechas verticales indican la posicion de la supuesta caja TATA (TATTTAA) identifi-
cada en la region 5' no transcrita del gen asi como las diferentes zonas ricas en AT localizadas
en el intrén 1. Los codones de inicio (ATG) y parada (TGA) de traduccién son indicados, asi
como el supuesto codén de inicio detectado en el intrén 1 (ATG*). Las cabezas de flechas
muestran la posicion de los oligonucledétidos utilizados en el analisis de RT-PCR. B) Estructura
de los transcritos detectados. La correspondiente al mMRNA tipo n ha sido deducida a partir del
andlisis de los productos de RT-PCR obtenidos con la combinacién de cebadores 11 y E5, por
los que su extension total no ha podido ser determinada. La caja gris representa la secuencia
del intron 1 presente en este transcrito (exén 2').
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Como estudio preliminar encaminado a determinar el posible significado fisioldgico de
la existencia de estos transcritos, se analizd su presencia a lo largo del desarrollo de
Drosophila. Para ello se procedié a su amplificacién mediante RT-PCR a partir de RNA total
extraido en diferentes estadios. Como cebador de la reaccién de retrotranscripcion se utilizé el
oligonucleétido E23, correspondiente a la secuencia de la unién entre el exén 2 y 3. La amplifi-
cacion se realizé utilizando E23 como cebador reverso, lo que evitd la amplificacion iniciada en
DNA gendmico contaminante, en combinacion con los cebadores directos E1, especifico para
el mRNA tipo |, o 11, especifico para tipo H Mientras que el Pah mRNA tipo | aparecia en todos
los estadios analizados, en pupas de dos y tres dias no se detectd6 mRNA tipo N Ademas la
sefal correspondiente a los estadios larvarios iniciales apenas era detectable (Fig. 26). Estos
resultados sugerian la existencia de una regulacion de la expresion del gen de la PAH a lo largo
del desarrollo. La interpretacién precisa de estas observaciones esta siendo objeto de estudios
adicionales (i.e. analisis cuantitativo).

Figura 26. Analisis de los transcritos del gen de la fenilalanina hidroxilasa a lo largo del desa-
rrollo de Drosophila. Se presenta la separacién electroforética en agarosa al 1'5% de los pro-
ductos generados por RT-PCR con los cebadores E1 y E23 (A: carreras 1, 3, 5, 7, 10, 12y 14;
B: carreras 1, 3, 5, 7y 10) o My E23 (A: carreras 2, 4, 6, 8, 11 y 13; B: carreras 2, 4, 6, 8 y 9).
Estadios analizados; A) 1, 2: embriones de 0 a 6 h; 3,4: embriones de 6 a 12 h; 5, 6: embriones
de 12 a 18 horas; 7, 8: embriones de 18 a 24 horas; 9, 10: primer estadio larvario; 11, 12:
segundo estadio larvario; 13, 14: tercer estadio larvario. B) 1,2: pupa blanca; 3, 4: pupa de 2
dias; 5, 6: pupa de 3 dias; 7,8: pupa de 4 dias; 9,10: cabezas de adultos de 0 a 48 h.
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Como conclusiéon del andlisis de transcripcién realizado se pudo afirmar que en
Drosophila melanogaster se producen al menos dos mensajeros diferentes del gen de la PAH,
cuyos productos proteicos se diferencian tan sélo en los primeros aminoacidos del extremo
regulador N-terminal. Su estructura sugiere que su origen resida en el uso de promotores
alternativos.

Actualmente el estudio se estd ampliando mediante la determinacion de los puntos de
inicio de transcripcién y el analisis de la distribucion de estos mensajeros con el objeto de
confirmar el supuesto origen y establecer el significado fisiolégico de esta expresion diferencial.
Los resultados hasta ahora obtenidos sugieren la existencia de un tercer transcrito,
denominado Pah mRNA tipo ri, aunque su caracterizacion no ha sido concluida. Este
contendria secuencias localizadas a mas de 450 nt en direccion 5' del ATG correspondiente al
transcrito tipo I, presentando un nuevo patrén de procesado (Fig. 27). Su pauta de lectura, de
455 residuos, se diferenciaria de la de los otros dos transcritos en los primeros aminoacidos
del extremo N-terminal.

500 pb
Pah mRNAtipo Il
B
) EO
. .atacraacA TGCGAAAAGG AAGTGCTTTG GGTTCTTCAA AAcrtaaaaaa acattgttta -512
M R K G S AL G S K
cgatattata ttttatctat agaaaactgt gcctaagttc caggaacaca gatcyataac -452
............................ O o
EXON2
attacagCCA ACGCGCGTAG AGGATTCGGC TTACATAGTC GAGGGTGTAG ATATTAAG.. 83
P T R V E D S A Y I V E G V D IK.. 28

Figura 27. Estructura propuesta para el transcrito tipo ID del gen de la fenilalanina hidroxilasa
de Drosophila melanogaster. A) Representacion esquematica de la estructura del mRNA tipo
ni. Se presenta la organizacion del gen de acuerdo con la figura 25. La caja negra indica la
nueva secuencia exonica. B) Secuencia nucleotidica parcial deducida a partir del producto de
amplificacion del RNA de cabezas de adultos utilizando el oligonucledtido EO en combinacion
con E23 y E5. Las mayusculas indican la secuencia presente en el transcrito y las minusculas
representan las secuencias eliminadas durante el procesado (numeracion segun figura 20). Se
indica el posible codén de inicio y la secuencia proteica deducida (encuadrada).
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3. IDENTIFICACION DEL LOCUS HENNA CON EL GEN ESTRUCTURAL DE LA
FENILALANINA HIDROXILASA EN DROSOPHILA MELANOGASTER.

Como se ha expuesto en la introduccidn, el locus Henna ha sido relacionado con la
sintesis de drosopterinas en Drosophila melanogaster. Sin embargo, distintas evidencias han
sugerido la identidad de dicho locus con el gen estructural de la PAH. El objetivo planteado en
este trabajo consiste en la demostracion de esta hipétesis a través de la caracterizacién mole-
cular de las mutaciones responsables del fenotipo Henna.

3.1. ANALISIS DE HIBRIDACION DEL GEN DE LA FENILALANINA HIDROXILASA EN EL
MUTANTE HENNA-RECESSIVE®,

En una primera aproximacién a la identificacién del locus Henna como el gen estructu-
ral de la PAH en Drosophila melanogaster se realizd su andlisis de restriccion en diversas
cepas mutantes (Hn?®, Hn?®, Hn'®°, Hn', HA"™® y Hn"). Para ello se procedié a la hibrida-
cion mediante Southemn blot del DNA gendmico de dichas cepas digerido con diversos enzimas
de restriccién escogidos en base al mapa obtenido al analizar la secuencia del gen. En este
andlisis se utilizaron las sondas derivadas del clon de cDNA pDcPAH.

En la figura 28 se muestran los resultados de los experimentos de hibridacion mas
significativos. Los fragmentos observados al analizar el DNA de la cepa salvaje Or-R coincidie-
ron con el mapa deducido a partir de la secuencia del clon genémico (Fig. 29) indicando que el
gen de la PAH esta presente en una sola copia por genoma haploide de Drosophila. Tan sélo
se observé la existencia de dos sitios polimérficos, previamente descritos al analizar la
secuencia del clon genémico. Asi, el sitio Sal | localizado en el exén 2 de los clones de cDNA
(Morales et al., 1990; Neckameyer y White, 1992) no aparecié en la cepa salvaje. Ademas la
poblacién analizada presenté dos haplotipos que diferian en la presencia/ausencia de un sitio
EcoR I localizado en el exén 5§ del gen. Este hecho se puso de manifiesto al analizar la diges-
tién doble EcoR I/Bfr1, donde se observaron las bandas de 0°7 kb y 0°5 kb correspondientes a
cada uno de estos haplotipos respectivamente.

De las cepas analizadas s6lo Hn® presenté cambios detectables en el patrén de
restriccién del gen respecto a la cepa salvaje Or-R por lo que el estudio se centrd en este
mutante. Los resultados obtenidos indicaron la existencia de fragmentos que no podian ser
explicados por polimorfismos en sitios de restriccion. Asi, el fragmento EcoR I de 0'3 kb
(carreras 1, 3) de la cepa salvaje resulté reemplazado por un fragmento de 1'5 kb (carreras 2,
4) en el mutante Hn". El fragmento Bfr I de 3'5 kb (carrera 5), que contiene en su totalidad la
regién codificante del gen, no aparecié al analizar el DNA procedente de Hn”, siendo sustituido
por dos fragmentos de 4 y 2 kb, respectivamente (carrera 6). El fragmento Pvu II de 0'5 kb
(carrera 9) de la cepa salvaje no aparecié en Hn", siendo reemplazado por dos fragmentos de
7'4 kb y 0'3 kb, respectivamente (carrera 10). El resto de las endonucleasas utilizadas también
produjeron patrones alterados (carreras 7, 8, 11, 12, 13, 14, 15, 16 y otros no mostrados). Dado
que el analisis de hibridacién no excluia la posibilidad de que las alteraciones observadas en ei
patrén de restriccién fueran debidas a la existencia de aberraciones cromosémicas, se realizd
el examen citolégico de los cromosomas politénicos en la cepa Hn”. Este reveld la ausencia de
alteraciones estructurales en la regién del cromosoma 3 donde se localiza el gen de la PAH
(datos no ilustrados). Este punto fue confirmado mediante el andlisis de los cromosomas de los
descendientes del cruce entre el mutante y la cepa salvaje Or-R. Por tanto, estos resultados
indicaron que el gen de la PAH presenta una importante reordenacién en la cepa mutante Hn".
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Figura 28. Analisis de hibridacién del gen de la fenilalanina hidroxilasa en la cepa Hri3 Los
DNAs gendmicos (10 jig) procedente de la cepa salvaje Or-R (O) y Hri3 (H) fueron digeridos
con diferentes endonucleasas. Después de su separacion electroforética en agarosa al 0'8% y
transferencia a filtro, se procedid a la hibridacién en condiciones de maxima estringencia
usando la sonda DcPah derivada del clon pDcPAH marcada con digoxigenina. La deteccion se
llevé a cabo por el método de quimioluminiscencia. Abreviaturas utilizadas para los enzimas de
restriccion: A, Ava |; B, Bfrl; R, EcoRY, G, Bglll; P, Pvu ll; L, Sall; S, Sea |; Y, Sfyl.
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Ademas de esta reordenacion, el patron de restriccion del gen de la PAH en Hri3
presentd una segunda alteracién que afectaba a su longitud. Los fragmentos Sea | de 07 kb y
Sty | de 0'45 kb producidos en la cepa Or-R (carreras 13, 16) se mostraron reducidos en
aproximadamente 20 pb cuando el DNA de Hri3 fue analizado (carreras 14, 17). La misma
reduccion de tamafo se observé en otras digestiones.

