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Cuando el nifio era niho,

era €l tiempo de preguntas como
;Por qué estoy aqui

y por qué no alli?

,Cuéndo empezd el tiempo

vy doénde termina el espacio?...

Cuando el niho era nihno,
encima de cada montaifa tenia
el anhelo de una montafia méas alta

v en cada ciudad el anhelo
de una ciudad mas grande,
y siempre es asi todavia...

Cuando el nifio era nifo,

lanzé un palo como una lanza

contra el &rbol

y hoy vibra alli todavia.

P. Handke - W. Wenders

"Las Alas del Deseo”

(1986)

Y sin embargo se mueve,

Vv en ese 6in embargo se resume

toda la cuestidén. A pesar del

silencio que crece verticalmente;

sin embargo, si, a pesar de las heridas
que puedan herirse y aGn de los

muertos que seguiran muriendo,

sin embargo siempre, si, eppur

s1 muove, B1.

Desiderio Arenas
"Oficio de tinieblas por Galileo

Galilei™ (1984)
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CONSIDERACIONES GENERALES

Las células deben adaptarse al medio que las rodea y para respon-
der en forma adecuada necesitan sensar en forma muy precisa su
entorno. Para ello han desarrollado mecanismos que captan las se-
flales del medio ambiente (luz, nutrientes, hormonas, factores de
crecimiento), las procesan en forma discriminada y producen la
respuesta apropiada. El conjunto de procesos involucrados consti-

tuyen los sistemas de transduccidén de sehales.

Estos sistemas aparecen en los organismos mas rudimentarios y con
la evolucidén han ido ganando en complejidad, pero se puede afir-
mar gque se ha mantenido un principio basico de organizacidén de

los mismos.



TRANSDUCCION DE SERALES EN EUCARIOTES

Caracteristicas generales

Al ser la membrana plasmatica el punto de contacto de la célula
con el exterior, es alli donde se produce la captacidén de las
distintas sefiales y su discriminacidén que culmina en diferentes

eventos bioquimicos.

Los organismos eucaridéticos han desarrollado varias estrategias
moleculares para la transduccidén de sefiales extracelulares a tra-
vés de la membrana. Los diferentes mecanismos pueden dividirse en

seis grupos, de acuerdo al esquema de la figura 1.

Fluido
extracelular

La primera clase (E1) es la més sencilla y es utilizada por 1las
hormonas esteroideas, que poseen una hidrofobicidad suficiente

para atravesar la bicapa lipidica. En el citoplasma se unen a una

proteina que actla como receptor vy que, ademas, es capaz de



translocarse al niacleo y pegarse al ADN. De esta forma, el recep-
tor activa la transcripcidén de genes especificos y de ese modo se
produce la respuesta celular (Beato, 1989). Otra estrategia (E2)
implica 1la unién del 1ligando con un receptor gue atraviesa la
membrana y el complejo asi formado se internaliza. Un ejemplo de
este mecanismo es la captacidén de colesterol por la lipoproteina
de baja densidad (LDL); el complejo formado se une al receptor de
LDL v el conjunto se internaliza en forma de vesiculas; en el ci-
toplasma se libera el colesterol mientras que el receptor en ge-

neral se recicla y la LDL se degrada en lisozomas (Brown et al,

1983).

Un mecanismo diferente (E3) se da en las sinapsis y placas neuro-
musculares; en esos casos, los neurotransmisores (acetil colina,
acido ¥aminobutirico, etc.) se unen a una proteina transmembrana
que actia como canal iénico. Al unirse el ligando, el canal se
abre rapidamente y permite el paso de iones que producen un cam-

bio en el potencial eléctrico de la membrana (Barnard et al,
1987).

La cuarta estrategia (E4) involucra a los receptores de la fami-
lia de las integrinas. Estos receptores ligan proteinas de la ma-
triz extracelular a microfilamentos del citoesqueleto, y requla-
rian la forma de la célula, la movilidad, el pegado a la matriz

extracelular y el crecimiento (Hynes, 1987).

Los mecanismos restantes son los que implican a receptores trans-
membrana que, al unirse al ligando, disparan una actividad enzi-
matica de su regién intracelular (Es), cuyo mejor ejemplo son los
receptores con actividad de quinasa de tirosina y otros recepto-
res (Es) que se acoplan a transductores llamados proteinas G para
producir segundos mensajeros intracelulares que regulan la acti-
vidad de diferentes proteinas citoplasmaticas. Estos dos mecanis-

mos involucran a miembros de 1la familia de las GTPasas como son



las proteinas ras en el primer caso y las proteinas G en el se-

gundo; por ese motivo se describiran ambos mecanismos en forma

mas detallada.

Transduccién de sefiales mediada por receptores con actividad de

quinasa de tirosina

Numerosos factores de crecimiento, como el factor de crecimiento
epidermal (EGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor estimulante de colonias 1 (CSF-1), etc. y hor-
monas como la insulina, se ligan a receptores transmembrana que

poseen actividad de quinasa de tirosina.

Estructura

Los receptores de esta familia poseen una topologia comin. Todos
poseen un dominio extracelular glicosilado para unir el ligando,
un dominio hidrofébico Gnico que atraviesa la membrana y un domi-
nio citoplasmatico que contiene una regidén catalitica con activi-
dad de quinasa de tirosinas (Hanks et al, 1988; Yarden y Ullrich,
1988). Debido a su configuracién, estos receptores pueden consi-
derarse como enzimas alostéricas asociadas a la membrana (Ullrich

y Schlessinger, 1990).

De este modo, la activacién del receptor por unién de un ligando
extracelular debe ser transmitida a través de la bicapa para ac-
tivar las funciones del dominio intracitoplasmatico. En la figura
2 se puede observar un esquema general de la estructura de estos

receptores.



DOMINIO

Extracelular

Transmembrana

Yuxiamembrana

Tirosina
quinasa

Cola Carboxilo
terminal

R=regulador
S=sustralo

Sobre la base de la similitud de secuencias y caracteristicas es-
tructurales, estos receptores han sldo clasificados en 4 subcla-

ses, cuyas caracteristicas son las siguientes:

Subclase I: Dos secuencias repetitivas, ricas en cisteina, en

el dominio extracelular (receptor EGF)

Subclase II: Heterotetrameros az2B2 ligados por puentes disulfu-

ro con secuencias ricas en cisteina similares a la

subclase I (receptor de insulina)

Subclase III: Cinco repeticiones de tipo inmunoglobulina en el
dominio extracelular y secuencias de insercidén hi-

drofilicas en el dominio con actividad de quinasa



(receptor de PDGF, CSF-1 y C-kit)

Subclase 1IV: Similar a la subclase III pero con tres repeticio-

nes de inmunoglobulina en lugar de cinco (receptor
de FGF).

La activacidén de la funcioén fosfotransferasa inducida por el 1i-
gando estd mediada por oligomerizacidén del receptor (Schlessin-
ger, 1988; Williams, 1989). El1 cambio conformacional del dominio
extracitoplasmatico que sigue a la unién del ligando induce 1la
oligomerizacién del receptor que estabiliza interacciones entre
dominios intercitoplasmaticos adyacentes y lleva a la activacién
de la funcién mencionada. La oligomerizacidén permite la transmi-
8ién de un cambio conformacional desde el dominio extracelular al
intracelular, sin requerir cambios de posicién en el dominio
tranemembrana. Los receptores oligomerizados poseen una elevada
actividad de fosfotransferasa y wuna afinidad por el ligando au-

mentada (Yarden y Schlessinger, 1987).

El mecanismo de activacidén por dimerizacidén puede ocurrir de tres

formas diferentes:

a) Ligandos monoméricos inducen la formacién de dimeros

b) Ligandos monoméricos se unen a receptores diméricos estabili-
zados por puentes disulfuro y producen un cambio conformacio-
nal en el complejo

c¢) Ligandos diméricos inducen la formacidén del dimero

Una vez activados, los receptores son capaces de fosforilar tiro-
sinas, de sustratos exdégenos o de sus propias cadenas polipepti-
dicas (Ullrich y Schlessinger, 1990). La autofosforilacién se
produce en el dominio catalitico (receptor de PDGF)(Kazlauskas vy

Cooper, 1989), o en el extremo carboxilo terminal (receptor EGF)



(Margolis et al, 1989a). La autofosforilacién eliminaria el efec-
to negativo que ejercen algunas secuencias de esas regiones, vy

permitiria asi la interaccidén con sus sustratos (Honegger et al,

1988).

El extremo carboxilo terminal ejerceria, por lo tanto, un control
negativo sobre la actividad enzimatica del receptor. Otra regidén
donde se produce una modulacidén negativa de la actividad, es el
dominio yuxtamembrana. En esta regién, los receptores pueden ser
fosforilados en serinas o treoninas por quinasas como la PKA o
PEKC. El1 receptor de EGF por ejemplo, es fosforilado por PKA en la
treonina 654 que estd ubicada en esta regién (Yarden y Ullrich,
1988). Esta fosforilacidn tiene tres efectos: 1) Inhibe la acti-
vidad de quinasa de tirosina; 2) Disminuye la afinidad del recep-
tor por su ligando; y 3) Promueve la internalizacién del receptor
(Sibley et al, 1987). Este mecanismo es un feed-back negativo que
ejerce el factor de crecimiento sobre su via; ademds, eerviria
para la transmodulacidén de la actividad del receptor o regulaciédn
heterdloga, ya que otros factores de crecimiento, como PDGF, bom-
besina, etc., activan PKC y por ende, la fosforilacién de esta
regién (Lin et al, 1986). De ese modo, los factores de crecimien-

to mencionados regularian negativamente al receptor de EGF.

p tabsl lad ! tividad d
: le tj .

Los factores de crecimiento disparan varias respuestas celulares
como estimulacién del intercambio de Nat+/H+, influjo de Caz2+, ac-
tivacién de fosfolipasa C-¥ y estimulacién del transporte de glu-
cosa y aminoacidos (Ullrich y Schlessinger, 1990). Es decir, 1la
fosforilacién de sustratos celulares junto con alteraciones en el
contenido de iones de la célula, provee un estimulo interno para
el crecimiento. Los eventos de fosforilacién implican en un pri-
mer paso, la activaciédn de la fosfolipasa C-¥ por la actividad de



quinasa de tirosina del receptor (Margolis et &l, 1989a). La fos-
folipasa C-¥ degrada fosfatidil inositol (PIPz2) generando inosi-
tol 1-4-5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol (Niehizuka, 1988).
Estos dos compuestos actlilan como segundos mensajeros, es decir,
compuestos intracelulares cuya concentracidén varia en respuesta a
un estimulo externo (primer mensajero) v desencadenan las res-
puestas celulares a ese estimulo. E1 IP3 permite la liberacién de
Caz2+ de compartimentos intracelulares y el diacilglicerol (DAG)
activa a la proteina quinasa C (PKC) que fosforila serinas vy
treoninas y cumple el segundo paso de fosforilaciones en respues-

ta al estimulo externo.

Sin embargo, la activacidon de 1la fosfolipasa C-¥ por PDGF no se
correlaciona con un aumento en la sintesis de ADN (Margolis et
al, 1990); ademas, algunos receptores de factores de crecimiento
como el CSF-1 no fosforilan a la PLC-¥ para ejercer su funcién
(Downing et al, 1989). Esto suglere que la activacidn de la via
de los fosfoinositidos no es el Unico mecanismo utilizado por los
distintos factores de crecimiento. En los Gltimos tiempos, se han
ido identificado sustratos de la actividad de quinasa de tirosina
y dichos sustratos estan relacionados con distintas vias de
transduccién de sefales. Hay evidencias concretas de que la fos-
fatidil inositol 3 quinasa (Varticovski et alI, 1989), GAP o pro-
teina activadora de la actividad GTPasica de ras (Molloy et al,
1989) vy el producto del proto-oncogen c-raf (Morrison et al,
1989) se fosforilan de esa forma. En la figura 3 se esquematizan
los sustratos conocidos de la actividad de tirosina quinasa y las

posibles vias activadas.