En base a estos resultados, junto con datos procedentes de otros filtros no ilustrados,
se construyd el mapa de restriccion del gen de la PAH en la cepa Hri3(Fig. 29). Su compara-
cion con el correspondiente a la cepa salvaje indicé la presencia de una insercién de DNA
extrafio (al menos 7'2 kb) entre los sitios Ava | del exon 3 y EcoR | del intron 3. Asimismo se
pudo deducir la existencia de una pequefa delecién (unos 20 pb) localizada entre los sitios Sea
| del intrén 1y Sty del exén 2.

G A GYGS Y Y SY PEA EGP Y E B P
Or-R | i
aTG AT + p Xf2B z * TA
E1 E2 E2a E2b E4 E5
0.5 kb
b
GYGS Y Y SYL PEA E PY E B P
Hri3
4
0.5 kb
| 1
AP S BELA" Y G

Figura 29. Mapa de restriccion del gen de la fenilalanina hidroxilasa en la cepa Hri3comparado
con el correspondiente a la cepa salvaje Or-R. La estructura gendmica se representa de
acuerdo con la figura 25: exones, cajas vacias; intrones, lineas continuas; secuencia del intron
1 presente en el transcrito salvaje tipo N caja gris; inicio de traduccion, ATQ codon de parada,
TGA; inicio de traduccion del transcrito tipo N ATG". La insercién y la delecién observadas en
Hri3 se localizan mediante flechas verticales llenas y vacias, respectivamente. Dadas las
limitaciones del andlisis de hibridacion no se descarta la existencia de fragmentos de
restriccion internos en la insercion detectada. Los cebadores utilizados en las distintas
experiencias de PCR se representan por cabezas de flecha. Las abreviaturas de los sitios de
restriccion son: A, Ava l; B, Bfr ; E Ecor l; G Bgtll; P, Pvu Il; L, Sall; S, Sea I; Y, Sty L. Los
circulos sefialan los sitios polimérficos detectados.

Con la finalidad de caracterizar estas alteraciones se realizaron diversas experiencias
de amplificacion mediante PCR sobre DNA gendmico utilizando cebadores que las flanquea-
ban (mostrados en Fig. 29). La especificidad de los productos obtenidos se comprobd
mediante hibridacién por Southern blot usando la sonda DePah. Cuando se utilizaron los
cebadores 11 y E2, cuya secuencia diana comprende la zona en la que se localiza la delecion
detectada, el DNA gendmico de la cepa Or-R produjo un uUnico fragmento de la longitud
esperada (464 pb). Al analizar el DNA procedente de Hri3se obtuvo un fragmento de menor
tamafio (unos 440 pb) que hibrido de forma especifica con la sonda DcPah. La secuenciacién
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de dichos fragmentos puso de manifiesto que la diferencia de tamario era debida a la presencia
de una delecién de 24 pb en el extremo 3' del intrén 1 del gen en la cepa Hn® respecto a la
cepa salvaje (Fig. 30). El anlisis de las secuencias flanqueantes a dicha delecién indicé que
su origen podria deberse a un fenémeno de corrimiento (slippage) de la DNA polimerasa
(Levison y Gutman, 1987). En la regidn del gen secuenciada se encontraron algunos polimor-
fismos silenciosos respecto a la secuencia del clon genémico.

INTRON 1 EXON 2
o .aatctgtcaaatttcpaacagcaaaaatataaaccgtaaatattttttaaattaccaacadggAA. ..

-
f’ ~N
- ~
‘-‘ ‘\
~

caatgatgcaatggctgttttcee

Figura 30. Secuencia nucleétidica parcial del intrén 1 del gen de la fenilalanina hidroxilasa en la
cepa Hn". Se presenta la secuencia delecionada respecto a la cepa salvaje.

Para intentar amplificar la region del gen que incluia la insercién detectada se utilizaron
los cebadores directos E2a y E2b, localizados en el exén 2, en combinacion con los cebadores
reversos E4 y E5, localizados en el exdn 4 y 5, respectivamente (mostrados en Fig. 29). Dada
la gran longitud de la secuencia diana (mas de 7 kb), las condiciones de PCR se adecuaron a
la amplificacién de fragmentos grandes (ver apartado 3.8.2 de Material y Métodos). Mientras
que la amplificacién sobre el DNA gendmico procedente de la cepa Or-R produjo los fragmen-
tos esperados con todas la combinaciones de cebadores empleadas, no se detecté ningun
producto al utilizar el DNA de Hn"™ como molde. Asf, este resultado pudo interpretarse como
una evidencia adicional de la presencia de una insercién de DNA extrafio, cuya elevada longi-
tud impedia la amplificacion.

Como conclusién del andlisis realizado se pudo afirmar que en Hn™ el gen de la PAH
presenta dos mutaciones detectables: una pequeiia delecién en la secuéncia del intrén 1 y una
insercion sin identificar, de al menos 7'2 kb, situada en la region limitada por el exén 3 y el
intrén 3. Las caracteristicas fenotipicas de este mutante, en el que no se detecta proteina PAH
siendo la actividad enzimatica tan sélo del 10% respecto a la cepa salvaje (Silva et al., 1992),
sugerian que estas mutaciones pudieran ocasionar la disfuncién del gen.

3.2. ESTUDIO DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DE LA FENILALANINA HIDROXILASA
EN LA CEPA MUTANTE HENNA-RECESSIVE’.

Para determinar el efecto de las mutaciones detectadas sobre la funcionalidad del gen
de la PAH, se procedié a realizar el correspondiente andlisis de transcripcién. Para ello se utili-
zaron dos técnicas complementarias de deteccién de mensajeros: hibridacién en filtro de RNA
poli(A)* mediante Northern blot y amplificacion de RNA mediante RT-PCR. El estudio se realizd
sobre el RNA extraido de cabezas de adultos ya que los datos publicados indican que en éstas
se produce una acumulacién de mensajeros de la PAH (Neckameyer y White, 1992). La ele-
vada expresion del gen en cabezas de adultos se ve confirmada por los estudios de inmunode-
teccién de la proteina realizados por Silva y colaboradores (1992). En cuanto al estadio de los

69



RESULTADOS

individuos analizados fue de 0 a 12 horas después de la emergencia del adulto ya que es en
este periodo donde se ha detectado una mayor actividad enzimatica (Bel et al. 1992a).

El andlisis de hibridacion mediante Northern blot se realiz6 sobre RNA poli(A)*
utilizando la sonda DcPah correspondiente al cDNA de la PAH. De acuerdo con los datos publi-
cados (Morales et al., 1990), en la cepa salvaje Or-A se detectd un Unico transcrito de aproxi-
madamente 1500 nt (no ilustrado). La presencia de una sola banda sugeria que los diferentes
transcritos descritos en este trabajo presentaban un tamano similar como se deducia de la
estructura propuesta a partir de los analisis de RT-PCR. Sin embargo, este punto requerira su
confirmacién a través de la determinaciéon exacta de los sitios de inicio de transcripcién. Al
analizar el RNA poli(A)* procedente del mutante Hn, no se obtuvo sefal alguna, aportando
una primera evidencia acerca del efecto que las mutaciones descritas producia sobre la
expresion del gen. Sin embargo, dado que el andlisis de restriccién de la cepa Hn™ indicaba
que el promotor del gen permanecia intacto, no se descarté la posible presencia de transcritos
en niveles inferiores a 10s de deteccién mediante Northern blot, procediéndose a reexaminar la
expresion del gen mediante la técnica conocida como RT-PCR, un método muy sensible para
la deteccién de RNAs de poca abundancia.

El andlisis de RT-PCR se realizé sobre el cDNA obtenido mediante retrotranscripcion
del RNA total utilizando una mezcla de hexanucleétidos como cebadores de la transcriptasa
reversa. La amplificacioén se realizé utilizando las combinaciones de oligonucleétidos E2b-E4 y
E2a-ES5, que flanqueaban la insercién detectada (mostrados en Fig. 29). La especificidad de los
productos obtenidos fue confirmada mediante hibridacién por Southern biot con la sonda
DcPah. Como cabria esperar de la amplificacién iniciada en los transcritos de la PAH, en la
cepa salvaje se produjo un Unico fragmento de 472 nt al utilizar los cebadores E2b-E4 (Fig. 31,
carrera 1). E! producto minoritario de 585 nt se correspondia con la amplificacién del DNA
genémico contaminante presente en la muestra, como asi demostraron los controles realizados
sin transcriptasa reversa. Al analizar el RNA procedénte de la cepa Hn® (carrera 2), la
amplificacion con estos mismos cebadores resulté en un fragmento de unos 430 nt, que tan
sélo fue detectado tras su hibridacién con la sonda de cDNA. La reamplificacién de la muestra
produjo dos fragmentos adicionales, de unos 510 nt y 500 nt respectivamente (carrera 3). Los
andlisis posteriores evidenciaron que la banda de 500 nt consistia en una molécula
heterodiplex formada por hibridacién entre los otros dos fragmentos. Al utilizar la combinacién
de oligonucledtidos E2a-ES, se obtuvieron resultados similares. Mientras que en la cepa salvaje
se obtuvo una Unica banda del tamafo esperado (carrera 5), la amplificacion sobre el RNA de
Hn? produjo un fragmento de tamafio inferior, unos 800 nt, sélo detectable tras hibridacion
(carrera 6). Su reamplificacién resulté en dos fragmentos adicionales, de unos 870 y 880 nt,
siendo el primero una molécula heteroduplex (carrera 7). Al utilizar los cebadores E2b y E4 en
la reaccion de reamplificacion (carrera 4) se reprodujeron los resultados obtenidos
anteriormente, pudiéndose relacionar los fragmentos de 430 y 500 nt, con los de 800 y 880 nt,
respectivamente.

La determinacién de la secuencia nucleétidica de estos productos confirmé que
provenian de la amplificaciéon de dos transcritos distintos del gen de la PAH, aunque ambos se
diferenciaban sustancialmente de los mensajeros producidos en la cepa salvaje (Fig. 32). El
transcrito correspondiente a los productos mayoritarios (430 y 800 nt), denominado Hn" Pah
mRNA tipo 1, presentd una insercion no identificada de 41 nt en el exén 3 del gen. Ademas se
observaba la delecién de los ultimos 76 nt de dicho exdn. El correspondiente a los fragmentos
de 510 y 880 nt, denominado Hn” Pah mRNA tipo 2, presentaba en la misma posicién una
insercién de 42 nt, 41 coincidentes con los observados en el mRNA tipo 1 méas un nucleétido
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adicional. El resto de la region secuenciada resultd idéntica, salvo por la presencia de algunas
sustituciones silenciosas, al transcrito salvaje pudiéndose comprobar que la eliminacion de los
intrones 2 y 4 se habia realizado de acuerdo con el patrén normal. La localizacion de la
secuencia insertada en el exdén 3 sugeria su relacidon con la insercion detectada al analizar la
estructura del gen.

Figura 31. Analisis de los transcritos del gen de la fenilalanina hidroxilasa mediante RT-PCR.
A) Separacion electroforética de los productos de RT-PCR (agarosa al 1'5%). B) Hibridacion
con la sonda DePah. El cDNA fue obtenido mediante retrotranscripcion cebada con oligo(dT) a
partir del RNA total de cabezas de adultos de Or-R (carreras 1y 5) y Hri3(carreras 2 y 6). Los
oligonucleodtidos utilizados en las reacciones de amplificacion fueron E2b y E4 (carreras 1y 2) o
E2a y E5 (carreras 5y 6). Los productos obtenidos a partir del RNA de Hri3fueron sometidos a
reamplificacion: carrera 3, producto de reamplificacion de carrera 2; carrera 7, producto de
reamplificacién de la carrera 6; carrera 4, producto de la carrera 6 reamplificado con los
cebadores internos E2b y E4.
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exon 3

Or-R MRNA  .GATCCAGC————— Figura 32. Secuencia nucleotidica
Hnr3mRNA 1 .GATCCAGCTGTAAAGTCCCAAATGA parcial de los transcritos del gen de
Hnr3 mRNA 2 .GATCCAGCTGTAAAGTCCCAAATGA la fenilalanina hidroxilasa detectados

en Hri3 comparada con la corres-
———————————————————————— TTTTGCCCAATT pondiente a los mensajeros de la
GAAGACTTTACTCGTTGAGTTTTT ~———-———————— cepa salvaje (regidon entre posiciones
GAAGACTTTACTCGTTGAGTTTTTCTTTTGCCCAATT 880 a 980 segun Fig. 20). La

insercion detectada aparece sub-
CAGTCAGGAGATCGGGCTAGCTTCCCTGGGAGCACCC rayada_ La secuencia del exdon 3

delecionada en el mRNA tipo 1 apa-

CAGTCAGGAGATCGGGCTAGCTTCCCTGGGAGCACCC rece punteada.

/exon 4
GATGATTACATTGAGATTGTC"~CC/ATTCTCTG.

———————————————————————————— ATTTTCTG.
GATGATTACATT GAGAAAC TGTCCACC/ATTTTCTG.

El efecto de la delecion detectada en el intrén 1 se analizé utilizando los oligonucleoti-
dos E1, en el exén 1, y E23, en la unién entre los exones 2y 3 (mostrados en Fig. 29). Tanto la
amplificacion del RNA de Or-R como de Hri3produjo un Unico fragmento del tamafio esperado
(732 nt) (datos no ilustrados). Sin embargo, el rendimiento a partir del RNA de Hri3 resultd
inferior, s6lo detectandose el producto correspondiente tras hibridaciéon. La secuenciacion de
estos fragmentos confirmé que ambos eran idénticos, procediendo de la amplificacion de
transcritos de la PAH donde el intron 1se habia eliminado segun el patrén del transcrito normal
tipo I. Por tanto estos resultados pusieron de manifiesto que la delecién observada no afecta al
procesado de dicho intrén. De forma similar se procedié a la amplificacién del RNA utilizando
los cebadores 11, especifico del mRNA normal tipo Ny y E23 (mostrados en Fig. 29). Esta
combinacién produjo en la cepa mutante una banda débil, sélo detectable tras hibridacién, y de
tamafio ligeramente inferior a la producida en la cepa salvaje Or-R. Su secuenciacion confirmé
que se trataba del producto de la amplificacion del mRNA tipo Il en Hri3 resultando idéntico al
producido en Or-R salvo por la ausencia de los 24 nt correspondientes a la delecidn.

Este estudio estd siendo actualmente ampliado con el objeto de determinar la estruc-
tura completa de los transcritos producidos en Hri3 Cabe esperar que en esta cepa se produz-
can al menos cuatro transcritos de la PAH, i.e. mRNA tipo | (1-2) y mRNA tipo n (1-2). Para
confirmar esta propuesta se esta procediendo a su amplificacién utilizando los cebadores direc-
tos My E1 en combinacién con el cebador reverso E5 (mostrados en Fig. 29). Los resultados
hasta ahora obtenidos indican la presencia de los cuatros transcritos aunque, dada su baja
abundancia, los fragmentos producidos s6lo han podido ser detectados mediante hibridaciéon
quedando pendiente la determinacién de su secuencia nucleotidica.

Para estudiar el posible efecto de las alteraciones observadas en los transcritos del
gen de la PAH en Hri3se procedid al andlisis de las correspondientes pautas de lectura. La
insercion observada en el mRNA tipo 1, junto con la delecién parcial del exdén 3, producia un
cambio de pauta introduciendo un nuevo codoén de parada (Fig. 33). Por tanto este transcrito
codificaria para un producto proteico truncado que careceria de la mayor parte de la secuencia
que configura el domino catalitico del enzima PAH sugiriendo que, en caso de traducirse, la
proteina producida fuese inactiva. La insercion presentada en el mRNA tipo 2, aunque no
alteraba la pauta de lectura normal, introducia la insercion de 14 aminoacidos entre las posi-
ciones 297 y 298 de la proteina. Por tanto esta insercién no afectaria a ninguna de las zonas
del enzima descritas como esenciales para su actividad, no pudiéndose descartar su funciona-
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lidad. Actualmente se estan realizando estudios encaminados a determinar la capacidad catali-
.tica del producto proteico codificado por este transcrito bajo la hipotesis de que pudiera estar
relacionada con la actividad PAH residual (10% respecto a la cepa salvaje) observada en Hn".
La delecidon observada en el exén 2' del mRNA tipo II no afectaria a la regién codificante aun-
que no se puede descartar un posible efecto sobre su traduccion.

Or-R mRNA . SAKBMYTPEPDVCHELMGHVPLFA Figura 33. Secuencia proteica

Hn™ mRNA 1 .PSKPMYTPEPDVCHELMGHVPLFA codificada por los transcritos detecta-

Hn™ mRNA 2 .PSKPMYTPEPDVCHELMGHVPLFA dos en Hn" comparada con la corres-
pondiente al transcrito normal (posicio-

DPA-——————mmmmm e FAQFSQEIGLASLGAPDDY. nes 270 a 316 segun Fig. 20). Se indi-

DPAVKSQMRRLYSLSFYFLVHC* ca la insercién (encuadrada) asi como

DPAVKSOMRRLYSLSFSFAQFSQEIGLASLGAPDDY. el cambio de pauta en el mRNA tipo 1
(subrayada).