Como se ve, ademas del aumento de Ca2+ y la activacidén de PKC por
la PLC-¥, se activa una quinasa de serinas y treoninas citoplas-
madticas (c-raf), una enzima que participa en el ciclo de sintesis
de fosfoinositidos (fosfatidil inositol 3 quinasa) y una proteina

que interacciona con las proteinas ras.
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Ademas, se dispone de datos que indican que estos sustratos son
componentes de un complejo preexistente con capacidad de activar
diferentes vias y conducir a respuestas celulares pleiotrdpicas
(Margolis et al, 1989b). Existiria asi una “"particula de transfe-
rencia de sefiales™ (PTS) que, al activarse el receptor, permiti-
ria la interaccién de la misma con el propio receptor y con otros
sustratos para activar las vias correspondientes. En forma esque-

matica el modelo es el que se observa en la figura 4.
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Para la interaccidén del receptor con sus sustratos se requiere
también a la proteinas codificadas por los genes ras, cuya des-
cripcidén detallada se verd en otra seccidén de esta Introducciédn;
numerosas evidencias sugieren que estas proteinas son el nexo en-
tre los receptores y sus sustratos, aunque no se conoce el meca-
nismo por el cual actian. Se sabe que mutantes de proteinas ras
(p2lras) son capaces de inducir la sintesis de ADN y transforma-
cidén en ausencla de suero, es decir, de factores de crecimiento
(Stacey y Kung, 1984). Ademas, la microinyeccidén de anticuerpos
anti p2lras neutralizantes inhibe el efecto de distintos factores
de crecimiento (Mulcahy et a1, 1985). Mediante el empleo de anti-
cuerpos neutralizantes, se 1llegd a la conclusidén de que p2lras
actiia en un paso intermedio entre 1loes receptores y quinasas de
proteinas citoplasmaticas; la microinyeccidén de esos anticuerpos
inhibe el efecto de los productos de oncogenes como c-fms y c-

fes, cuya estructura es igual a la de los receptores con activi-
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dad de tirosina quinasa. En cambio, el efecto del anticuerpo pue-
de ser superado sobre-expresando el producto de los oncogenes c-
mos y c-raf que son quinasas citoplasmaticas (Smith et a1, 1986).
Ademis, en experimentos de este tipo se vio gque al microinyectar
anticuerpo anti p21 y PLC-¥ hay transformacidén celular, pero si
se microinyecta p2lras con anticuerpos anti-PLC-¥ ese efecto no
se observa, por lo que p2lras activaria a la PLC-¥ (Smith et al,
1990). Por otro lado, ya existian datos previos que indican que
p2lras agactiva la hidrélisis de fosfatidil inositol (Lacal et al,
1987). Sin embargo, también se sabe gue p2lras tiene efectos
transformantes aun cuando no estd activada la PKC (Gauthier-Rou-

viere et al, 1990).

Todo esto sugiere que las p2lras activan diferentes sistemas y se
puede dividir su accidén en dos vias, una dependiente de PKC y 1la
otra independiente de esa enzima; la segunda via supondria la ac-
tivacidén de quinasas citoplasmaticas como c-raf y c-mos. Esta hi-
poétesis es reforzada por el hecho de que los receptores de facto-
res de crecimiento activan PKC para producir algunos efectos y

para otros no.

Todo indica, entonces, que la cadena de eventos desatada por un
factor de crecimiento implica la activacidén de su receptor, luego
(por un mecanismo aun desconocido), la activacién de p2lras y en
este punto se producen las bifurcaciones con la activacidén de me-
canismos independientes o dependientes de PKC que concluyen en
sintesis de ADN (proliferacidén) y/o transformacién morfoldgica

(diferenciacién) (Marshall, 1991).

Transduccion de sefiales mediada por receptores acoplados a pro-

teinas G

Diferentes sefiales extracelulares como hormonas, neurotransmiso-
res o la luz, ejercen sus efectos intracelulares por medio de re-

ceptores con estructuras relacionadas que se acoplan a proteinas
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de la familia de las GTPasas, denominadas proteinas G. Estas pro-
teinas actlan como transductores de la sefial activando distintos
efectores. En general, estos efectores actan produciendo segundos
mensajeros, aungue también hay proteinas G gue regulan la activi-
dad de canales idénicos. Como ya se vio, los segundos mensajeros
son compuestos intracelulares que median los efectos de sefiales
externas, actuando sobre numerosas proteinas y, de ese modo, co-
ordinan la respuesta de la célula al mensajero extracelular o
primer mensajero. Los segundos mensajeros mas difundidos son el
AMP ciclico, el Ca2+ y productos del metabolismo de los fosfoino-
sitidos. La produccién de estos segundos mensajeros estd mediada
por proteinas G, aunque en el caso de los fosfoinositidos y Cal+,
las evidencias aun no son concluyentes y, ademas, el papel del
transductor seria compartido con proteinas ras. En la tabla 1 se
resumen los ligandos, receptores y efectores mas importantes 1li-

gados a distintas proteinas G (Bourne y De Franco, 1988).

LIGANDO TIPO DE RECEPTOR PROTEIBA € ERECT0
catecolaninas P adrenér- P adrenérgico Ge activacion de
gicas,glucagon,etc. adenilil ciclasa

aminas a2 adrenérgicas, a2 adrenérgico Gi inbibicién de adenilil ciclasa,
sosatostatina, etc. activacion de fosfolipasa C y

apertura de canales de [+
desconocido desconocido Go desconocido

catecolaninas a1 adrenér- ai adrenérgico Gx 006y activacion de fosfolipasa C
gicas, vasopresina, etc.

fotones rodopsina transducina(Gt) activacion de fosfodiesteraca
de GNP ciclico
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Como se vera luego, hay una marcada conservacidén de estructura vy

funcidén de las distintas proteinas G, por lo gque no es sorpren-
dente que los receptores acoplados a estas proteinas pertenezcan

a una familia de proteinas relacionadas (Bourne y De Franco,

1989).

Estructura

Los distintos receptores de esta familia (resumidos en la tabla
1) muestran distinto grado de conservacidén de la secuencia amino-
acidica, pero todos poseen una topologia similar (Dohlman et al,

1987). Un diagrama esquematico de los mismos se aprecia en la fi-

gura 5.

CHO CHO
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Todos los miembros de esta familia parecen atravesar la membrana
plasmatica siete veces y tienen el amino terminal orientado hacia
el espacio extracelular y el carboxilo terminal en el citoplasma.
Esta estructura parece ser muy adecnada para transmitir la sefnal
a la proteina G asociada que reside en la cara interna de la mem-
brana plasmatica, por medio de cambios conformacionales inducidos
por el ligando (Lefkowitz y Caron, 1988). Los dominios transmem-
brana serian los encargados de unir el ligando. En el caso de 1la
rodopsina, la proteina (opsina) tiene asociado 11 cis-retinal que
cambia de conformacién por efecto de la luz y cumpliria el efecto
estérico del ligando y dicha molécula se asocia a la regidn

transmembrana (Stryer, 1986).

Los loops intracitoplasmaticos o el carboxilo terminal serian,
por su parte, las zonas de interaccidén con las proteinas G. Ade-
mas, en el extremo carboxilo terminal se producen fosforilaciones

que regulan la actividad del receptor.

II s 1 !» 2 2 1 .]o]. + 2

Al activarse el receptor por unién del ligando especifico, ocu-
rren dos procesos. Uno es la activacién de la proteina G asociada
que, a su vez, activa al efector; al mismo tiempo, el receptor
activado es fosforilado y este mecanismo permite su desensibili-
zacién. La desensibilizacidén puede ser homdéloga o heterdloga. En
el primer caso, la activacidén de una via promueve la fosforila-
cién del receptor por enzimas especificas como la rodopsina qui-
nasa (Wilden y Kuhn, 1982) o la quinasa del receptor B8 adrenérgi-
co (Benovic et al, 1986), y esa fosforilacién desactiva sélo a la
propia via; en el caso de la desensibilizacién heterdéloga, la ex-
posicidén de una célula a un agonista determinado, inhibe la res-
puesta a otros agonistas que actian por medio de diferentes re-
ceptores, fosforilando dichos receptores. Estas fosforilaciones

son llevadas a cabo por las quinasas de proteinas A y C, como se
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ha demostrado para el receptor B adrenérgico (Sibley et al,
1987).

En algunos casos, la fosforilacidon del receptor permite la inter-
accién con proteinas que compiten con la proteina G y, de esa
forma, inactivan la via de transduccidén. Esto se ha demostrado
para la rodopsina, que al fosforilarse interacciona con una pro-
teina llamada arrestina, que impide la activacidén de transducina

(Wilden et al, 1986).

Finalmente, los receptores fosforilados son internalizados y, en

general, luego de defosforilarse son reciclados.

Otros segundos mensajeros

Ademas del AMP ciclico y Ca2+-fosfoinositidos, existen otros se-
gundos mensajeros como el GMP ciclico, metabolitos del acido ara-

quiddénico y el pH citoplasmatico.

El GMP ciclico esta difundido en algunos tipos celulares solamen-
te. Por un mecanismo similar al del AMP ciclico, media la relaja-
cién de misculo liso en respuesta al factor natriurético atrial y
en células de la mucosa intestinal media la secrecién de sales en
respuesta a una exotoxina bacteriana (Waldman y Murad, 1987).
Ademas, participa en el mecanismo de la visidén (Stryer, 1986); en
células de la retina en oscuridad, el GMP ciclico se une a cana-
les de Na+ manteniéndolos abiertos; al captarse la luz, se activa
la rodopsina y via transducina se activa la fosfodiesterasa de
GMP ciclico que degrada al nucleétido y permite el cerrado de los
canales de Nat+ con la consiguiente hiperpolarizacién de la mem-

brana.

El acido araquidénico es liberado por fosfolipasa Az o por fos-
folipasa C y diacil glicerol lipasa a partir de fosfolipidos; por

accidén de diferentes enzimas (cicloxigenasa, lipoxigenasa y epo-
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xygenasa) es convertido en metabolitos que participan en mecanis-
moe inter e intra celulares (Needleman et al, 1986); estos meta-
bolitos participan en la estimulacidén de la liberacidén de insuli-
na, en liberacién de hormona lutainizante y en la regulacién hor-
monal de canales de K+ en neuronas sensoriales de A4plysia. Los
receptores que activan la fosfolipasa A2 actuarian via proteinas
G (Jelsema, 1987).

Por su parte, el pH citoplasmatico parece actuar como segundo
mensajero en varios tipos celulares. Por ejemplo, en fibroblas-
tos, en respuesta a factores de crecimiento hay una rapida alca-
linizacién del citoplasma de alrededor de 0,2 unidades de pH
(Pouyssegur et al, 1984). El1 pH citoplasmatico es regulado prin-
cipalmente por el antiporter Nat+/K+ y también por un antiporter
de bicarbonato vy, sobre ellos actiuan la proteina quinasa C vy
otros componentes de mecanismos de transduccidén de seriales (Vara

vy Rozengurt, 1985).
Transemisién del mensaje el nicleo

En forma frecuente, la estimulacidén de receptores resulta en una
alteracién de la transcripcién de genes especificos. Esto se debe
a que los segundos mensajeros o bien proteinas que actian en al-
guna via de transduccidn de sefiales, modulan la actividad de fac-

tores de transcripciédn.

Asi, el AMP ciclico induce la expresién de numerosos genes y 6se€
efecto es mediado por una proteina que se une a un consenso de-
terminado en la regidn promotora de esos genes. Ese consenso se

denomina CRE o elemento de respuesta a AMP ciclico (Montminy y

Bilezikjian, 1987).

La activacién de la PRC por ésteres de forbol también produce in-
duccidén de la expresién de genes; estos genes poseen un CONsSenso

denominado TRE que es reconocido por factores de transcripcién



como AP-1 cuya actividad es regulada por PKC (Angel et al,
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1987).

El factor AP-1 es un dimero formado por los productos de los pro-

tooncogenes c-jun y c-fos.

De este modo entonces,

para diferenciacién celular,

to. La figura 6 resume los mecanismos vistos.

En Saccharomyces cerevisiae
tintas vias y constituye un buen ejemplo para ilustrar esta

cién,

las sefiales tanto para proliferacién como

llegan al niGcleo y producen su efec-
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como se aprecia en la figura 7.
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En respuesta a nutrientes, el sistema RAS-adenilil ciclasa produ-
ce AMP ciclico, y las quinasas de proteinas dependlentes de dicho
nucledétido activan factores de transcripcidén nucleares que produ-
cen el crecimiento celular (Broach, 1991). Por otro lado, para la
reproduccién sexual, las células a liberan la feromona a que es
captada por células a por medio de un receptor (STE 2) que se co-
necta con una proteina G (codificada por los genes SCGl, STE4 y
STE18) y este complejo activa gquinasas de proteinas especificas
(STE7, STEll); éstas activan un factor de transcripcidén (STE12)
que actiia sobre distintos genes produciendo un arresto del creci-

miento y los cambios morfoldgicos necesarios para el cruzamiento

(Fields, 1990).



TRANSDUCCION DE SENALES EN PROCARIOTES

Consideraciones generales

Los procesos fisioldégicos bacterianos de adaptacidn al entorno
son mediados por segundos mensajeros y, en especial, por quinasas
de proteinas o fosfotransferasas. La modificacidédn post-traduccio-
nal de proteinas por fosforilacidén, ampliamente difundida en eu-
cariotes, también cumple un papel central en organismos procarié-

ticos (Saier et al, 19380).

Estas fosfotransferasas +tienen caracteristicas similares a las
eucaridéticas, pero también poseen propiedades Gnicas. Entre los
mecanismos que regulan, se encuentran el metabolismo intermedia-
rio, el transporte de carbohidratos, la transcripcién de genes vy
la diferenciacién celular, como también procesos de virulencia,

fijacidén de CO2 fotosintético, etc. (Cozzone, 1988).

Se han encontrado tres mecanismos distintos de fosforilacién de

proteinas en bacterias (Saier et al, 1990). Ellos son:

a) Quinasas de proteinas activadas por metabolitos
b) Sistemas de sensor-regulador o de dos componentes

c) Sistema de fosfotransferasas dependiente de fosfoenol piruvato

(PTS)
Quinasas de proteinas activadas por metabolitos

Este grupo incluye a miembros de la clasica familia de fosfo-
transferasas dependientes de ATP, que son semejantes a las carac-
terizadas en eucariotes. Estas enzimas fosforilan a sus sustratos
en serina, treonina y tirosina (Reizer et al, 1988); incluso se
han caracterizado algunas gque son capaces de fosforilar proteinas

de origen eucaridtico (Chiang et al, 1989).
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Si bien existen casos en que responden a segundos mensajeros, co-
mo AMPC o Ca2+ (Platt et al, 1988), en general son activadas en

forma alostérica por metabolitos celulares (Groisman y Saier,

1990).