3.3. IDENTIFICACION DE LA INSERCION PRESENTE EN EL GEN DE LA FENILALANINA
HIDROXILASA EN LA CEPA HENNA-RECESSIVE’.

La localizacién de la insercién observada en los transcritos del gen de la PAH produci-
dos en Hn" sugeria su relacion con la insercion detectada al analizar la estructura del gen en
esta cepa. Para determinar la identidad de dicha insercion se realizd una busqueda de
secuencias homologas a las presentes en los transcritos en las bases de datos GenBank/
EMBL. El resultado indicé que los 41 nt comunes a ambos mensajeros presentaban una identi-
dad casi perfecta con la repeticion terminal distal (3'LTR) del elemento transponible de
Drosophila melanogaster B104 (Scherer et al., 1982), también conocido como elemento roo
(Meyerowitz y Hogness, 1982) (Fig. 34) lo que aporté una primera indicacién de su naturaleza.
La comparacién del mapa de restriccién del gen de la PAH obtenido en Hn® con el mapa
propuesto para B104 (Scherer et al., 1982) apoy6 la identidad de la insercién como este tipo de
retroelemento (Fig. 35). Dado que la longitud del elemento completo es de aproximadamente 9
kb, la comparacién de los mapas sugeria que el elemento presentaba una delecién interna de
unas 2 kb. Sin embargo, puesto que el andlisis de hibridacién realizado no exclufa la existencia
de fragmentos de restriccién internos, la presencia del elemento completo no podia ser
descartada. De acuerdo con la polaridad de transcripcion propuesta para B104 (Scherer et al.,
1982), el elemento se situa en orientacién opuesta a la correspondiente al gen.

3 5
—
B104 3'LTR TGTAAAATCCCAAATAAGAAGACTTTACTCGTTGAGTTTTTG

Hn™ mRNA 1 TGTAAAGTCCCAAATGAGAAGACTTTACTCGTTGAGTTTTT.
Hn™ mRNA 2 TGTAAAGTCCCAAATGAGAAGACTTTACTCGTTGAGTTTTTC

5 8

Figura 34. Alineamiento de la secuencia nucleotidica de la 3'LTR de! elemento B104 en
orientacién transcripcional reversa (ultimas 42 pb). con las inserciones detectadas en los
transcritos del gen de la fenilalanina hidroxilasa en la cepa Hn".
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Figura. 35. Comparacion del mapa de restriccion del gen de la fenilalanina hidroxilasa en Hri3
con el correspondiente al elemento B104 (Scherer et al, 1982). Las abreviaturas de los sitios
de restriccion son: A, Ava I; B, Bfrl; E, EcoRI; G, Bglll; P, Pvull; L, Sall; S, Sea I; Y, Sfy .

La caracterizacion precisa del punto de insercion se realizé mediante la amplificacion
por PCR del DNA gendmico de la cepa Hri3 Para ello se utilizaron oligonucleétidos B1 y B2,
disefiados a partir de la secuencia de las LTRs de B104 en combinacién con cebadores espe-
cificos del gen (mostrados en la Fig. 35). Cabe senalar que las LTRs son la unica parte del
elemento de la que se ha publicado su secuencia nucleotidica (Scherer et al,, 1982). Cuando el
oligonucledtido B1 se utilizd6 como cebador reverso en combinacion con el cebador directo E2b,
se obtuvo el fragmento esperado de 652 pb (datos no ilustrados). Lo mismo ocurrié con el
cebador directo B2 que, en combinacién con E4, produjo un fragmento de 636 pb. Ninguno de
ellos aparecia cuando el DNA de Or-R era utilizado como molde. Al utilizar las combinaciones
de cebadores E2a-B1 y B2-E5 se obtuvieron resultados similares. La determinacion de la
secuencia nucleotidica de estos productos permitié establecer el punto exacto de insercion en
el exén 3 del gen (Fig. 36). Como cabria esperar de un fendmeno de retrotransposicion, se
observé la duplicacion de 4 pb de la secuencia diana a ambos lados del elemento. Este resul-
tado contrastaba con los precedentes publicados donde se describe una duplicacién de 5 pb
(Scherer etai, 1982; O'Hare et al., 1991).

La identificacién de la insercion presente en el exon 3 del gen de la PAH permitid
establecer que el origen de las alteraciones observadas en los transcritos detectados en la
cepa Hri3reside en un procesado aberrante del transcrito primario provocado por la presencia
del retroelemento (Fig. 37). La secuencia del transcrito tipo 1 indicaba la utilizaciéon durante el
procesado del sitio aceptor 3' del intrén 3 del gen (A1), en combinaciéon con un sitio dador 5'
(D2), presente en la secuencia de la LTR izquierda de B104. El uso de este sitio criptico, que
se encuentra en la cadena no transcrita del elemento, ha sido anteriormente descrito (Pret y
Searles, 1991). Su secuencia exhibe una alta similitud con la secuencia consenso del sitio 5' de
splicing de los genes de Drosophila (Mount et al, 1992) (Fig. 36). El patron de procesado
exhibido por el transcrito tipo 2 implicaba la utilizacion de ese mismo sitio dador (D2) junto a un
nuevo sitio aceptor (A2), cuya secuencia, idéntica a la consenso del sitio 3' de splicing,
proviene de la duplicacion distal originada por el proceso de transposicion (Fig. 36). Por tanto
no se puede considerar como un sitio criptico preexistente en la secuencia del gen o del
elemento, siendo la primera vez que se describe este patron de procesado. Su utilizacion
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siugeria la existencia de las sefales requeridas para el reconocimiento del sitio aceptor en la
3>LTR del elemento pudiéndose identificar un posible punto de ramificacion TTAAAA situado a
219 nt en direccién 5'. El procesado de los intrones restantes se produce segun el patron de los
transcritos normales.

exon3/B104 D2
...GCAGATCCAGC/tgtaaagtcccaaatgagaagactttactcgttgagtttttgtaa
B104/ A2
qa .... Blo4 (aprox.7 kb) aaaaatattcgtqgttcatqtqtgaaca/CAGCTTTT

GCCCAATTCAGTCAGGAGATCGGGCTAGCTTCCCTGGGAGCACCCGATGATTACATTGAG

exon 3/D1
AAACTGTCCACC/gtaagtggctctttgctctagactaacaaaggataactctgtgatgcgtgaa

intron 3/exon4

ttcttteccag/ATTTTCTGGTTCACTGT. . .
Al

Figura 36. Secuencia nucleotidica parcial del gen de la fenilalanina hidroxilasa de la cepa Hri3
Las mayusculas y minusculas indican secuencias exoénicas e intrénicas, respectivamente, se-
gtun el patron de procesado de los transcritos del tipo salvaje. Se muestra la secuencia del
ellemento B104 detectado en el exdon 3 del gen (subrayado). La duplicacién observada en el
punto de insercién aparece doblemente subrayada. Ds y As indican los sitios dadores y acepto-
res de splicing, respectivamente. Salvo por la presencia de la insercion, el resto de la secuen-
cia gendmica en Hnf3coincidié con la del gen en la cepa salvaje. Tan s6lo se observaron
allgunas sustituciones silenciosas y una delecién de 3 pb en el intrén 3. Nota: la regién del gen
de la PAH secuenciada en Hri3ha sido remitida a la base de datos EMBL (numero de acceso
pendiente).

Figura 37. Representacion esque-

matica del patron de eliminacién de

ie7W=) intrones durante el procesado del

transcrito primario del gen de Ila

fenilalanina hidroxilasa en la cepa Hri3

A) Estructura del gen: exones, cajas

blancas; intrones, lineas continuas;

B104, cajas grises. Los sitios

seflalados con Ds y As representan

sitios dadores 5' y aceptores 3,

respectivamente. B) Estructura de los

A2D1A1 transcritos detectados. La cajas grises

representan las secuencias de B104
presentes en los transcritos maduros.

A2D1A1
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Por otra parte, como anteriormente se ha sefnalado, los niveles de mensajeros madu-
ros detectados en Hn® son considerablemente inferiores a los producidos en la cepa salvaje.
Esta disminucion podria relacionarse con la insercion detectada ya que diversos estudios han
demostrado que la presencia de elementos transponibles en la regién codificante de los genes
de Drosophila produce una disminucién en la estabilidad de sus transcritos primarios y por lo
tanto en los niveles de produccién de mensajeros maduros (Fridell y Searles, 1994; Kim et al,,
1996).

Como conclusion del estudio realizado se puede afirmar que la insercién del elemento
B104 presente en el exén 3 del gen de la PAH en la cepa Hn" altera su expresién génica pro-
vocando una disminucién en los niveles de mensajeros maduros asi como la produccién de
transcritos aberrantes que contienen parte de la secuencia del elemento interrumpiendo la
regién codificante. Este resultado evidencia que el defecto fenotipico en el enzima PAH obser-
vado en la cepa Hn” se debe a una mutacién en el gen que lo codifica. Por tanto, este trabajo,
demuestra la identidad del locus Henna como el gen estructural de la PAH en Drosophila
melanogaster.
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DISCUSION

1. LA SEPIAPTERINA REDUCTASA DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

El estudio del enzima SR de Drosophila melanogaster presentado en este trabajo pone
de manifiesto la existencia de considerables diferencias en las propiedades cinéticas de este
enzima con su equivalente en otros organismos. Asi, el valor obtenido para la constante
aparente K, de 1563 pM, contrasta con el publicado para la SR de mamiferos: 15'4 uM en
eritrocitos de rata (Sueoka y Katoh, 1982), 21 uM en higado de caballo (Katoh, 1971), 5 uM en
médula adrenal de bovino (Smith et al., 1990), y 20-25 uM en células de humanos (Ferré y
Naylor, 1988; Smith et al., 1992). Incluso en el insecto Bombyx mcri, este valor (10 uM) resulta
mas préximo al de mamiferos (lino et al., 1992). Por tanto se puede afirmar que el enzima SR
de Drosophila melanogaster presenta una menor afinidad por el sustrato sepiapterina. Los
estudios realizados por Primus y Brown (1994) demuestran que esta menor afinidad se
mantiene respecto a los sustratos tetrahidropterinicos del enzima (ver Tabla I).