En la figura 8 se muestra un esquema del funcionamiento de estas

quinasas.
Proteina T
Pi Y ATP
Protein-P Metabolito
S o )
Fosfatasa Segundo mensajero
S
H0 Proteina TJ -P ADP
| Y

Como se ve, la activacidén concluye por accidén de una fosfatasa
que actia sobre la proteina que fue fosforilada. La actividad de
fosfatasa puede deberse a una enzima distinta, o bien puede ser

propiedad de la misma enzima (Saier et al, 1990).
Funciones
Las quinasas de esta familia mejor caracterizadas son las isoci-

trato de hidrogenasa quinasas de bacterias entéricas y las fosfo-

transferasas que fosforilan HPr, una proteina transportadora de

fosfatos del PTS.
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En el primer grupo se encuentra como sustrato la isocitrato de
hidrogenasa. En E. c¢oll se ha demostrado que su fosforilacién re-
versible modula el flujo de carbono via ciclo de acidos tricarbo-
xilicos y wshunt del glioxalato (Wang y Koshland, 1982; Nimmo,
1984). Dentro de este grupo también es sustrato la citrato liasa-
ligasa. En Clostridium sphenoides se ha demostrado que su fosfo-

rilacién regula el metabolismo del citrato (Antranikian et al,

1885) .

Las fosfotransferasas del segundo grupo fosforilan a HPr (Postma
y Lengeler, 1985) y de ese modo producen una conexidén entre dos
sistemas de transduccidén de seflales que emplean la transferencia

de fosfatos como mecanismo de activacidn.

Sistemas de dos componentes

Muchas de las respuestas adaptativas en Dbacterias, que varian
desde cambios transientes en la movilidad a reorganizaciones glo-
bales de la expresidén génica y la morfologia celular, son media-

das por los llamados sistemas regulatorios de dos componentes

(Stock et al, 1989).

En su forma mas simple, estos sistemas estédn formados por un re-
ceptor o sensor, que habitualmente estéd ubicado en la memb;ana
interna, y un regulador que es una proteina citoplasmatica con
capacidad para unirse al ADN. La informacidén captada por el sen-
sor se transmite al regulador por fosforilacidén. Estos sistemas
poseen en general mas de dos componentes y, en algunos casos, co-
mo en quimiotaxis, la respuesta final no es la expresién de genes
sino cambios en la rotacidén del flagelo. Ademas, en algunos ca-
sos, los sensores con actividad de quinasa de proteinas son cito-

plasmdticos y necesitan de otras proteinas de membrana que capten

la sefial.



El mecanismo de activacidn de estas vias sigue los siguientes pa-
soe: primero, el sensor capta la sefial y, como consecuencia de
ello, se autofosforila en un residuo histidina; luego, el sensor
fosforilado interacciona con el regulador y le transfiere el fos-
fato a un residuo aspartato activandolo. Finalmente, el regulador
fosforilado cumple su efecto, ya sea activar la transcripcién de
genes, cambiar el sentido de la movilidad, etc. (Bourret et al,
1989).

Este modelo de funcionamiento fue deducido a partir del andlisis
de las secuencias aminoacidicas de sensores y reguladores de dis-

tintos sistemas.

Los sensores tienen una secuencia variable en 1la regién amino
terminal que es la encargada de captar la seflal especifica y po-
seen en el carboxilo terminal una regidén conservada. Esta regiédn
tiene dominios conservados que aparecen en otras quinasas de pro-
teinas y, ademas, en casi todos los casos, en esta regidén se en-

cuentra el sitio de autofosforilacidén (Bourret et al, 1989).

Por su parte, los sensores presentan una regién conservada en el
amino terminal, mientras que la regidén carboxilo terminal es muy
variable, y seria la zona encargada de producir el efecto final

(Bourret et al, 1989).

El mecanismo postulado implica, entonces, la interaccién protei-
na-proteina entre las regiones conservadas de cada componente. Es
por ello que esas regiones han sido denominadas "transmisor” y

"receptor”, respectivamente (Kofoid y Parkinson, 1988).

La autofoseforilacidén del sensor es una tipica reaccién de quina-
sa; en ella, se transfiere el fosfato ¥ del ATP al anillo imida-

z6lico de una histidina. La fosfohistidina obtenida puede consi-
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derarse un intermediario de alta energia que media la transferen-
cia de un fosfato de un dador a un aceptor; esto es diferente a
lo que ocurre con fosfoésteres como fosfoserina, fosfotreonina o
fosfotirosina, que eson mas estables y sirven para modular veloci-
dades de cataliesie. La diferencia se debe a que la fosfohistidina
posee una energia libre estandar de hidrdlisis muy alta (Stock et
al, 1989).

Loe reguladores son fosforilados en un residuo aspartato que se
encuentra en la regidén conservada y forma parte de un consenso
que forma un bolsillo acidico que permite el ataque nucleofilico
por parte del fosfato de la fosfohistidina (Stock et &1, 1989).
Debido a la alta energia libre de hidrdlisis del fosfoaspartato,
el regulador fosforilado es poco estable y eso seria aprovechado

por estos sistemas para producir efectos transientes (Bourret et

al, 1989).

Distint et le d !

Los sistemas de dos componentes estédn ampliamente difundidos en
los mecanismos regulatorios bacterianos. En la tabla 2 se deta-

l1lan los mas conocidos.

Como puede apreciarse, una Gnica bacteria como por ejemplo, E.
coli, posee varios sistemas regulatorios de dos componentes gque
le permiten adaptarse a diferentes estimulos externos. Si las se-
fiales se transmitiesen por medio de un segundo mensajero coman,

habria una gran probabilidad de interferencias.



ESPECIE SEBSOR REGULADOR FUBCION
Proteina Localizacion Protefna  Transcripeién

5. coli-S. typhimurius Che A citoplasma Che B 10 Quiniotaxis

Che Y NO
Bhizobium aeliloti Ntr B citoplasna Ntr C S1 Aeinilacion de M2
Escherichia coli Bov 2 peabrana Oap R Sl Bxpresion de porinas
Agrobacterium tumefaciens Vir A seabrana Vir 6 b)) Transformacion de plantas
Escherichia coli Pho M peabrans ? Pho P S1 Asinilacion de fosfatos

Pho R seabrana ?

Bhizobium meliloti Fix L peabrana ! Fx J S1 Fijacion de M2
DBacillus subtilis Deg § citoplasma ? Deg 0 S1 Enzimas degradativas
Bacillus subtilis Kin A aenbrana Spo 04 SI Esporulacidn

Spo OF N0

Spo 0B NO

Es por ello gque 1los sistemas de transferencia de fosfatos entre

el sensor y el regulador son ventajosos, ya que permiten utilizar
un mecanismo comin gque cuenta con las necesarias diferencias para
especificidad de cada (Stock,

hay similitudes suficientes como para gque ha-

asegurar la sefilal y su efecto

1987).

va interaccién

Sin embargo,

entre miembros de distintas vias en condiciones

1988), habiéndose demostrado

por sensores de

fosforila-

anormales (Ninfa et al,

otros sistemas in vitro.

ciones de reguladores

Ademds, esto también podria ocurrir in vivo; hay casos en los qQue

el fenotipo de una célula gque tiene una mutacidén en un sensor
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puede interpretarse como el resultado de un bajo nivel de inter-

conexidn entre pares de sensorregulador inapropiados (Ronson et

al, 1987).

E ion d .

Un ejemplo clasico de sistema de dos componentes es el del siste-

ma que regula la expresidn de porinas en E. coll.

Las células de £E. coli estan compuestas por dos compartimentos,
periplasma y citoplasma, delimitados por la membrana externa y la
pared celular, por un lado, y por la membrana interna, por otro
(Stock et al, 1989). El complejo membrana externa-pared celular
es rigido y permite soportar la presidén osmética del medio; posee
ademéds, canales formados por homotrimeros de porina que permiten
el intercambio con el entorno (Nikaido vy Vaara, 1985). Las dos
porinas principales de E. c¢oli son los productos de los genes
OmpF y OmpC; los niveles de estas porinas estdn regulados en res-
puesta a varios parametros ambientales, como osmolaridad del me-
dio, temperatura, fuentes de carbono, etc. (Lugtenberg et al,
1976). La regulacién es llevada a cabo a nivel transcripcional
por dos genes gque forman el locus OmpB y son los denominados OmpR
y EnvZ (Hall y Silhavy, 1981).

En la figura 9 se detalla el funcionamiento del sistema.



medlo externo

1OmpFL mp
e s Y s J s R s u —— pared celular
' Q}:'OSIOQ‘Q ' periplasma
] 1 1 L membrana Ihlefrna
EnvZ EnvZ }-P citoplasma
AP ADP

La proteina EnvZ es una proteina intrinseca de membrana que es
capaz de sensar la presidén del espacio periplasmatico. Cumpliendo
con su papel de sensor, se autofosforila en histidina y trans-
fiere el fosfato a un aspartato de la proteina OmpR. Esta
proteina fosforilada activa la transcripcidén de los genes que

codifican para las proteinas OmpF y OmpC.
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Sistema de fosfotransferasae dependiente de fosfoenolpiruvato

(PTS)

Este sistema se basa en la transferencia de un grupo fosfato del
fosfoenolpiruvato (PEP) a una serie de proteinas que permiten la
translocacién de determinados carbohidratos, su fosforilacidén vy

la respuesta quimiotactica correspondiente (Saier et &1, 1990).

M . i . -

La cadena del PTS comprende habitualmente cuatro proteinas: HPr y
la enzima I que son proteinas solubles encargadas del acoplamento
energético, y las enzimas II y III que se unen a membranas y son
especificas para cada azucar (Saler, 1989). Las fosforilaciones
se producen en residuos histidina (Potsma y Lengeler, 1985). En

la figura 10 se puede observar un modelo del mecanismo del PTS.

INTERIOR IEXTERIOR

(Permeasa
P
inaotiva)

S-P

S

(Permeasa
X X &X . + g o
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(Adenilli
Clolasa
Aotiva)

e@%



- 29 -

En E. coll y otras bacterlas entéricas, la enzima III actua como
efector alostérico regulando la actividad de permeasas de carbo-
hidratos, enzimas catabdélicas, adenilil ciclasa y, probablemente,
de reguladores transcripcionales. En bacterias Gram positivas, el
PTS regula enzimas catabdlicas y permeasas de carbohidratos por

una fosforilacién directa (Saier et al, 1990).

Ademas, algunos operones sufren la fosforilacién directa de anti-
terminadores transcripcionales, como es el caso de F. coli y B.
subtilis (Amster-Choder et al, 1989).

Funci 1iad 1 PTS

Una de las funciones primordiales del PTS es la captacidén de car-
bohidratos especificos. Esta clase de transporte ocurre en forma
de sistema vectorial gque cataliza la translocacidédn de los sustra-
tos a través de la membrana. Ademds, al mismo tiempo que se pro-
duce su translocacidén, los carbohidratos son fosforilados por un
proceso vectorial dependiente de PEP. De este modo, en el inte-
rior de la célula no hay carbohidratos libres (Potsma y Lengeler,
1985). Existe cooperatividad entre la unién del sustrato en la
cara externa de la membrana y la unién de la enzima III (o la en-
zima II) en la cara interna, y esto representa un verdadero sis-
tema de transduccioén de sefiales, ya que una limitada cantidad de

la enzima permite la regulacién alostérica de numerosos sistemas
(Saier, 1989).

Ademds, estos carbohidratos tienen un efecto quimiotactico sobre
la bacteria. Esta sefial no se transduce por medio del sistema
cheA-cheY, sino que implica a las enzimas II o III del PTS (Len-
geler et al, 1981). Debido a esto, la quimiorecepcidén estd muy
ligada al proceso de translocacidén y fosforilacidén. La fosforila-

cién reversible de estas enzimas es la sefial para activar la via
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quimiotictica. No se sabe si estas enzimas interactian directa-
mente con algun componente del sistema quimiotictico cheA-cheY o

ejercen su efecto por algin factor difusible.

Efectos regulatorios del PTO

El sistema PTS regula también la captacidén y el catabolismo; 1los
efectos del PTS sobre estos procesos son conocidos como exclusidn

del inductor y represidén catabédlica.

En ausencia de sustratos del PTS, 1la transferencia de fosfatos
desde el PEP se detiene en la enzima IIl; esta enzima fosforilada
activa a la adenilil ciclasa y las permeasas para azQcares gque no
se transportan por el PTS estan activas. En presencia de un sus-
trato del PTS, la enzima III transfiere el fosfato a dicho sus-
trato, por 1lo que no es capaz de activar la adenilil ciclasa.

Ademéas, la enzima defosforilada se une a las permeasas y las

inactiva.

La inactivacién de las permeasas es el fendmeno conocido como ex-
clusién del inductor; la sintesis de las enzimas que catabolizan
carbohidratos que no se transportan por el PTS es disparada por
el AMPc de modo que, al disminuir el nivel de este nucleétido,
disminuye la sintesis de esas enzimas, constituyendo el fendmeno

denominado represidén catabdlica (Saier, 1989).



CABRACTERISTICAS DE LA FAMILIA DE LAS GTPasas

Caracteristicas generales

Las proteinas que pertenecen a esta familia se distinguen por un
disefio estructural y un mecanismo de activacidén comunes. Cada
miembro constituye un switch preciso que cambia su afinidad por
otras macromoléculas. La activacidén se produce por unidén de GTP y
la inactivacidén por hidrélisis del GTP a GDP; este mecanismo ver-
satil permite a las distintas GTPasas amplificar sefiales trans-
membrana, dirigir la sintesis y translocacidén de proteinas, guiar
el trafico vesicular a través del citoplasma y controlar la pro-

liferacién y diferenciacién de células animales.

Como blancos de mutaciones y toxinas microbianas, las GTPasas
cumplen papeles importantes en la patogénesis del céncer y de en-

fermedades infecciosas.

Las caracteristicas enumeradas, hacen de las GTPasas un claro
ejemplo del curso de la evolucidén que ha permitido obtener diver-
sidad funcional a partir de un mecanismo y una estructura conser-
vados (Bourne et al, 1990).

Los miembros mas importantes de la familia son:

1) Los productos de los oncogenes y protooncogenes ras y protei-
nas relacionadas

2) GTPasas que participan en la sintesis ribosomal de proteinas
cuyo ejemplo clasico es el factor de elongacidén bacteriano EF-
Tu

3) Las subunidades a de las proteinas G, heterotrimeros que par-

ticipan en la transduccidén de diversas sefiales.

El término GTPasa es el que mejor define a esta familia, ya que
hace hincapié en la actividad bioquimica crucial de estas protei-

nas y, por lo tanto, ha sido acufiado recientemente (Bourne et al,
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1990), dejandose de lado otras definiciones como proteinas que

unen GTP. Con esta definicién, se diferencia claramente a esta

familia de otras proteinas, como por ejemplo, guanilil ciclasa o

tubulina, cuyos mecanismos de accidn y activacidén son diferentes.

Ciclo del GTP

El ciclo de las GTPasas, que se muestra en la figura 11, incluye
tres estados conformacionales de la proteina. La liberacién del
GDP unido convierte al estado "inactivo"” de la proteina en un es-
tado "vacio" transiente. Bajo las condiciones normales del cito-

el GTP tiene mayor probabilidad de unirse que el GDP (por
y luego de este

hi-

plasma,
la diferencia en la concentracidén de uno y otro),

evento la proteina adquiere la conformacién "activa” que por

drélisis del GTP revierte a la forma inactiva.

GDP

GTP
GNRP)
Kdis-GDP
]

Kcat-GDP

(GAPD
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La irreversibilidad de la hidrélisis del GTP hace que el ciclo
sea unidireccional. La funcionalidad estid dada por las diferentes

capacidades para interactuar con macromoléculas especificas.

Para la mayoria de las GTPasas, la fraccién de moléculas en la
forma "activa" depende de las velocidades relativas de dos reac-
ciones: a) disociacién del GDP y b) hidrdlieis del GTP. Esas ve-
locidades estan definidas, respectivamente, por dos conestantes de
velocidad, Kdais.GDP y Kcat.GTP. La relacién entre las formas uni-

das a GTP y GDP es:

GTPasa.GTP Kais.GDP
GTPasa.GDP Kecat.GTP

En casi todos los casos, estas constantes de velocidad son regu-
ladas por proteinas especificas. Agquéllas que aumentan Kais.GDP
se llaman proteinas intercambiadoras de nucledétidos (GNRPs),
mientras que las que aumentan Kcat.GTP se denominan proteinas ac-
tivadoras de la GTPasa (GAPs)(Bourne et al, 1991).

Utilizando los ejemplos del factor de elongacidén bacteriano tu
(EF-Tu) vy de las proteinas G, se puede obsgervar claramente las
diferegtes funciones que cumple el ciclo de las GTPasas. El ciclo

del EF-Tu esta esquematizado en la figura 12.

Una proteina intercambiadora de nucledétidos, EF-Ts, se une a la
forma inactiva de EF-Tu y promueve la disociacién de GDP. Luego,
EF-Tu unido a GTP se disocia de EF-Ts y se une al aminoacil ARN
de transferencia (ARNt) para formar un complejo que se une al ri-
bosoma programado. La hidrdlisis del GTP, promovida por ei ribo-
soma, que actdia como GAP, sirve para controlar y mejorar la fide-
lidad de la traduccidén. Este proceso se conoce como prueba de
lectura cinética y compara la duracién de la interaccién coddn-

anticodén con el tiempo requerido para la hidrdlisis del GTP. En
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el primer paso de control, un anticoddén incorrecto tiene alta
probabilidad de disociarse del codén antes de la hidrdélisis y el
aminoacil-ARNt sera rechazado. Existe un segundo paso de control
y estd dado por la unidén del complejo EF-Tu.GDP al ribosoma ya
que dicho complejo no se libera en forma inmediata, sino que se

mantiene unido un tiempo suficiente como para que un anticodédn

débilmente unido tenga una segunda oportunidad para disociarse.

GDP GTP

*‘// e>1'E;4IE!‘ .
. Vo
NE

A
Gree]

aa-tRNA
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Las proteinas G por su parte, utilizan el mecanismo para transdu-
cir sefiales a través de la membrana y su ciclo se esquematiza en

la figura 13.

.ﬂ *“"}.

.
®

P| @ \
Respuesta @

El receptor actia como GNRP promoviendo la disociacién del GDP de
la subunidad a; la unién del GTP produce la disociacién del tri-
mero aPB¥ del receptor y la separacidén de a-GTP del complejo B¥.
El complejo a-GTP interactua con el efector activandolo y la in-
teraccién termina por hidrélisis del GTP por una actividad GTPasa

propia de la subunidad a. El complejo a-GTP se une a PB¥ para re-

poner el estado "inactivo"” de la proteina.
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La actividad GTPasa estd controlada en forma diferente en estos
dos casos ya que hay requerimientos distintos para amplificar se-
fiales y para la lectura de prueba. En el caso del EF-Tu, el meca-
nismo requiere que la interaccién con el ribosoma acelere por un
factor mayor a 105 la Kcat.GTP intrinseca, que es muy baja; 1la
actividad GTPasica actia como un crondémetro y debe ser muy preci-
sa para garantizar la eficiencia y la fidelidad de la traduccién.
Por eso el complejo EF.Tu activo-aminoacil ARNt tiene una dura-
cidén determinada y por eso también, la hidrdlisis del GTP debe

ser tan estrictamente condicional y depender del ribosoma.

En el caso de las proteinas G, los requerimientos no son tan es-
trictos. La amplificacidén de la senal se produce usando una Kcat.
GTP fija y esta actividad es propia de la proteina. La hidrdélisis
de GTP es mucho mas lenta que en el caso del EF-Tu. Esta veloci-
dad de hidrélisis de GTP es lo suficientemente lenta para ampli-
ficar la sefial (ya que permite la interaccién con mas de una mo-
lécula del efector), y es lo suficientemente rapida para terminar
con la transmisién del mensaje de modo de mantener las condicio-

nes fisioldégicas Sptimas (Bourne et al, 1880).
Regiones implicadas en la unién del nucledétido

Se han identificado cinco regiones implicadas en la unién del nu-
cleétido en distintos miembros de 1la familia (Halliday, 1984).
Estas regiones, en especial las primeras cuatro, estidn muy con-
servadas y se les ha denominado ACEGI, contando desde el extremo
amino terminal. El consenso A es GXXXXGK; el £ amino de la lisina
junto con hidrégenos de grupos amidicos de la cadena principal de

varios aminoacidos forman puentes de hidrégeno con los fosfatos a

y B.
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La regidén C esta definida por el consenso DXXG; el aspartato se
une al Mg2+ a través de una molécula de agua, mientras que el
protén amidico de la glicina forma un puente de hidrdégeno con el
fosfato ¥.

La secuencla consenso E es una regidén muy hidrofébica que precede
a la regién G. Esta regién tiene la secuencia caracteristica NEKXD
y participa en la unién de la guanina; la asparagina forma un
puente de hidrégeno con el Cs de la base y el aspartico hace 1lo
propio con el NH2 de la posicidén 2 del anillo. La lisina forma
puentes de hidrdégeno con carbonilos de G y K del consenso A esta-

bilizando la unidén de la base.

La regién 1 estd definida en la familia ras por la secuencia TSA;
la alanina estd en contacto con la base y, dado qQue ese es el
inico punto de contacto, es posible que por eso sea dificil en-
contrar sus equivalentes en el resto de la familia. Sus homdlogos
serian la regién TSAL (171-174) de EF-Tu y TCAVDT (366-371) en

subunidades a de proteinas G.



PROTEINAS G
Caracteristicas generales

Las proteinas G son trimeros formados por subunidades a y el com-
rlejo B¥. Las subunidades a se caracterizan por un PM que osclla
entre 39 y 54 kDa, y al producirse la activacidén se disocian del
complejo B¥. Funcionalmente, el complejo P8 es una unidad, aunque
estid formado por dos péptidos: la subunidad B con PM de 35-36 kDa
¥y la subunidad ¥ cuyo PM 6e halla entre 8 y 10 kDa (Gilman,

1987).

Estos trimeros confieren al proceso de transduccidén de la seiial
doe caracteristicas fundamentales: direccionalidad y amplifica-
cién (Heideman y Bourne, 1980). La direccionalidad estd dada por
la actividad GTPasa como ya se vio. Como consecuencia de dicha
actividad, la reactivacidén requiere que haya una nueva interac-
cién con el receptor, lo que diferencia este procesos del aloste-
rismo. Existe una barrera de energia que impide la disociacidn
espontidnea del nucledétido, ya sea en la forma di o trifosfato. La
amplificacién ocurre por dos mecanismos: primero, la activacién
de un Gnico receptor permite la activacidén de un namero mucho ma-
yor de proteinas G; segundo, cada subunidad a tiene una vida me-

dia en el estado activado que le permite interaccionar con varias

moléculas del efector.
Clasificacién y funcién de las subunidades a

Gracias a las técnicas de clonado y secuenciacién, se han identi-
ficado numerosas subunidades a en todos los organismos eucaridti-
cos. Hay mas de 30 miembros de esta familia clonados, y al ali-
nearlos se observa que hay alrededor de un 20% de aminoacidos in-
variables (Lochrie y Simon, 1988), que son los implicados en 1la
unién del nucleétido. Ademds, la conservacién entre las distintas

especies es muy alta. En base a la homologia de la secuencia ami-
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noacidica, en mamiferos se puede clagificar a las subunidades «a
en 4 grupos, segln el detalle que se observa en la figura 14
(Simon et al, 1991).

\Gaoa GI

1

1 i 1 ]
40 50 60 70 80 90 100
Identidad de aminoécidos (%)

La clase Gs presenta a as y Qolf. Ambas activan a la adenilil ci-
clasa pero aolf estda restringida a tejldos neuronales especificos
y su funcidén seria participar en la transduccidon de sefiales olfa-

torias (Jones y Reed, 1989). as es ADP ribosilable por la toxina
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de Vibrio cholerae (CT)(Northup et al, 1980), y también es capaz
de activar canales de Ca2+ (Brown y Birnbaumer, 1938; Mattera et
al, 1989).

La clase Gi tiene los siguientes miembros: ail, aiz, ai3, aoa,
aob, atec, atr y az. Todas estas subunidades a, excepto az, son
ADP ribosiladae por toxina de Bordetella pertussis (PT). Las tres
ai son muy homélogas entre si y su funcidén es inactivar a la ade-
nilil ciclasa (Bokoch et al, 1984) y activar canales de K+ atria-
les (Yatani et al, 1988). Las dos ao abundan en cerebro (Asano et
al, 1987). Si Dbien no se sabe con exactitud qué funciones cum-
plen, distintos experimentos indican que actuarian en los si-
guientes procesos: acople de receptores quimioatractantes y fos-
folipasa C (Kikuchl et al, 1986), activar canales de Ca2+ (Hes-
cheler et al, 1987) y de K+ (Van Dongen et al, 1988), y acople
con receptor adrenérgico a2 (Cerione et al, 1986). Las at forman
parte de la transducina de conos (¢) y bastones (r), activan la
fosfodiesterasa de GMP ciclico de la retina permitiendo que ocu-
rra el fendmeno de la visidén (Stryer, 1986). Ambas son ADP ribo-
silables por C.T. y P.T. La subunidad az tiene semejanzas con la
familia ai pero tiene rasgos propios: ademids de no ser modifica-
ble por P.T., presenta muy baja velocidad de intercambio y de hi-
drélisis de GTP (Casey et al, 1890). Se ha postulado que podria
regular PLC (Cockroft, 1987), e inhibir canales de K+ por accién

de sustancia P (Nakajima et al, 1988).