Se ha descrito que la actividad SR de mamiferos es inhibida por diversas aminas
biogénicas, proponiéndose un modelo competitivo en que estos inhibidores mimetizan la
estructura del sustrato pteridinico uniéndose al sitio activo del enzima (Katoh et al., 1982; Smith
et al., 1990; Smith et al., 1992). En insectos, los estudios hasta ahora publicados son escasos.
Recientemente se ha demostrado el efecto inhibidor de la N-acetilserotonina sobre la SR de
Bombyx mori (lino et al., 1992) y de Drosophila (Yoon et al., 1993), aunque éste no ha sido
caracterizado cinéticamente. En el presente trabajo se ha determinado que los neurotransmiso-
res N-acetilserotonina, N-acetildopamina y el derivado sintético N-metoxiacetilserotonina
actdan como inhibidores de la actividad SR de Drosophila melanogaster. A juzgar por las
constantes K; obtenidas, el grado de inhibicidén es considerablemente inferior al descrito para el
enzima de mamiferos (Tabla V). Ademas, ésta exhibe un modelo cinético no competitivo, con
un sitio de unién para el inhibidor distinto del sitio activo reconocido por el sustrato pteridinico.
Sin embargo no se puede descartar un modelo mixto con dos sitios de unién, uno competitivo y
otro no competitivo, con constantes de inhibicién similares, ya que éste es cinéticamente indis-
tinguible del modelo no competitivo puro.

Tabla V. Constantes de inhibicién de la sepiapterina reductasa en diversos organismos.

INHIBIDOR Células humanas'  Bovino? Drosophila
Ki (kM)
N-acetilserotonina 0'65-0'5 0'12 127
N-acetildopamina - 0'3 40
N-metoxiacetilserotonina 0'048-0'049 0'008 87

' Smith et al., 1992. 2 Smith et al., 1990.

Como se ha indicado a lo largo de la introduccidn, las aminas biogénicas requieren
para su sintesis la participacion de la H4Bip como cofactor de las hidroxilasas de los aminoaci-
dos aromaticos. Por tanto su efecto sobre la actividad SR, enzima implicado en la biosintesis
de la H4Bip, sugiere un papel regulador de la inhibicion observada. Sin embargo, se ha
propuesto que en mamiferos dicha inhibicion carece de relevancia biolégica ya que los niveles
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de estos compuestos requeridos para producir una disminucién in vivo de la sintesis del cofac-
tor superan considerablemente los niveles fisioldgicos (Smith et al., 1992). En el caso de
Drosophila melanogaster se ha observado que la suplementacién en dieta con N-acetil-
serotonina provoca un aumento en los niveles de fenilalanina (Bel et al., 1992b). Asimismo,
durante el proceso de formacion de cuticula en adultos, se ha descrito un descenso drastico en
los niveles de catecolaminas cuando la N-acetildopamina alcanza su maxima concentracion
(Piedrafita et al., 1994). Estos datos sugieren que la inhibicién observada in vitro desempefa
una funcién reguladora sobre la sintesis del cofactor.

Tanto en humanos (Park et al., 1991) como, muy recientemente, en el insecto Bombyx
mori (lino et al., 1996) se ha descrito la existencia de isoenzimas de la SR. Estos tan sélo
resultan parcialmente inhibidos por las aminas biogénicas. El estudio aqui presentado sugiere
que esta situacién sea compartida por Drosophila. Aunque las experiencias de cromatoenfoque
indican la existencia de una sola fraccion proteica con actividad enzimatica SR, la baja
recuperacién obtenida apunta la presencia de otros isoenzimas menos estables. Este
sugerencia se ve apoyada por la imposibilidad de obtener una inhibicién total de la actividad en
extractos crudos con los inhibidores analizados.

El objetivo Ultimo de este trabajo consistia en la identificacion del gen estructural de la
SR de Drosophila melanogaster. Dicha identificacién se abordé por parte del grupo de
investigacién de Genética Bioquimica y Molecular del Departamento de Genética de la
Universitat de Valéncia a través de tres estrategias diferentes:

1. La disponibilidad de anticuerpos que reconozcan especificamente la proteina cuyo
gen se desea caracterizar permite su aislamiento a partir de una genoteca de expresién. Con
esta perspectiva, la Dra. Manuela Castillo realizé, como Tesis de Licenciatura, un estudio
encaminado a la purificacién de la SR de Drosophila melanogaster. Los resultados obtenidos
pusieron de manifiesto la dificultad de dicho proyecto, no consiguiéndose el objetivo marcado.
Otra posibilidad viene dada por la disponibilidad de anticuerpos anti-SR de otros organismos
que presenten reaccién cruzada. Se ha podido comprobar que un anticuerpo monoclonal
anti-SR de Bombyx mori (cedido por el Dr. lino de la Universidad de Nihon, Japén) no
reacciona con los extractos proteicos de Drosophila. Sin embargo, el anticuerpo monoclonal
SR9 anti-SR de ratén (cedido por la Dra. Ziegler del Instituto de Biologia Molecular de Munich,
Alemania) ha perfnitido la deteccién en Drosophila de una proteina de tamafio similar a la
detectada en extractos de diversas lineas celulares de mamiferos. En este sentido, y en cola-
boracién con el laboratorio de la Dra. Ziegler, se estan continuando las investigaciones.

2. Un elevado grado de similitud del gen objeto de estudio entre diferentes especies
permite su aislamiento, bien a través del uso de una sonda heterdloga, bien de oligonucleétidos
disefiados de acuerdo a la secuencia de zonas altamente conservadas. Los estudios de hibri-
dacion realizados sobre DNA genémico de Drosophila melanogaster utilizando una sonda de
cDNA del gen de la SR de rata (cedida por los Dres. Kaufman y Citron del N.LM.H. de
Bethesda, EE.UU.) demostraron que el gen de la SR de Drosophila melanogaster no exhibia
suficiente identidad con su homdlogo en rata, no consiguiéndose ninguna sefial positiva ain
aplicando condiciones de minima estringencia (datos no presentados). La posterior publicacién
de las secuencias de la SR de diversos mamiferos pone de manifiesto la elevada divergencia
sufrida por este gen. Asi la identidad entre rata y humanos, pese a la proximidad evolutiva de
ambas especies, es tan sélo de un 70%. Sin embargo se pudieron identificar zonas con mayor
grado de similitud, correspondientes a los motivos de unién del sustrato pterinico y del cofactor
NADPH. En base a esta similitud, la Dra. Mirielle Moulard realizd un proyecto de disefio de
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oligonucledtidos destinados a la amplificacién mediante PCR del cDNA de la SR de Drosophila.
Hasta el momento no se ha obtenido ningun resultado concluyente.

3. La identificacion de un locus génico a través de la caracterizacién de mutantes
permite el aislamiento del gen correspondiente mediante técnicas como el denominado paseo
cromosomico. Ademas esta aproximacion resulta de gran interés para el andlisis de la funcién
y regulacién de la actividad en estudio, proporcionando un mutante con un defecto génico en la
misma. Asi, con el objetivo de detectar mutantes del gen estructural de la SR de Drosophila
melanogaster, y en base a la determinacién de su actividad enzimética, se desarrollo el
presente trabajo.

De entre los mutantes analizados, el locus clot presentd niveles disminuidos de
actividad SR frente a la cepa salvaje (ver Tabla IIl). Ademas este mutante exhibia un patrén de
pigmentos concordante con el esperado (Ferré et al., 1986), por lo que se considerd un candi-
dato probable del gen estructural de la SR. Sin embargo los resultados obtenidos en las prue-
bas de dosis génica realizadas no apoyaron esta hipétesis (ver Tabla IV). El que de entre los
diversos mutantes de pterinas de Drosophila melanogaster descritos ninguno presente las
propiedades fenotipicas esperadas para un mutante del gen de la SR pudiera estar relacionado
con la posible existencia de isoenzimas que enmascaren dicho fenotipo, tal como se ha
propuesto que ocurra en humanos (Park et al., 1991). De hecho no se ha descrito la existencia
de mutantes que afecten al gen estructural de la sepiapterina reductasa en ninguno de los
organismos donde se ha estudiado. Tan sélo, muy recientemente, se ha propuesto que el
mutante /emon del invertebrado Bombyx mori, presenta una deficiencia en el gen de la SR,
aunque no existen datos moleculares que apoyen este hecho (lino et al., 1992).

2. ESTRUCTURA DEL GEN DE LA FENILALANINA HIDROXILASA EN
DROSOPHILA MELANOGASTER: RELACIONES EVOLUTIVAS.

La comparacién de la estructura del gen de la PAH de Drosophila melanogaster,
descrita en este trabajo, con la correspondiente a los genes de las hidroxilasas de los
aminoacidos aromaticos de mamiferos demuestra que la identidad observada en la secuencia
proteica de estos enzimas se extiende a su organizacién gendmica, evidenciando Ila
organizacion en dominios funcionales y el origen evolutivo comun propuesto para esta familia
génica (Ledley et al., 1985; Grenett et al., 1987).