La familia Gq incluye a aq, a11, al4, al5 y aie. Las dos primeras
tienen alta homologia y estan ampliamente difundidas en distintos
tejidos (Strathmann y Simon, 1990); difieren en la regién de in-
teraccién con B¥, por 1o que generarian seflales con diferentes
constantes de tiempo vy diferentes especificidades de receptor
(Simon et al, 1991). Las tres formas restantes estan restringidas
a algunos tejidos solamente y cumplirian funciones similares. El

papel preponderante de esta familia es activar fosfolipasa C vy
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son insensibles a PT (Smrcka et &l, 1991). Dado que se ha detec-
tado efecto de esta toxina sobre la actividad de la enzima men-
cionada, se ha postulado la existencia de otra proteina G, sensi-
ble a PT que activaria PLC (Ohta et al, 1985) denominada GrpLc.
Esto implica que algunas isoformas de PLC se activarian por pro-
teinas G sensibles a PT, otras por proteinas G insensibles a di-

cha toxina y otras que responderian a p2lras,

La clase G12 estd formada por a1z y a13; ambas son ubicuas y se-
rian resistentes a PT (Parks y Weischaus, 1991). Adn no se conoce

las funciones gque cumplen.

Ademés, por distintos experimentos se ha postulado que debe exis-
tir G5, una proteina G asocilada a la exocitosis; actuaria acti-
vando PLC o produciendo algin otro segundo mensajero para produ-
cir el efecto (Barrowman et al, 1986), pero aun no se ha confir-

mado su existencia.

Ademas de mamiferos, se ha detectado la existencia de proteinas G
en plantas. Por ensayos bioquimicos e inmunoldégicos se detectd
una proteina G en hojas de alfalfa que estaria vinculada a fito-
cromo (Muschietti et al, 1891). Por otro lado, en Arabidopslis
thaliana se cloné una subunidad a (GPA1) que tiene un 73% de ho-
mologia con ai3 (Ma et al, 1890).

Ademas, se han identificado proteinas G en eucariotes inferiores
que mantienen las caracteristicas halladas en organismos superio-
res. En Saccharomyces cerevisiae, se encontraron dos subunidades
a denominadas ©SCGi1 y SCGz (Dietzel vy KurJan, 1987; Nakafuku et
al, 1988). Como se vio en otra seccibébn, participan en la respues-

ta a feromonas.
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En Dictyostelium discoldeum se clonaron dos genes que codifican
para subunidades a: ai y a2z (Devreotes, 1988). Estarian acopladas
a receptores guimiotacticos participando en los fendmenos de
agregacién celular y diferenciacién (Firtel et al, 1989).

También se ha detectado en Trypanosoma cruzi la presencia de al
menos una proteina G. Esto se logrdé por medio de técnicas bioqui-
micas e inmunolégicas (Coso et al, 1991) y por reconstituciones

heteré6logas (Eisenschlos et al, 1986a).

También se han reportado subunidades a en Caenorhabditis elegans

(Lochrie et al, 1991) vy en Drosophila melanogaster (Quan et al,

1989).

En general, las subunidades a de eucariotes inferiores tienen en-
tre un 60 y un 75% de homologia con sus equivalentes en mamife-
ros, lo que indica una alta conservacién durante la evolucidn pa-

ra mantener la funcidén de estas proteinas.
Caracteristicas y funciones del complejo B¥

En mamiferos se han encontrado cuatro isotipos de subunidades 8
(Levine et al, 1990; Simon et al, 1991). Comparten mas del 80% de
homologia y cada isotipo presenta una secuencia aminocacidica
idéntica en distintos organismos, hecho que estaria indicando una
conservacién de la funcién. De las cuatro isoformas, tres estéan
ampliamente difundidas en los distintos tejidos, mientras que 1la

variante B4 es abundante en cerebro y pulmén.

La subunidad ¥ ha presentado dificultades para su estudio, ya que
se tine poco y es dificil de localizar en geles (Hildebrandt et
al, 1984). Por técnicas electroforéticas, inmunolédgicas y de se-
cuenciacién de proteinas, se demostrd su diversidad (Roof et al,

1985; Hildebrandt et al, 1985). Se han detectado dos isotipos en
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retina (Van Dop et al, 1984; Fukada et al, 1989), v al menos
otros cuatro en otros tejidos (Ginlian y Graham, 1988; Gautam et
al, 1989).

Las subunidades ¥ presentan la secuencia C-A-A-X (donde C es cis-
teina, A un aminoacido alifatico y X cualquier aminoacido), en la
regién carboxilo terminal. Esta regidén es idéntica a la que apa-
rece en proteinas ras, laminas nucleares, factor a de mating de
levaduras, etc. (Rine y Kim, 1990). Esta secuencia ha sido deno-
minada CAAX box y en los ejemplos citados permite que las protei-
nas sufran una serie de modificaciones post-traduccionales y se
asocien a membranas. Se ha demostrado que las subunidades ¥ su-
fren esas modificaciones (Fukada et al, 1990), excepto ¥1 de re-
tina. En ese tejido, el complejo PB¥2 aumenta la unién de GTP a at
30 veces mas que B¥1 y que at.GDP tiene mucho més afinidad por
B¥2 (Ohguro et al, 1990). Todo esto indicaria que, en este caso,
las modificaciones post-traduccionales en la secuencia C-A-A-X
estarian relacionadas con la interaccidén entre el complejo B¥
(que seria activo sélo al ser modificado) y at y no con el ancla-

je a membranas como se habia postulado (Fukada et al, 1990).

La funcién mas conocida del complejo B¥ es atenuar la accién de
las subunidades a (Neer et al, 1987; Cerione et al, 1987). Sin
embargo, se han detectado otras funciones para este complejo. Da-
do gue el intercambio de nucleétidos en la subunidad a se produce
en forma eficiente s6lo en presencia del receptor activado y de
B¥, y que la adicién de B¥ libre a ai o ao acelera el intercambio
aunque en presencia de receptor el intercambio aumenta adn mas
(Higashijima et &l, 1987), se ha postulado que B¥ cumpliria el
papel de intercambiador, mientras que el receptor regularia la

funcién de B¥ (Heideman y Bourne, 1990).

Ademas, se han reportado efectos directos de B¥ sobre efectores.
Asi, se reportdé que % activa a la fosfolipasa A2 de retina para

producir acido araquidénico y que at inhibe dicho efecto (Jelsema
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y Axelrod, 1987). También se vio que ¥ activa canales de K+ de
corazén en concentraciones nanomolares (Logothetis et al, 1987),

aunque el mismo efecto se observé utilizando concentraciones pi-

comolares de ai (Codina et al, 1987).

Estos resultados desataron polémicas entre los laboratorios invo-
lucrados. Sin embargo, por andlisis genéticos de Saccharomyces
cerevisiae se demostrd que el mecanismo de recepcidn de la seifal
provocada por feromonas, ya visto en secciones anteriores, re-
quiere que las subunidades B y ¥ producidas por los genes STE4 y
STE18 sean funcionales. Mas aun, deleciones en el gen que codifi-
ca para la subunidad a (SCGl) potencian el efecto de la feromona
(Whiteway et al, 1988). Esto indica que el complejo B¥ es el en-
cargado de activar al efector y la subunidad a jugaria un papel

inhibitorio.
Por lo tanto, el complejo B¥ cumpliria las siguientes funciones:

a) Estabilizar la interaccién de las subunidades a con los re-
ceptores, tal vez induciendo la formacidén de complejos apro-
piados con cinéticas de activacidn especificas

b) Modular los efectos de las subunidades a activadas

c¢) Regular, al menos indirectamente, 1la actividad de canales vy

fosfolipasas

La diversidad de las subunidades B y ¥, las modificaciones que
sufren las uWltimas, la interaccidén con distintas subunidades a,
sugieren que el complejo BY¥ es importante en el establecimiento
de asociaciones especificas con receptores y en la integracidén de

diversas vias mediadas por proteinas G.



Relacidén estructura-funcién de las subunidades a

La comparacidén de regiones conservadas de la secuencia de subuni-
dades a con otras GTPasas, la construcciébn de guimeras, la modi-
ficacién por toxinas bacterianas y ensayos de mutagénesis dirigi-
da, han permitido postular una estructura tridimensional de estas

proteinas y detectar las regiones funcionalmente importantes.

Tomando como base las secuencias consenso de Halliday (Halliday,
1884) se alinearon las secuencias de subunidades a con las del
EF-Tu y p2lras y se obtuvo una secuencia "a promedio” (Masters et
al, 1986). Ademéas, teniendo en cuenta la estructura tridimensio-
nal del EF-Tu (Jurnak, 1985) se postuldé la estructura para la

subunidad "a promedio” que se muestra en la figura 15.

Al hacer la prediccidén de la estructura basédndose en la obtenida
para p2lras (deVos et al, 1988), se obtuvo un resultado idéntico

(Holbrook y Kim, 1989).
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Ademis de las cuatro regiones involucradas en la unién del nu-
cledétido, las subunidades a presentan otros dominios funcionales.
Uno de ellos es la regién responsable de la actividad GTPasica
(GAP) que ha sido ubicada entre las regiones A y C, aproximada-
mente entre los aminoicidos 100 y 230, como resultado de varias

evidenciae experimentales:

La arginina 201 de as es el blanco de 1la toxina de cdlera
(CT) cuyo efecto es la inhibicién de la actividad GTPasica
(Cassel y Selinger, 1977)

Mutaciones en la arginina 201 o en la glutamina 227 de as in-
hiben la actividad GTPasica (Landis et al, 1989). Un efecto
similar se observé en ai (posiciones 179 y 205)(Lyons et al,
1990).

Comparando con las secuencias de p2lras y de GAP (la proteina
que estimula la hidrélisie del GTP unido a p2l1) se observan

homologias en esta region (McCormick, 1989a)(figura 16).

M R|TIR VVSGFYV F|] GAP(891-903)

as (189-210) DYVPSDGQDILIL RICIRXV L TIS{G I F
p2lras (31-45) E Y|D|P T[;]E D|S Y|R|IKjQ V V

También se definidé un dominio atenuador, que controla la funcién
de la subunidad a en forma independiente de la GTPasa; el dominio
estaria ubicado entre los aminoacidos 15 y 144 y se lo caracteri-
26 por el efecto de mutaciones en dicha regién (Usawa et al,
1990a), vy por la expresidén de quimeras as/ai (Osawa et al,
1990b).

Por el método de quimeras también se mapedé la regidn que interac-
tGa con el efector. En as, el fragmento comprendido entre 1los
aminoacidos 235 y 355 es responsable de la activacién de la ade-
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nilil ciclasa, siendo esenciales los residuos 325-336 (Osawa et
al, 1990b).

El extremo amino terminal es la zona de contacto con el complejo
B8. La protedlisis de este extremo impide la unidén de la subuni-
dad a con B¥ (Neer et al, 1988).

‘La regidén de contacto con 1los receptores se encuentra en el ex-
tremo carboxilo terminal, tal como se deduce de varias eviden-

cias:

La ADP ribosilacién por toxina pertussis (PT) se produce en
una cisteina ubicada 4 aminoacidos antes del extremo carboxi-
lo terminal y su efecto es bloquear la respuesta a los recep-
tores activados (West et al, 1985)

Anticuerpos dirigidos contra el carboxilo terminal Dbloquean

la interaccidén con receptores (Cerione et al, 1988)

Se determind por medio de guimeras que el carboxilo terminal
es el responsable de la eepecificidad de la interaccidén con

el receptor (Masters et al, 1938)

Teniendo en cuenta todos estos datos, se ha postulado el modelo
que se observa en la figura 17 con los dominios funcionales de
las subunidades a (Osawa et al, 1980b).

Consensos
de Halliday nt ., Interaccion
nteraccion nteracci
Atenuador GAP efector receptor
NH /i;;‘——_ﬁ\\\\ COOH

CT PT
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Como se ve, se puede considerar a estas subunidades como dos mi-
tades; una de ellas, la que contiene el amino terminal con una
funcién atenuadora y la otra, que posee el carboxilo terminal con

una funcién activadora.

Finalmente, si se considera la organizacidén espacial de la pro-
teina, se ve que los extremos deben ubicarse muy cerca uno del
otro. Esto concuerda con el efecto de BY¥ sobre la interaccidn re-
ceptor-subunidad a. Ademas, otro dato que refuerza este modelo es
el requerimiento del complejo B¥, que interactia con el amino
terminal, para el efecto de la toxina pertussis que actiia sobre
el carboxilo terminal (Tsai et al, 1984). También se requiere que
ambos extremos sean funcionales para el efecto de la toxina de
cbélera (Osawa et al, 1990b). Por lo tanto, desde el punto de vis-
ta tridimensional, se puede considerar a las subunidades a como
un nacleo que tiene la capacidad de unir el nucleétido y propie-
dades efectoras y atenuadoras, y cuya funcién es regulada por los

dos extremos.

Organizacion de los sistemas de transduccién mediados por protei-

nas G

En un mismo tipo de células hay varias subunidades a distintas vy,
dada la intercambiabilidad de los complejos RB¥, existe la posibi-
lidad de varias combinaciones de subunidades. Estas relaciones
combinatoriales podrian regular la interaccién del receptor con
la proteina G y la cinética de activacidén de la respuesta (Simon
et al, 1891). También se ha postulado que existiria una comparti-
mentalizacién de los diferentes trimeros (Strittmatter et al,
1990). Ademas, los distintos complejos B¥ tienen afinidad dife-
rencial con las diferentes subunidades a (Casey et al, 1989b).

Todo esto contribuye a que se formen complicados circuitos de
transduccidén de sefiales con capacidad para interactuar entre s1i.
Esta seria una explicacidén para la multifuncionalidad de las sub-
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unidades a; cada una de ellas es capaz de activar distintos efec-
tores (canales, adenilil ciclasa, etc.), y podrian servir como

nicleo de coordinacidon de diferentes vias.

La posibilidad de interconexidén requiere la existencia de meca-
nismos de control. Uno de ellos parece ser un mecanismo de con-
trol por feed back mediado por fosforilaciones. Este tipo de me-
canismo ha sido observado en Dictyostelium discoideum (Stone vy
Reed, 1990). Incluso se ha reportado la interaccién de proteinas

G con ras (Yatani et al, 1990).

A partir de estos datos puede deducirse el papel fundamental que
cumplen estas proteinas en la coordinacidén e integracidén de in-

formacién.



PROTEINAS RAS
Consideraciones generales

Las proteinas ras son miembros de la familia de las GTPasas (Bar-
bacid, 1987), que se distinguen de las subunidades a de proteinas

G por las siguientes caracteristicas:

- No interaccionan con subunidades B¥

- Nno son ADP ribosilables por toxinas de cdélera o pertussis
- Su peso molecular oscila entre 21000 y 24000

La ultima caracteristica las diferencia también de los factores
de iniciacién y elongacidén de la sintesis proteica, ya que mien-
tras las proteinas ras tienen alrededor de 200 aminoacidos, 1los

factores citados tienen entre 400 y 900.

Las proteinas ras parecen ser muy ubicuas en eucariotes y se las
puede encontrar en forma proto-oncogénica u oncogénica. Esta Gl-
tima es capaz de transformar no sbélo lineas celulares sino que se
la ha encontrado en tumores de diversos érganos. Debido a esto,

estas proteinas han sido estudiadas intensamente en los 0ltimos

afios.
Caracteristicas de los genes ras

Los genes ras fueron identificados como los responsables de la
transformacién mediada por cepas del virus de sarcoma de rata y
de alli proviene su nombre: Rat Sarcoma. Se han detectado cuatro
retrovirus que contienen genes ras: H-MSV (Harvey, 1964), K-MSV
(Kirstein y Mayer, 1867), BALB-MSV (Aaronson y Barbacid, 1978) vy
Rasheed-MSV (Rasheed et al, 1978). Estos genes han sido clonados
y secuenciados (Dhar et al, 1982; Tsuchida et al, 1982; Rasheed
et al, 1983; Reddy et al, 1985).
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En mamiferos se han hallado tres genes ras: H-rasl, K-ras2 y N-
ras. Este ultimo es el dnico que no ha sido transducido por re-
trovirus y se lo aisldé de una linea celular de neuroblastoma
(Shimizu et al, 1983). Ademés, se detectaron dos seudogenes: N-
ras2 y K-rasl (Barbacid, 1987).

La regién codificante comprende cuatro exones salvo K-ras2 que
tiene dos formas alternativas para el exén 4 y produce dos pro-
teinas isomorfas de 188 y 189 aminoacidos (Barbacid, 1987). Pre-
sentan ademas, un quinto exén en 1la regidén 5" no codificante
(Ishii et al, 1985). Los exones estan muy conservados, lo que su-
giere que existidé un gen ancestral comin, mientras que los intro-
nes son muy divergentes, por lo que lae longitudes son diferen-

tes.

Los promotores no presentan las secuencias TATA y CAAT que apare-
cen en la mayoria de los genes eucaridticos; presentan, en cam-
bio, zonas ricas en GC que probablemente son reconocidas por el

factor spl, caracteristico de genes de mantenimiento celular

(Ishii et &l, 1986).
Estructura tridimensional de las proteinas ras

A partir de la obtencidén de la estructura cristalina del EF-Tu
(Jurnak, 1985; McCormick et al, 1985), se esbozaron modelos para
la estructura tridimensional de las proteinas ras. Para ello se
aprovechd la existencia de secuencias conservadas que participan
en la unidén del nucledétido y estos modelos demostraron ser acer-
tados cuando se logrd cristalizar al producto de c-H-ras unido a
GDP (DeVos et al, 1988).

El dominio catalitico constituye una unidad formada por una hoja
B enrollada en el centro, que estéd rodeada por a hélices. En la

figura 18 se observa un dlagrama con la estructura topoldégica de

la proteina.



La proteina estd formada por seis cadenas B ubicadas en forma pa-
ralela, excepto la B2 que es anti-paralela, y por cinco a héli-
ces. Estos dos tipos de cadenas estédn conectados por diez loops.

La estructura cristalina fue obtenida a una resolucidén de 2,7
A. Con esta resolucién fue posible trazar el esqueleto polipep-

tidico y, ademés, aproximar la orientacidén del atomo Cp y distin-
guir algunas cadenas laterales de aminoadcidos. El esqueleto poli-

peptidico obtenido es el que se muestra en la figura 19.

En el esquema de la figura 19 se observa que el nucledtido inter-
acciona con una especie de "bolsillo"” formado por los loops Li,
Lz, L7 y Ls. En estos Icops se ubican los aminocacidos de las se-
cuencias A (unidén de fosfatos), C (unidén del Mg2+) y G (unidén de
la base). Estas secuencias (fragmentos 12-15, 59-63 y 116-119)
estan remarcadas en el esquema, ya que las mutaciones por susti-

tucidén responsables de la activacidén oncogénica ocurren en ellas.
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También se cristalizdé una mutante oncogénica de c-Hras unida a
GDP (Tong et al, 1989) en la que hay una sustitucidén de valina
por glicina en la posicidén 12. Esto permitid comparar las estruc-
turas tridimensionales de una forma proto-oncogénica con una on-
cogénica. La estructura general de la proteina transformante es
muy similar a la de 1la normal; sdlo se advierten diferencias en
los loops L1, Lz, L3 y L4 en la mitad amino terminal de la molé-
cula: las mayores diferencias se producen en la regidén comprendi-
da entre los aminoédcidos 9 vy 18 y, fundamentalmente, se deben a
la pérdida de dos puentes de hidrdégeno de los residuos 12 y 13
con el B-fosfato. Esto parece alterar la orientacidén de dicho

fosfato que redundaria en una alteracidén de la velocidad de hi-

drélisis del GTP.
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Finalmente, también se logré cristalizar proteinas ras unidas a
andlogos no hidrolizables de GTP, es decir que la proteina se
cristalizé en su conformacidén activa. La cristalizacidédn se obtuvo
originalmente a una resolucidédn de 2,6 A (Pai et al, 1989) vy

luego se la mejord hasta lograr una resolucidén de 1,35 A (Pai

et al, 1990; Milburn et al, 1990). Las diferencias estructurales
que se producen al intercambiar GDP por GTP se observan en las
regiones que estan en contacto con el ¥ fosfato e implican a la
treonina 35 y la glicina 60 en especial, y también a la glicina
10 vy la alanina 11. Todo esto resulta en dos regiones que mues-
tran cambios conformacionales notorios entre un estado y otro
(Jurnak et al, 1990). Una abarca la regidén comprendida entre los
aminoacidos 30 y 38, y la otra envuelve al fragmento que se ex-
tiende entre los residuos 60 y 76. La figura 20 muestra las dife-

rencias entre ambas estructuras.
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Ambae regiones aparecen en la superficie de la molécula y son ve-
cinas. Todo esto hace que sean sitios potenciales de interaccién
con otras proteinas (Milburn et al, 1990). Teniendo en cuenta la
posicidén del carboxilo terminal que es la regidn que se une a la
membrana, el fragmento 60-76 queda orientado precisamente hacia
la membrana, mientras que la otra regién que presenta cambios
conformacionales queda orientada hacia el citoplasma. Por lo tan-
to, el mecanismo de activacidén de la proteina supondria la inter-
accidén con alguna proteina de membrana o asociada a ella, que fa-
cilite el intercambio de GDP por GTP por medio de un cambio con-
formacional en esa zona que 1luego se transmitiria a la otra re-
gién para producir un nuevo cambio conformacional que permita 1la

interaccidén con algin efector citoplasmatico.
Propiedades bioquimicas. Unién e hidrélisis de GTP

Como ya se ha visto, las proteinas ras pertenecen a la familia de
las GTPasas y poseen, por lo tanto, la propiedad de unir e hidro-
lizar GTP.

In vitro, proteinas ras purificadas exhiben bajas velocidades de
disociacién de GDP e hidrélisis de GTP (John et al, 1988; Neal et
al, 1988), lo que implica la existencia de proteinas que catali-
zan el intercambio de nucledétidos (GNRPs) y de proteinas que es-
timulan la actividad GTPasica (GAPs). Las mutaciones oncogénicas
pueden afectar cualquiera de estas dos fases del proceso de acti-
vacidén de las p2lras, Se ha demostrado la existencia de mutantes
con capacidad de interactuar con GAP pero que impiden el aumento
de KcatGTp por dicha proteina (Satoh et al, 1987; McCormick,
1989b) v se las ha encontrado en tumores humanos. Otra clase de
mutantes exhiben un aumento de la Kdais.GDP que redunda en una ma-
yor proporcidn de la forma unida a GTP (Walter et al, 1986; Feig
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y Cooper, 1988). Si bien no se hallaron mutantes de esta clase en

tumores, se ha comprobado su capacidad de transformar lineas ce-

lulares.

Se ha identificado en mamiferos proteinas que favorecen el inter-
cambio de GDP por GTP, denominadas GDS (West et al, 1990; Wolfman
y Macara, 1990; Downward et al, 1990), y también se reportd la
existencia de una proteina llamada GDI que desfavorece dicho in-
tercambio (Fukumoto et al, 1990). En S. cerevisiae se ha hallado
también wuna proteina que actia como GDS; dicha proteina es el
producto del gen CDC 25 y se la ha identificado por experimentos
genéticos (Powers et al, 1989) y bioquimicos (Jones et al, 1991).
En Schizosaccharomyces pombe, el producto del gen Ste 6 tiene ho-
mologia con CDC 25 y cumpliria la miema funcidén (Hughes et al,
1990). También se ha encontrado en S. cerevisiae una proteina que

actiia como GDI y es el producto del gen MSI 1 (Ruggieri et al,
1989).

Estas proteinas producirian al interactuar con p2lras un cambio
conformacional que permite el intercambio de nucledétidos que es-
pontidneamente ocurre muy lentamente. La velocidad de hidrélisis
del GTP unido, también es baja en ausencia de proteinas estimu-
lantes y esto se ha podido explicar analizando la estructura
cristalina de la proteina. La glutamina 61 seria, a través de su
oxigeno carbamilico, la encargada de activar una molécula de agua
que produce el ataque nucleofilico sobre el ¥ fosfato (Pai et al,
1990). Existen otras evidencias que le asignan a esa glutamina un

papel clave en la actividad GTPasica enddégena:

a) Esta muy conservada en las proteinas "ras-relacionadas™, ex-
cepto en los productos de los genes rap (Pizon et al, 1988;
Kitayama et al, 1989)

b) Las proteinas rap tienen treonina en la posicidén 61 y su acti-
vidad GTPasica es menor a la de las proteinas ras (Frech et
al, 1890).
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c) La sustitucién de la glutamina 61 por cualquier otro aminoaci-
do reduce la actividad GTPasica de p2lras e impide su activa-
cién por GAP (Der et al, 1986; Vogel et &al, 1988).

La baja actividad GTPasica podria explicarse por el hecho de que
esta glutamina podria tener diferentes orientaciones y sélo una
de ellas seria capaz de activar la molécula de agua (Bourne et
al, 1991). Segun esta explicacidén, la funcidén de la proteina que
estimula la GTPasa (GAP) seria estabilizar la conformacidén en la
forma m&s favorable para que ocurra la hidrdélisis del GTP. Compa-
rando con Ga, se observa que la glutamina 61 equivale a la gluta-
mina 227, que es importante para la actividad GTPasica. El otro
residuo importante, como ya se vio, es la arginina 201. La posi-
cién equivalente en p2lras es la de la tirosina 32. Esta tirosina
cambia de orientacidén al unirse al GTP, pero difiere mucho de una
glutamina, por lo que es probable que sirva para interactuar con
GAP que aportaria la funcidén restante, ya que posee una arginina
equivalente a la 201, que podria estabilizar la orientacidén de la

glutamina.

La proteina activadora de la GTPasa de p2lras® ha sido denominada
GAP (McCormick, 1990). Se la detectd en el citosol de ovocitos de
Xenopus (Trahey y McCormick, 18987), vy luego en cerebro bovino
(Gibbs et al, 1988). E1l gen responsable fue clonado (Trahey et
al, 1988; Vogel et al, 1988), vy se determiné que hay dos formas
de 1la proteina: el tipo I, que es una proteina de 125 kDa que se
expresa en todos los tejidos y el tipo 11, que tiene 85 kDa y se
obtiene por splicing alternativo (Trahey et al, 1988), y ha sido
detectada en placenta (Halenbeck et al, 1990). GAP es una protei-
na citosélica pero cuando hay estimulacién por factores de cre-
cimiento como PDGF se fosforila y se transloca a la membrana
(Molloy et al, 1989; Kaplan et al, 1990). Se advierten dos regio-
nes estructurales en la proteina: una regién carboxilo terminal
que es suficiente para estimular la actividad GTPasa de p2lras
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(Marshall et al, 1989) y una regién amino terminal que presenta
secuencias SH2z y SH3. Estas son secuencias regulatorias que apa-
recen en quilnasas de tirosina que no son receptores (src, fps,
abl, etc.), en fosfolipasa C-¥ y en el oncogen crk (Koch et al,
1991), y cuya funcidén seria permitir la interaccidén de las pro-

teinas portadoras de estos consensos.