Pese al tamafio similar de los productos proteicos, en Drosophila la secuencia codi-
ficante del gen de la PAH esta comprendida en una regién de unas 2'6 kb para el pre-mRNA
tipo I y tipo II, y 4 kb para el tipo III, con un total de 4 intrones mientras que, en el caso de
humanos, comprende unas 90 kb interrumpidas por un total de 12 intrones (DiLella et al.,
1986). No obstante se observa una conservacion perfecta de los sitios de unién intrén/exén en
el domino catalitico C-terminal, coincidiendo con un mayor grado de identidad de los exones
correspondientes (Figs. 38 y 39; Tabla VI). Asi el exén 5 del gen de Drosophila es equivalente
a los exones 12 y 13 de humanos; los exones 3 y 4 estdn completamente conservados, aunque
en humanos su secuencia esta contenida en tres y dos exones, respectivamente; los ultimos
dos tercios del exdn 2 presentan una elevada identidad con los exones 4, 5y 6 de humanos. A
partir de esta regién, en el N-terminal, la identidad disminuye, haciendo dificil asignar una
correspondencia. Sin embargo se observa la existencia de pequefias regiones conservadas: en
los exones 1 (mRNA tipo I) y 1' (mRNA tipo 1) se pueden identificar residuos senna cuyo
contexto permite asociarlos con la Ser'® de la PAH de humanos, implicada en la regulacién del
enzima como sitio de fosforilacion.
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humanos

Figura 38. Conservacion de las uniones intrén/exén entre el gen de la fenilalanina hidroxilasa
de Drosophila melanogaster y los correspondientes a las hidroxilasas de los aminoacidos
aromaticos de otros organismos. Se presenta el alineamiento de la secuencia proteica
deducida a partir de los cDNAs de la fenilalanina hidroxilasa (PAH) de Drosophila con la PAH
de humanos, la triptéfano hidroxilasa (TPH) de ratén, la tirosina hidroxilasa (TH) de ratay la TH
de Drosophila. En este ultimo caso se indican los exones alternativos. Las barras verticales
indican el sitio de insercion de los intrones sobre el aminoacido que resulta interrumpido.

Tabla VI. Comparacion entre las secuencias aminoacidicas de la
fenilalanina hidroxilasa de Drosophila melanogastery de humanos.

Drosophila Humanos % identidad % similitud
total total 62 76

exoén 1 exon 1 no significativo  no significativo
exon 2 exones 3-4-5-6 57 7

exon 3 exones 7-8-9 87 93

exon 4 exones 10-11 61 84

exén 5 exones 12-13 53 70
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Figura 39. Comparacion de la secuencia aminoacidica de la fenilalanina hidroxilasa de
Drosophila melanogaster (superior) con la del enzima de humanos (inferior). Se presenta la
secuencia codificada por el transcrito tipo | y las diferencias en el extremo N-terminal de las
correspondientes a los transcritos tipo n y ni. Las lineas verticales interrumpiendo las secuen-
cias proteicas muestran la posicion de los intrones. La region sombreada representa el pro-
puesto sitio de union del cofactor pteridinico (Hufton etal., 1995).

Como mas adelante se discutira, los resultados expuestos en el presente trabajo
confirman la existencia en Drosophila melanogasterde un unico locus génico que codifica tanto
para la actividad PAH como TPH. Esta observacién apoya la teoria de duplicacién como origen
evolutivo de la familia génica de las hidroxilasas de los aminoacidos aromaticos segun la cual
el gen ancestral comun habria divergido, hace unos 750 Ma, para formar el gende la TH y un
gen codificante de las actividades PAH y TPH; la posterior duplicaciéon de este ultimo, datada
en unos 600 Ma, habria producido la separacion de estas dos funciones (Ledley et al., 1985;
Grenett et al, 1987; Neckameyer y White, 1992). Los estudios filogenéticos realizados de-
muestran que el gen de la PAH de Drosophila melanogaster estd evolutivamente méas préximo
a la PAH de otros organismos que a la TPH, apoyando la propuesta de que el gen ancestral
seria mas parecido en estructura y funcién a la actual PAH (Alcafiiz y Silva, 1996). Cabe sefia-
lar que, en los procariotas donde se ha analizado, tan sdélo se ha identificado un gen homdlogo
a las hidroxilasas con una mayor similitud con la PAH de eucariotas que con los otros dos
miembros de la familia génica (Onishi etal., 1991).
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La comparacion de la posicion de las uniones intron/exén de las hidroxilasas de los
aminoéacidos aromaticos plantea la polémica existente acerca del origen de los intrones nuclea-
res de eucariotas. Como se puede observar, tan sélo la posicién correspondiente al intrén 3 de
la PAH de Drosophila melanogaster aparece conservada en todos los casos descritos (Fig. 38).
El resto de los intrones del dominio C-terminal, aunque comunes a algunos de los genes, no
aparecen en todos ellos. La teoria que supone que estas estructuras, actualmente exclusivas
de eucariotas, estaban presentes antes de la divergencia entre procariotas y eucariotas (“intron
early theory"; Doolittle, 1987) explicaria esta circunstancia aludiendo a la pérdida independiente
de intrones posterior a la divergencia de estos genes. La denominada teoria de ganancia de
intrones (“intron late theory") postula que los genes ancestrales carecfan de intrones, siendo
adquiridos por los genes eucariotas en diferentes momentos evolutivos (Cavalier-Smith, 1991).
La conservacion de posiciones se explicaria mediante la inserciéon independiente en sitios
diana conservados (Stolzfus et al., 1994).

Por otra parte la mayor divergencia, tanto a nivel de secuencia como de organizacién
gendmica, presentada en la regién N-terminal de las hidroxilasa ha llevade a la propuesta de
que en su evolucién han participado diferentes mecanismos, tales como la adquisicion de
nuevos exones, posteriormente al proceso de divergencia (DiLella et al., 1986; Birman et al.,
1994). El mayor tamafio de los intrones del dominio N-terminal, observado en todos los casos
descritos, se ha relacionado con un vestigio de una posible reorganizacién genética (DiLella et
al., 1986).

Drosophila melanogaster es el primer organismo donde se describe la existencia de
una expresién diferencial del gen de la PAH. Asi en este trabajo se demuestra la produccién de
transcritos alternativos que codifican para diferentes isoformas proteicas. Tan sélo los genes
de la TH de primates (Grima et al., 1987; Kobayashi et al., 1988; Ichikawa et al,, 1990) y de
Drosophila melanogaster (Birman et al., 1994) presentan una patrén similar que, como en el
caso aqui presentado, implica la aparicion de cambios en el dominio N-terminal del enzima.
Como mas adelante se discutira, este hecho apoya el papel regulador propuesto para esta
regién sugiriendo que estos cambios confieren a las isoformas producidas diferentes propieda-
des enzimaticas. Asimismo, el hecho de que los patrones de expresién diferencial descritos se
restringen a la zona N-terminal del gen se ha presentado como una evidencia del diverso
origen evolutivo de esta region (Birman et al., 1994).

3. FUNCIONES DEL LOCUS HENNA DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman la hipétesis anteriormente plan-
teada acerca de la identidad del locus Henna como el gen estructural de la PAH en Drosophila
melanogaster (Silva et al., 1992).

En este estudio se demuestra que la cepa mutante Hn” presenta la insercién del ele-
mento transponible B104 en la regién codificante del gen de la PAH. Esta insercién ocasiona
un efecto drastico en la expresién del gen, provocando la produccién de transcritos aberrantes
que contienen parte de la secuencia del retroelemento interrumpiendo su regién codificante.
‘Ademas los niveles de estos transcritos aparecen muy disminuidos respecto a los observados
en la cepa salvaje. Por tanto, el andlisis molecular del gen de la PAH realizado en la cepa Hn"
permite relacionar de forma directa la ausencia de proteina PAH y la elevada disminucién en la
actividad observadas en este mutante respecto a la cepa salvaje (Silva et al., 1992) con una
mutacién en este gen.
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Cabria la posibilidad de que en esta cepa concurran dos mutaciones independientes,
una en el gen de la PAH y otra en el locus Henna. Sin embargo ésta queda descartada ya que
en otros alelos Henna analizados también se han descrito deficiencias en el enzima PAH (Bel,
1991; Silva et al., 1992). A esta evidencia se une la localizacién cromosémica coincidente del
gen de la PAH, identificado mediante hibridacién in situ en la region 66A del cromosoma 3
(Neckameyer y White, 1992), y del locus Henna, localizado fisicamente en la misma regién
(Lindsley y Zimm, 1992). Por tanto se puede concluir que, en Drosophila melanogaster, el en-
zima PAH es codificado por dicho locus génico.

Esta demostracion constituye un importante avance en la determinacion de las funcio-
nes del gen de la PAH de Drosophila melanogaster, permitiendo su estudio a través del andlisis
fenotipico de las cepas Henna. Como se ha expuesto en la introduccion, las mutaciones en el
locus Henna provocan un efecto plelotréplco afectando tanto al metabolismo de la fenilalanina
(Bel y Ferré, 1989; Silva et al., 1992; Piedrafita et al., 1994) y del triptéfano (Alcaiiiz y Silva,
1996) como a la biosintesis de pterinas (Ferré et al., 1986; Guillamén y Ferré, 1988; Guillamoén
et al., 1989; Escriche y Silva, 1992).

Asi, la primera funcién asignada al producto proteico codificado por el gen de la PAH,
como responsable de la hidroxilacién de la fenilalanina, queda evidenciada ante las deficiencias
en la actividad PAH observadas en las cepas Henna (Bel, 1991; Silva et al., 1992). Estas
deficiencias tienen su reflejo fisioldgico en la alteracion del catabolismo de la fenilalanina, como
demuestra la baja viabilidad de la cepa Hn” frente a la suplementacién de la dieta con este
aminodcido (Bel y Ferré, 1989). Ademas esta cepa también presenta alteraciones en el pro-
ceso de formacién de cuticula, donde la PAH interviene como una fuente enddgena de tirosina,
mostrando niveles disminuidos de catecolaminas (Piedrafita et al., 1994).

Asimismo se ha propuesto que, en Drosophila melanogaster, el gen de la PAH también
codifique para la actividad TPH (Neckameyer y White, 1992) apoyando la teoria de la duplica-
cién como origen de la familia génica de las hidroxilasas de los aminodcidos aromaticos. La
presencia en la cepa mutante Hn” de niveles disminuidos de serotonina, neurotransmisor en
cuya sintesis interviene el enzima TPH, proporciona una prueba adicional de esta doble
funcién, relacionando un defecto en el gen de la PAH con una deficiencia en el metabollsmo
del triptéfano (Alcaiz y Silva, 1996).

Finalmente, la demostracién de que el gen de la PAH es codificado por el locus Henna
establece una relacién directa entre su defecto génico y la deficiencia en el patrén de pterinas
exhibida por los mutantes Henna (Ferré et al., 1986; Guillamén y Ferré, 1989; Escriche y Silva,
1992). Esta relacién apoya la propuesta previamente planteada que asigna una tercera funcion
para este enzima, participando en la biosintesis de estos compuestos (Silva et al., 1992).

Dado que el metabolismo de las pterinas estd relacionado con el sistema de
hidroxilacion de los aminoacidos aromaticos a través del requerimiento del cofactor H,Bip,
cabria la posibilidad de que las alteraciones fenotipicas observadas se debieran a una regula-
cion en su sintesis provocada por un aumento en la demanda de cofactor. Sin embargo, esta
posibilidad queda descartada ya que los estudios realizados indican el bloqueo especifico de la
sintesis de dihidropterina (H.Ptr), bloqueo que produce, como efecto indirecto, la acumulacion
de las pterinas sintetizadas a partir de otras ramificaciones (Ferré et al., 1986).

En base a todos estos datos se plantea una nueva ruta de biosintesis de pterinas en
Drosophila melanogaster, en la que el producto proteico codificado por el gen de la PAH actua-
ria, de forma independiente a la hidroxilacién, como una tetrahidropterina oxidasa catalizando
la formacion de HyPtr (Fig. 40). La tetrahidropterina (H4Ptr) no seria un intermediario en la
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sintesis de H,Ptr sino el producto de su reduccién, proponiendo que ésta sea catalizada por
una dihidropterina reductasa. Esta nueva funcion de la PAH se ve apoyada por la relacién exis-
tente entre los periodos de maxima acumulacion de drosopterinas, compuestos en cuya sinte-
sis interviene como precursor la H,Ptr, y el aumento en los niveles de PAH observados en la
cepa salvaje (Alcaiiz y Silva, 1996).

GTP
Punch l GTP CICLOHIDROLASA
H,Nep-P,
purple l H,Pyp SINTASA
H.Pyp
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Figura 40. Ruta alternativa de biosintesis de pterinas en Drosophila melanogaster. Se
presentan los intermediarios y enzimas participantes as/ como los loci génicos implicados.
Aunque el compuesto "X" no ha sido aislado en Drosophila, en mamiferos ha sido identificado
como 1'-hidroxi-2'-oxo-tetrahidropterina (Smith, 1987). Abreviaturas utilizadas: GTP, guanosina
trifosfato; H.Nep-P3, dihidroneopterina trifosfato; HsPyp, 6-piruvoil-tetrahidropterina; HsPtr,
tetrahidropterina; H,Ptr, dihidropterina; Ptr, pterina; 7-Xap, isoxantopterina; H,Ahp,
acetildihidrohomopterina; HsLap, 6-lactoil-tetrahidropterina; H,Biopterina, tetrahidrobiopterina;
Sep, sepiapterina; H.Bip, dihidrobiopterina; Bip, biopterina; PAH, fenilalanina hidroxilasa;
DHPR, dihidropterina reductasa; SR, sepiapterina reductasa; DHPO, dihidropterina oxidasa;
XDH, xantina deshidrogenasa; lix, little isoxanthopterin.

Aunque no existen estudios enzimaticos que demuestren la actividad tetrahidropterina
oxidasa propuesta para la PAH de Drosophila melanogaster, se ha demostrado que el enzima
homélogo de mamiferos es capaz de catalizar in vitro la oxidacién de diversas tetrahidropteri-
nas, de manera no acoplada a la hidroxilacion de sustrato aminoacidico (Davis y Kaufman,
1989; Davis et al., 1988; Davis y Kaufman, 1993). Como resultado de dicha reaccién se produ-
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cen las formas quinonoideas correspondientes, cuya autoxidacién ocasiona la eliminacién de la
cadena lateral del anillo pteridinico produciendo una mezcla de H,Ptr y la dihidropterina
correspondiente. Dada la similitud en sus caracteristicas cataliticas y estructurales, cabe espe-
rar que el enzima de Drosophila comparta esta actividad. En la actualidad se estan realizando
estudios al respecto.

La concurrencia de las tres funciones descritas para el gen de la PAH de Drosophila
melanogaster — (i) hidroxilacién de la fenilalanina, (i) hidroxilacién del triptéfano, (iii) oxidacion
de tetrahidropterinas — evidencia la necesidad de mecanismos de regulacién que controlen
esta multiplicidad en respuesta a los requerimientos metabdlicos de cada tejido. Asi la inter-
vencion de la actividad TPH como paso limitante en la sintesis de serotonina implica la exis-
tencia en el tejido nervioso de un control preciso de dicha actividad para responder a la
demanda de neurotransmisores. En contraste, durante la formacién de cuticula, en la hipoder-
mis del insecto, se requiere un aumento puntual de la actividad PAH mientras que durante la
pigmentacion ocular se produce una importante demanda de actividad tetrahidropterina
oxidasa en un corto espacio de tiempo. Los resultados presentados en este trabajo sugieren
que las funciones del gen de la PAH son reguladas a través de su expresion diferencial
mediante la produccién de transcritos alternativos, probablemente originados por el uso de
distintos promotores. Estos transcritos codifican para tres isoformas proteicas que se diferen-
cian en los primeros aminoécidos del dominio regulador N-terminal, lo que permite prever que
dichas isoformas poseen diferentes propiedades enzimaticas.

Aunque en Drosophila no se ha determinado el papel de la fosforilacion en la regula-
cién de la PAH, su elevada similitud con el enzima de mamiferos permite predecir que esta
modificacién post-traduccional constituya una via de regulacién enzimatica. Asi, las isoformas
codificadas por los transcritos tipo I y Il presentan residuos serina que podrian constituir
potenciales sitios de fosforilacién equivalentes a la Ser'® de la PAH de humanos. Como soporte
a esta propuesta cabe sefalar que el andlisis del comportamiento de la actividad PAH de
Drosophila frente a distintos cofactores pteridinicos indica la existencia de dos isoenzimas con
diferentes propiedades cinéticas (Bel et al., 1992b). Asimismo se ha descrito la presencia en
embriones de una forma del enzima PAH de menor peso molecular que la encontrada en otros
estadios, relaciondndose con posibles modificaciones post-traduccionales (Neckameyer y
White, 1992). En el caso del gen de la TH de Drosophila se ha descrito una situacion similar,
proponiendo la produccién de isoformas proteicas con diferencias en el dominio N-terminal
como un mecanismo de regulacion diferencial (Birman et al., 1994).

4. PAPEL DE LOS ELEMENTOS TRANSPONIBLES EN LA DIVERSIFICACION
GENICA.

Los elementos transponibles son considerados un importante factor en la configuracion
de los genomas, constituyendo un 10% del genoma total de Drosophila melanogaster (como
revision ver Sherrat, 1995). Frente a Ia teoria que considera a estos elementos como pardsitos
gendmicos (Doolittle y Sapienza, 1980; Orgel y Crick, 1980), cada vez son mas las evidencias
que apoyan su posible contribucién en los procesos evolutivos de adaptacion y especiacién
como una fuente de variabilidad genética (Finnegan, 1989; von Stemberg et al., 1992;
McDonald, 1995). Los estudios de genética molecular més reciente proporcionan posibles
mecanismos por los que los elementos transponibles aportarian esta variabilidad.
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El resultado presentado en este trabajo acerca del procesado aberrante del elemento
B104 en el gen de la PAH de la cepa Hn" de Drosophila melanogaster se suma al reciente
descubrimiento de la eliminacidn de los retroelementos del transcrito primario del gen huésped
mediante la utilizacién de sitios cripticos, presentes tanto en el elemento y en el gen como
generados por la duplicacién del punto de insercién (como revisién ver Purugganan y Wessler,
1992; Purugganan, 1993).

Aungue la mayoria de las mutaciones provocadas por este proceso producen la
pérdida parcial o total de la funcién del gen afectado, en algunos casos se ha observado una
expresion normal (Purugganan, 1993). Estos casos han llevado a considerar que la frecuencia
de este fendbmeno esta infravalorada ya que los alelos con fenotipo normal no serian detec-
tados mediante los estudios genéticos habituales. Asi se ha propuesto que este proceso mole-
cular represente un mecanismo evolutivo por el cual el efecto deletéreo de la insercién es
minimizado, asegurando la supervivencia del elemento (Purugganan y Wessler, 1992;
Purugganan, 1993). Apoyando esta hipétesis existen diversas evidencias que sugieren que las
sefnales cripticas presentes en los elementos han evolucionado para permitir su eliminacién del
transcrito del gen huésped, incrementando la probabilidad de que se conserve, al menos
parcialmente, la funcién génica. En primer lugar estas sefales, asi como las necesarias para
activar los sitios cripticos presentes en el gen u originados por la duplicacion, se localizan en
los extremos del elemento, de forma que se asegura la eliminacién del mensajero maduro de
la mayor parte de la secuencia insertada. Ademas, esta capacidad es compartida por elemen-
tos de familias alejadas. Incluso dentro de familias heterogéneas, como es el grupo de los Ds
de malz, se observa la conservacion de estas sefales cripticas, sugiriendo su importancia para
la biologia del elemento (Wessler, 1989).