También ee han identificado proteinas similares a GAP en eucario-
tes inferiores. S. cerevisiae presenta las proteinas IRA 1 e 1IRA
2 (Tanaka et al, 1989; 1990) que cumplirian la funcidén de GAP.
GAP de mamiferos es capaz de reemplazar la funcidén de estas pro-

teinas en levaduras mutantes (Ballester et al, 1989).

Los datos analizados muestran claramente que GAP actia como regu-
lador negativo de p2lras, Mas alln, la sobreexpresidédn de GAP su-

prime la transformacidén neoplasica inducida por una p2lras acti-

vada (Zhang et al, 1990).

Tomando como ejemplo a S. cerevisiae, donde se ha identificado el
mayor numero de proteinas que interaccionan con ras, el ciclo de

activacién de estas proteinas seguira el modelo que se observa en

la figura 21.

GTP
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Dominios funcionales

Las proteinas ras presentan varios dominios funcionales. Ademas
de las regiones ACEGI, que como ya se vio, participan en la unién
del nucleétido, se han reconocido cuatro dominios mas, que son

importantes desde el punto de vista funcional:

Dominio efector
Epitope reconocido por anticuerpos neutralizantes
Regidn de anclaje a membrana

Dominio hipervariable

En la figura 22 se presenta un esquema de los dominios funciona-

les de las proteinas ras.
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Dominio efector

Por medio de ensayos de mutagénesis dirigida, se determiné que
sustituciones en la regién comprendida entre los aminoacidos 32 y
40 son capaces de eliminar la capacidad transformante (Sigal et
al, 1986). En Dbase a esto, esta regidén ha sido llamada dominio
efector. Ademéas, esta regidén es una de las dos que presentan cam-
bios conformacionales importantes cuando se produce el intercam-
bio de nucledétidos, tal como se dedujo de la estructura cristali-
na de la proteina (Milburn et al, 1990). Este hecho, tal como se

vio, refuerza la hipdétesis de una funcidén efectora para este do-

minio.

Un hecho interesante es que las mutaciones que eliminan la capa-
cidad transformante también impiden el efecto de GAP sobre la ac-
tividad GTPasica (Adari et al, 1988; Calés et al, 1988). Mutacio-
nes que no afectan la actividad biolégica de p2lras tampoco afec-
tan la actividad de GAP. Esto 1llevd a postular que GAP, como un
posible efector de p2lras, ademas de su papel de regulador nega-
tivo (Sigal, 1988; McCormick, 1989b). Otra evidencia mas directa
de esta posible funcién de GAP es el hecho de que p2lras unida a
GTP impide el acople de una proteina G al receptor de acetilcoli-
na, y que anticuerpos anti-GAP inhiben este efecto (Yatahi et al,
1990). El modelo que postula a GAP cumpliendo la doble funcién de
efector y regulador de p2lras, ge esquematiza en la figura 23.

Al unirse a GTP, p2lras es capaz de asoclarse a GAP y favorece la
translocacidén de esta WGltima a la membrana. El1 complejo formado
permite continuar la transferencia de informacidén hacia el inte-
rior de la célula via GAP y, ademas, como GAP estimula la GTPasa,
se produce 1la desensibilizacién del sistema. En el caso de una
forma oncogénica de p2lras, el complejo ras-GAP se forma, pero
GAP es incapaz de producir la desensibilizacién, por lo que la
via queda activada en forma constitutiva.
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Si este modelo es el correcto, deberian hallarse mutantes de GAP
incapaces de activar la GTPasa, pero con el resto de sus propie-
dades normales. Estas mutantes serian oncogénicas. En ese senti-
do, es importante destacar que el gen NF1l, responsable de la neu-
rofibromatosis de tipo I cuando esta mutado, presenta una regidn
de 360 aminoacidos Que es muy similar en secuencia a la regidn
catalitica de GAP y, mas aun, un fragmento de 1500 aminoacidos
que contiene a los 360 citados, presenta gran homologia con 1los
productos de los genes IRA1 e IRA2 de levaduras (Xu et al, 1990;
Buchberg et al, 1990). Actualmente, se estd investigando la posi-
bilidad de que los neurofibromas sean el resultado de la incapa-

cidad de la proteina NF1 de estimular la GTPasa de p2lras o de

alguna proteina de esta familia.

Los datos que surgen del estudio de la proteina NF1l podrian con-



firmar el modelo propuesto para GAP y proteinas similares.
Epitope id ey ! 13 :

El anticuerpo Y13-259 (Furth et al, 1982) es un monoclonal hecho
en rata que ha sido muy Util en la caracterizacién de las protei-

nas ras.

Este anticuerpo tiene como caracteristica principal, la capacidad
de neutralizar el efecto transformante de p21ras (Mulcahy et al,
1985). Esto ocurre porque el anticuerpo impide el intercambio de
nucleétidos (Hattori et al, 1987).

Este hecho sugiere que el anticuerpo al pegarse impide la accién
de las proteinas intercambiadoras de nucledétidos (GNRPs). Esto se
confirmé con la estructura cristalina de la proteina ya que 1la
regidén de pegado del anticuerpo, gque es la comprendida entre los
aminoacidos 63 y 76 (Lacal et al, 1986a), es la segunda region
que muestra cambios conformacionales apreciables al producirse el

intercambio de GDP por GTP.

Region d )aj X

Las proteinas ras se sintetizan en el citoplasma en ribosomas li-
bres y, luego de sufrir varias modificaciones post-traducciona-
les, se localizan en la cara interna de la membrana plasméatica
(Lowy y Willumsen, 1988). Esta localizacidén subcelular es critica
para su actividad biolégica (Barbacid, 1987), y entre las modifi-
caciones post-traduccionales se encuentra la adicién de 1lipidos.
Estos lipidos permiten el anclaje a la membrana, ya que las pro-

teinas ras no presentan dominios hidrofdébicos capaces de cumplir

esa funcidn.

Por mutagénesis dirigida, se detectd que la cisteina 186 es re-
querida en forma absoluta para el pegado a membrana y para la in-

corporacién de palmitato a la proteina (Willumsen et al, 1984).
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De acuerdo a este resultado, se postuld que la adicidén de palmi-
tato a esa cisteina permite el pegado a la membrana. Sin embargo,

hay muchas objeciones a este modelo:

a) La asociacién de ras a la membrana es estable, mientras que
la unidén de palmitato a la proteina no lo es (Maggee et al,
1987).

b) Una fraccidén importante de las proteinas ras unidas a membra-

na no estan palmitoiladas (Buss y Sefton, 1988).

¢) La proteina K-ras(B) posee la cisteina 186 y se agocia a mem-
branas en forma estable aunque no es capaz de incorporar pal-
mitato (Hancock et al, 1989).

La respuesta se obtuvo por comparacidén con el procesamiento post-
traduccional del factor a de mating de levaduras. Se habia detec-
tado una mutacién en un gen llamado RAM1 (Powers et al, 1986) o
DPR1 (Fujiyama et al, 1987) que impedia el correcto procesamiento
tanto del factor a como de las proteinas RAS 1 y RAS 2. Por lo
tanto, el producto de ese gen es necesario para un paso comin en
el procesamiento de esas proteinas. Analizando la secuencia de
ambas proteinas, se vio que poseen un consenso carboxilo terminal
similar formado por una cisteina (186 en p2lras), dos aminoacidos
alifaticos y un aminodcido mas; este consenso ha sido denominado
"CAAX-box". Por lo tanto, este consenso permitiria a estas pro-
teinas interactuar con una maquinaria de procesamiento comin

(Schafer et al, 1989; Gutiérrez et al, 1989).

Al dilucidarse los pasos de procesamiento del factor a (Anderegg
et al, 1988), se tuvo un modelo para investigar el procesamiento
de las proteinas ras. Asi, se 1llegd a la conclusidén de que el
procesamiento ocurre en dos pasos. En el primero, se pega un gru-
po isoprenilo a la cisteina 186, se remueven los aminoacidos pos-

teriores y se carboximetila la cisteina (Casey et al, 1988a; Han-
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cock et al, 1989; Schafer et al, 1989), mientras que en el segun-
do, se palmitoilan cisteinas vecinas a las 186 (Hancock et al,
1989) como las cisteinas 181 y 184. El mecanismo de procesamiento

puede ejemplificarse como se observa en la figura 24.
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El precursor hidrofilico sufre el primer paso de procesamiento vy
gana en hidrofobicidad pudiendo pegarse a la membrana en forma
débil. La sustitucién de la cisteina 186 o mutaciones en el gen
RAM1/DPR1 bloquean este paso. Se ha demostrado la existencia de
carboxipeptidasas (Hancock et al, 1991) y carboximetil transfera-
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sas (Clarke et al, 1988). También se ha identificado una isopro-
nil transferasa soluble (Riess et &l, 1990; Schaber et al, 1990),
y se determindé que el residuo que se une a la cisteina 186 es un
farnesilo (Casey et al, 1989a). Los grupos isoprenilo derivan de
la via del mevalonato (Goldstein y Brown, 1990; Rilling et al,
1990), vy se ha comprobado que inhibidores de esa via, como lovos-
tatina o mevinolina (DeFeo-Jones et al, 1991; Schafer et al,

1989) impiden el anclaje de las proteinas a la membrana.

En el segundo paso, la proteina ras en membrana puede unir palmi-
tato en forma reversible en cisteinas vecinas a la 186. Este paso
permite que la proteina adquiera mayor avidez por la membrana.
Este paso podria servir, entonces, para regular la actividad bio-

légica de la proteina (Lowry y Willumsen, 1989).

Analizando las secuencias carboxilo terminal de las p2lras de ma-
miferos, se advierte que en Kras(A), en lugar de cisteinas veci-

nas a la posicidén 186 hay un dominio polibasico (figura 25).

Nras G P G Cc M S C K C N L S
Nras T N G C M G L P C v \' M
Kras(A) P G C F K I K K C I I M
Kras(B) K K K K S L T K C A I M

178 180 181 184 186 189

La proteina Kras(B) no incorpora palmitico y se une en forma es-
table a la membrana. Se ha comprobado que el domino polibasico es

necesario para que el anclaje sea efectivo (Hancock et al, 1990).

Este tipo de procesamiento también se ha comprobado en eucariotes
inferiores como S. cerevisiae (Deschenes et al, 1989; Glomset et
al, 1990; Hrycyna et al, 1991). E1 hecho de que el anclaje a mem-
brana de las proteinas ras puede ser bloqueado por compuestos que
inhiben la via del mevalonato, llevé a que se postulara por pri-

mera vez un posible tratamiento farmacolégico de tumores provoca-
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dos por ras (Schafer et al, 1989; Rine y Kim, 1990). Sin embargo,
el caracter citotéxico de esos compuestos y la diversidad de vias
que afectan, dificulta su aplicacién (Lowry y Willumsen, 1989).

Dominio hi i abl

En la regién carboxilo terminal, exceptuando la "CAAX box", las
proteinas ras presentan una alta divergencia en la secuencia ami-
noacidica. Esta regién se extiende entre los aminoacidos 166 vy
185, y distintos estudios de mutagénesis dirigida y deleciones
(Lacal et al, 1986b; Willumsen et al, 1985), han demostrado que
no es requerida para ninguna de las propiedades bioquimicas de

estas proteinas (unidén de nucleétidos, actividad GTPasica, capa-

cidad transformante).

Estos datos han llevado a postular que esta regidén estaria invo-
lucrada en la interaccidén proteina-proteina y conferiria propie-
dades funcionales diferentes a los distintos miembros de la fami-

lia.
Funciones en eucariotes superiores

Como se vio en las primeras secciones de esta Introduccidén, va-
rias vias de transduccidén de seflales en eucariotes superiores
pueden ser bloqueadas por efecto de anticuerpos que neutralizan
la actividad bioldgica de las proteinas ras. Esto llevd a postu-
lar que ras es una molécula regulatoria clave que vincula a 1los
receptores de factores de crecimiento con sus vias de transduc-
cién de seflales (Hall, 1990a). Mas aitn, se ha determinado que ras
regula vias dependientes e independientes de PRKC (Marshall, 1891)
y que hay colaboraciones transformantes entre ras y oncogenes nu-
cleares (Ruley, 1990). Un ejemplo concreto es que se ha demostra-
do que eventos de fosforilacidén de c-jun que tienen un efecto es-
timulatorio dependen de ras (Binetruy et al, 1991). En base a es-
tos datos, se pueden graficar las funciones de las proteinas ras
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como se observa en la figura 26.
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Sin embargo, el mecanismo por el cual se produce el vinculo entre
factores de crecimiento y ras permanece sin dilucidar. Basandose
en la similitud estructural de p2lras y Ga, se ha considerado a
las primeras como transductoras de sefiales (Barbacid, 1987) vy
existen cuatro mecanismos de accién posibles para que actuen de

ese modo.