Por otra parte, este mecanismo molecular proporciona un modelo mutacional de la
contribucién de los elementos transponibles a la diversificacién evolutiva de los genes
(Wessler, 1988; Purugganan y Wessler, 1992; Purugganan, 1993). Se ha propuesto que la
eliminacion de los elementos transponibles de los transcritos primarios del gen mutado
suponga una fuente potencial de nuevas formas proteicas, introduciendo modificaciones en los
productos génicos a través de la alteracion de los patrones de procesado. Esta potencialidad
queda evidenciada por la descripcién de un alelo mutante del gen de la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa de Drosophila melanogaster (Wilanowsky et al., 1995). En dicho alelo, la
insercién del retroelemento blood induce, a través de su eliminacion parcial del pre-mRNA, la
produccién de una isoforma funcional con parte de su secuencia codificada por el elemento. El
caso ilustrado en el presente trabajo aporta un nuevo ejemplo de cémo la inserciéon de un
elemento puede introducir una variacién en la secuencia aminoacidica del producto génico sin
alterar drasticamente su estructura, conservando la pauta de lectura original. Aunque la posible
funcionalidad de la proteina codificada por el transcrito tipo 2 del gen de la PAH en Hn” no ha
sido demostrada, la presencia de actividad enzimética residual en esta cepa sugiere que esta
isoforma pueda ser activa. En la actualidad se estan realizando experimentos encaminados a
demostrar su funcionalidad.

Todos los casos hasta ahora referidos se pueden considerar como ejemplos
contemporaneos de la potencialidad evolutiva de los elementos transponibles. La deteccién de
un retrotransposén formando parte constitutiva de la region codificante del gen de la
transaldolasa de humanos supone una prueba de que algunas mutaciones inducidas por la
insercién de un elemento transponible pueden haber sido ventajosas siendo mantenidas en la
poblacién (Banki et al., 1994).
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El origen de los intrones de los genes nucleares de eucariotas es una cuestion que
todavia no ha sido esclarecida. Frente a la hipétesis de pérdida de intrones, los estudios filoge-
néticos hasta ahora realizados apoyan la teoria de ganancia, segun la cual los genes ancestra-
les carecerian de estas estructuras que habrian sido adquiridas por eucariotas en diferentes
momentos de la evolucion (Cavalier-Smith, 1991). Esta teoria propone que, si bien el origen de
los intrones nucleares lo constituyen elementos similares a los intrones actuales del grupo 1I,
otros mecanismos, tales como la reorganizacidon de exones, han contribuido a su expansion. El
descubrimiento de la eliminaciéon de los elementos transponibles mediante procesado del
transcrito primario del gen huésped se ha considerado como un mecanismo adicional de
adquisicién de nuevos intrones (Purugganan y Wessler, 1992; Purugganan, 1993).

Tan sélo se ha observado la escisién precisa en el caso de un elemento Ds insertado
en el gen Sh2 de maiz, circunstancia qué ha llevado a considerarlo como un ejemplo contem-
poraneo de adquisicién de un nuevo intrén (Giroux et al., 1994). Sin embargo, esta situacién no
es generalizada conservandose, en el resto de los casos descritos, parte de la secuencia del
elemento en el mensajero maduro. Este hecho, afiadido a la falta de similitud estructural entre
los actuales intrones y los elementos transponibles, ha llevado a plantear que sélo una
pequefa fraccién de los intrones nucleares tienen su origen en la insercién de uno de estos
elementos. Mas bien son los elementos transponibles los habrian evolucionado para aprove-
char la maquinaria de procesado preexistente como un mecanismo de proteccién contra la
seleccion fenotipica negativa.

Asi pues, el proceso de eliminacién de los elementos transponibles de los transcritos
del gen en el que se han insertado se considera un mecanismo evolutivo que establece un
balance entre la eficacia del elemento, disminuyendo el efecto deletéreo de la insercion, y la del
genoma huésped, aportando una fuente de variabilidad genética (Charlesworth y Langley,
1989; Purugganan, 1993).
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. El estudio presentado en este trabajo pone de manifiesto la existencia de considerables
diferencias en las propiedades cinéticas del enzima sepiapterina reductasa de Drosophila
melanogaster con su equivalente en otros organismos. Este presenta una menor afinidad
por el sustrato sepiapterina. Los compuestos N-acetilserotonina, N-acetildopamina y
N-metoxiacetilserotonina resultan inhibidores no competitivos del enzima, presentando un
grado de inhibicién inferior al observado en la sepiapterina reductasa de otros organismos.

. De entre los mutantes de color de ojos analizados, clot exhibia las propiedades fenotipicas
esperadas para_una deficiencia en el gen estructural de la sepiapterina reductasa. Sin
embargo, las pruebas de dosis génica realizadas descartaron dicha hipétesis. La falta de
éxito en la identificacién de un mutante del gen estructural de este enzima mediante el ana-
lisis fenotipico se puede asociar con la posible presencia de isoenzimas, como asi sugiere
el analisis de inhibicién realizado.

. El gen de la fenilalanina hidroxilasa de Drosophila melanogaster esta comprendido en una
regién gendmica de unas 4 kb. Su regidn codificante esta interrumpida por un total de 4
intrones. Aunque este numero resulta inferior al presentado por los genes de las hidroxila-
sas de los aminoacidos aromaticos en mamiferos, la posicién de los tres ltimos intrones
aparece perfectamente conservada, presentando los exones correspondientes una alta
identidad con la fenilalanina hidroxilasa de mamiferos. Estas observaciones evidencian el
origen evolutivo comun propuesto para la familia génica de las hidroxilasas.

. Drosophila melanogaster es el primer organismo donde se describe una expresién diferen-
cial del gen de la fenilalanina hidroxilasa. Se han detectado tres transcritos alternativos del
gen, cuyo origen parece residir en el uso de distintos promotores y que se expresan dife-
. rencialmente a lo largo del desarrollo. Estos codifican para tres isoformas proteicas que tan
s6lo se diferencian en los primeros aminoacidos del dominio regulador N-terminal.

. La cepa mutante Henna-recessive’ de Drosophila melanogaster presenta la insercién del
retroelemento B104 en el exén 3 del gen de la fenilalanina hidroxilasa. Esta insercién
provoca la produccién de transcritos aberrantes que contienen parte de la secuencia del
elemento interrumpiendo su regién codificante. Ademas se produce una disminucién en los
niveles de mensajero maduro respecto a la cepa salvaje.

. Estos transcritos aberrantes son originados por la utilizacién de sitios cripticos durante el
proceso de eliminacién de intrones del transcrito primario. El transcrito mayoritario, denomi-
nado tipo 1, se origina por la utilizacién de un sitio dador criptico, codificado por la repeticién
terminal (LTR) del elemento, y del sitio aceptor del intrén 3 del gen. El transcrito minoritario,
tipo 2, se produce por la utilizacién de ese mismo sitio criptico, en combinacién con un sitio
aceptor generado por la duplicacion de la secuencia diana producida por la retrotransposi-
cion. Su uso sugiere la existencia en la LTR de B104 de las secuencias requeridas para su
reconocimiento por la maquinaria de procesado. Es la primera vez que se describe este
patrén de eliminacion.
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CONCLUSIONES

El transcrito tipo 2 del gen de la fenilalanina hidroxilasa producido en Henna-recessive’
conserva la pauta de lectura normal, pese-a la insercién de parte de la secuencia del
retroelemento. Este transcrito codifica para un producto proteico que tan sélo difiere de la
proteina normal en la presencia de una insercién de 14 aminoacidos, codificados por B104.
La existencia de actividad fenilalanina hidroxilasa residual en esta cepa sugiere que este
producto pueda ser activo.

La eliminacién del elemento B104 del transcrito primario del gen de la fenilalanina hidroxi-
lasa en Henna-recessive’ es un ejemplo de la potencialidad de los elementos transponibles
como fuente de variabilidad genética mediante la introduccién de nuevos patrones de
procesado y de productos génicos modificados.

La caracterizacién molecular de la mutacién presente en la cepa Henna-recessive’
demuestra la identidad del locus génico Henna como el gen estructural de la fenilalanina
hidroxilasa en Drosophila melanogaster, estableciendo una relacién directa entre un defecto
génico y las deficiencias fenotipicas de los mutantes Henna.

10.Esta identificacion pone de manifiesto la concurrencia de tres actividades enzimaticas codi-

ficadas por el locus Henna: fenilalanina hidroxilasa, triptéfano hidroxilasa y tetrahidropterina
oxidasa. Estas actividades estdn implicadas en tres procesos fisiologicos diferentes:
metabolismo de la fenilalanina, sintesis de neurotransmisores serotoninérgicos y sintesis de
pterinas.

11.El patrén diferencial de expresién del gen de la fenilalanina hidroxilasa observado en
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Drosophila melanogaster se puede relacionar con una regulacién de las funciones desem-
pefiadas por este gen. Los datos presentados sugieren que ésta se produce tanto a nivel
transcripcional, mediante el uso de promotores alternativos, como mediante la produccién
de isoformas con diferentes propiedades reguladoras.
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