El efecto transformante de las formas oncogénicas de p2lras jindu-
ciria a postular a la primer variante que se muestra en la figura
27, como el mecanismo real. Sin embargo, dado que el efecto de
los factores de crecimiento (GF) conduce a la estimulacién de la
PLC-¥, de c-raf y la PI-3 quinasa, es mas probable que alguna de
las tres variantes restantes sea la correcta. Asi, ademas de es-
tos efectos conocidos, los GF podrian activar, via ras, un camino

metabdlico ain desconocido (variante b), o bien ras es activada



- 68 -

por otras seflales y luego contribuye a la via metabdélica de los
GF (variante ¢) o activa una nueva via que actia sinérgicamente

con la del GF (variante d).
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Como va se vio, GAP interactua con receptores de factores de cre-
cimiento, es fosforilada por ellos vy ha sido propuesta como el

efector de ras. GAP podria ser, entonces, el nexo entre ras vy
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esos factores, dando como resultado alguno de los mecanismos pro-
puestos. De todos modos, no se sabe aiin si GAP es realmente dicho
nexo Yy, si asi lo fuera, en qué forma actia. Dado que GAP inter-
actia con otras dos proteinas, llamadas p62 y pl%0 (Gibbs et al,
1990; Moran et al, 1991), cuando se caracterice a estas proteinas

quizas se aclare el panorama.

Sin embargo, dado que a nivel estructural las proteinas ras pre-
sentan mayor homologia en la regién de unidén de nucleétidos con
EF-Tu Qque con proteinas G (Bourne et al, 1990; Bourne et al,
1981), se ha propuesto recientemente que el mecanismo de accién
podria asemejarse al del factor mencionado (Chardin, 1991). Las
proteinas ras tendrian como funcidén, entonces, controlar la for-
macién de complejos macromoleculares en la membrana en vez de ac-
tuar como transductores. Un mecanismo de este tipo es el que uti-
lizan las proteinas de la familia rab, que tienen una muy alta
homologia de secuencia con ras, para controlar el trafico vesicu-

lar (Bourne, 1988), tal como se detallara sen la prdéxima seccidn.

Es un hecho que la segregacién lateral de ciertos componentes de
la membrana es importante para la transduccidén de sefialee. Algu-
nas enzimas que generan segundos mensajeros, como la fosfolipasa
A2 se localizan preferentemente en rugosidades de la superficie
celular que representan una pequefia fraccién de la membrana (Bar-
Sagi et al, 1988). Precisamente, el modelo basado en EF-Tu postu-
la que ras controlaria algunos aspectos de la segregacidén lateral
de componentes de la membrana que participan en la transduccidn
de sefiales. Se han reportado experimentos que demuestran la in-
teraccién de proteinas ras-relacionadas con receptorees, como es

el caso de rho con rodopéina (Wieland et al, 1990).
Funciones en eucariotes inferiores

Se ha reportado la existencia de genes ras y de sus productos en

varios eucariotes inferiores. Como va se ha visto en esta Intro-
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duccidn, en Saccharomyces cerevisiae se ha demostrado que existen
dos genes ras, RAS1 y RAS2 (DeFeo-Jones et al, 1983), y que al
menos una de sus funciones es activar la adenilil ciclasa (Toda
et al, 1985). Las proteinas RAS1 y RASZ tienen un PM de 40000 vy
47000, respectivamente, y sufren las modificaciones post-traduc-
cionales vistas para sus homélogos de mamiferos. Como ya se vio,

se han identiflicado intercambiadores de nucleétidos y proteinas

de tipo GAP (Broach, 1881).

Las proteinas RAS sensan el estado nutricional y lo conectan con
el ciclo celular. Su efecto permite la germinacidén de esporas y
la viabilidad y proliferacién celulares (Kataoka et al, 1985a).
Para estos efectos, activan la adenilil ciclasa, utilizando como
intermediario una proteina de 70 kDa llamada CAP que se asocia a
esa enzima (Field et al, 1980; Fedor-Chaiken et al, 1990). Esta
proteina explica por qué proteinas ras de mamiferos son capaces
de reemplazar a las de levaduras para producir AMP ciclico cuando
en mamiferos esto no ocurre (Kataoka et &l, 1985a). El hecho de
gque dobles mutantes de RAS1 y RAS2 no sean viables, y mutantes
que no producen AMPc si 1lo son, indica que estas proteinas cum-

plen otras funciones (Kataoka et al, 1985b).

Se ha detectado un gen ras en Saccharomyces pombe que codifica
para una proteina de 219 aminoacidos (Fukui et al, 1986). La fun-
cién estaria relacionada con procesos diferenciativos (Nadin-

Davis et al, 1986).

También se detectd en Aplysia un gen ras, y su producto estaria

vinculado también a la diferenciacidén (Swanson et al, 1986).

Se han identificado tres genes ras en Drosophila melanogaster:
DRasl (Nesuman-Silverberg et al, 1984), DRas2 (Mazer et al, 1985)
vy DRas3d (Schejter y Shilo, 1985), y sus productos parecen parti-
cipar en procesos diferenciativos (Segel y Shilo, 1986).
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Se han identificado dos genes ras en Dyctiostelium discoideum
(Reymond et al, 1985; Robbins et al, 1989). Dd Rasl participaria
en procesos de proliferacidén celular (Weeks et al, 1987), acti-
vando la via de los fosfoinositidos (Smell et al, 1986). El pro-
ducto del segundo gen (Dd RasG) se expresa al comienzo de la di-
ferenciacién, por lo que podria cumplir alguna funcidn en ese es-
tadio (Robbins et al, 1989).

En Neurospora crassa se ha clonado un gen ras que codifica para
una proteina de 213 aminoacidos cuyo PM es de 24000; en el mismo
trabajo se detectd el ARN mensajero correspondiente que es de 2,5
kb (Altschuler et al, 1990).

En Caenorhabditis elegans, el producto del gen let 60 codifica
para una proteina ras (Greenwald y Broach, 1990). La funcién que
cumple esta proteina es clave para el desarrollo de los rasgos
vulvales de este metazoo (Han y Sternberg, 1990), y controlaria
el mecanismo por el cual, frente a una sefial inductiva, algunas
células adquieren funciones vulvales y el resto hipodermales. Una
mutacién inactivadora de let 60 produce una capa de células hipo-

dermales y una mutacién activante produce un fenotipo llamado

"multivulva".

Por andlisis genéticos se sabia que, antes de let 60 actuaba el
producto del gen let 23, probablemente recibiendo la sefial induc-
tiva. Recientemente se ha clonado dicho gen y se determindé que su
producto es una quinasa de tirosina perteneciente a la subfamilia
del receptor de EGF (Aroian et al, 1990). Este hecho confirma el
nexo entre ras y receptores, y hace que C. elegans sea un modelo

interesante para adquirir nuevos conocimientos sobre ras.



PROTEINAS RAS-RELACIONADAS
Caracteristicas generales

Puede considerarse que las proteinas ras pertenecen a una super-
familia, también 1l1llamada ras, dentro de 1la cual hay tres fami-
lias, segin el grado de homologia que presentan: la familia ras,
la familia rho y la familia rab. Cada una de estas familias puede

dividirse a su vez, en subfamilias (Downward, 1990).

En la actualidad, tal como muestra la tabla 3, se conocen alrede-
dor de 40 miembros de esta superfamilia (Hall, 1990b), tanto en

mamiferos como también en eucariotes inferiores.

Familia ras Familia rho Familia rab
Mamiferos Otros Mamiferos Otros Mamiferos Otros
Ha-ras sc Rasl rho A Sc RHO 1 rab 1A Sc YPT1
Ki-ras(A y B) sc Ras2 rho B Sc RHO 2 rab 1B Sc SEC4
N-ras sp Ras rho C rab 2 Dd sasl
Dm Rasl rab 3A Dd sas2
Dd Ras rac 1 Sc CDC 42 rab 3B Sp YPT3
Dd RasG rac 2 rab 4
Nc ras rab 5

rap 1A Dm Ras3 G25 K rab 6

rap 1B Sc Rasl rab 7

rap 2 BRL-ras

R-ras Dm Ras?2

ral A

ral B
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Familia ras

Dentro de esta familia, ademéds de la subfamilia ras que ya ha si-
do descripta en la seccidén anterior, se encuentran las subfami-
lias rap, ral y R-ras. Estas subfamilias presentan alrededor de
un 50-60% de homologia con las proteinas ras; los dominios de
unién de nucledtidos y el dominio efector estian altamente conser-
vados. Estas proteinas presentan CAAX-box y sufren un procesa-
miento post-traduccional similar a 1las p21ras aunque, por ejem-
plo, rap 1A es isoprenilada por un residuo geranil-geranilo en
vez de farnesilo (Buss et al, 1991). Se han identificado ademias,
intercambiadores de nucledétidos y GAPs para algunos miembros de

estas tres subfamilias (Chardin, 1991).

A pesar de la homologia en el dominio efector, ninguna de estas
proteinas tiene capacidad transformante. Por el contrario, rap 1A
es capaz de revertir el efecto transformante de ras cuando esta
sobreexpresada (Kitayama et al, 1989). Se ha postulado que rap 1A
competiria con ras por GAP y ejerceria su efecto de ese modo. Se
ha comprobado que GAP interacciona con rap 1A sin activar su
GTPasa (Hata et al, 1990), pero como hay una GAP especifica para
rap 1A, el modelo de accidén ain no esta aclarado. Podria existir

una via antagdénica a la de ras donde actuaria rap 1lA.

Por otro lado, se ha demostrado que rap 1B es sustrato de la qui-
nasa de proteinas dependiente de AMP ciclico (Fischer y White,

1987); ademas, en plaquetas, se asocia al citoesqueleto (Fischer
et al, 1990).

En cuanto a R-ras y ral, no se conocen sus funciones. En S. cere-
visiae se ha encontrado un homélogo de rap 1 denominado RSR 1 cu-
va funcién estaria vinculada a 1la organizacidén del proceso de

crecimiento (Bender y Pringle, 1989).
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Familia rho

Los miembros de esta familia presentan alrededor de un 30% de ho-
mologia con las p21ras, A diferencia del resto de la superfamilia
ras, las proteinas rho presentan variaciones en los dominios de
unién de nucledétido (Chardin, 1991) que consisten en inserciones
de 12 aminoacidos; como la regién hipervariable es mas corta, su

PM se mantiene alrededor de 22000.

Todas las proteinas rho presentan el consenso CAAX en el extremo
carboxilo terminal y se supone que son activas en la membrana,

aungque en algunos casos se las ha detectado en el citoplasma

(Toki et al, 1989).

Las propiedades bioquimicas, hidrélisis de GTP e intercambio de
nucleétidos, son similares a las de las proteinas ras en cuanto a
sus constantes de velocidad. Ademas, se ha identificado una pro-
teina rho-GAP (Garret et al, 1989), como asi también proteinas

que actian como GDI y GDS (Downward, 1990).

Las proteinas rho v ral tienen la particularidad de ser sustratos
de la exoenzima C3 de la toxina botulinica (Sekine et al, 1989);
esta exoenzima permite la incorporacién de ADPribosa en la aspa-
ragina 41, ubicada en el dominio efector sin que se afecte la ac-

tividad de rho-GAP (Paterson et &1, 1990).

La microinyecccién de proteina rho activada en células de mamife-
ros produce rapidos y profundos cambios en la morfologia celular
(Paterson et al, 1990), lo que sugiere que las proteinas rho ac-
tian controlando algunos aspectos de la organizacidén del citoes-
queleto. Esto se confirma por el hecho de que la microinyeccidn
de la subunidad C3 de la toxlina botulinica produce la disolucién
de filamentos de actina (Chardin et al, 1989). Estos resultados
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no aclaran la funcién de rho-GAP ya que la ADP ribosilacién afec-
ta la actividad bioldégica de rho, perc no la hidrdlisis de GTP
por GAP.

La sobreexpresién de rho A en fibroblastos resulta en un fenotipo
parcialmente transformado con reducida dependencia respecto del
suero y mayor velocidad de crecimiento (Avraham y Weinberg,
1989). De todos modos, con estos datos es prematuro ain conside-

rar a las proteinas rho como oncogenes.

Se han identificado ademas, homélogos de estas proteinas en &S.
cerevisiae. Por analisis genéticos se determiné que RHO 1 es
esencial y que mutaciones activantes inhiben 1la esporulacién
(Madaule et al, 1987).

Familia rab

Los primeros miembros de esta familia, YPT 1 y SEC 4, fueron
identificados en S. cerevisiae; luego se hallaron sus homélogos
en mamiferos. Presentan alrededor de un 35% de homologia con las
p2lras y los domlnios de unidén de nucledétido estan altamente con-
servados. Presentan cinéticas de intercambio de nucledtidos y de
hidrélisis de GTP similares a ras (Downnwand, 1990). Se han iden-
tificado GAPs para varias proteinas rab (Chardin, 1991) y también
una proteina GDI para rab 3A (Matsui et al, 1990) y una GDS para
rab 3B (Shoji et al, 1989).

Una caracteristica particular de esta familia es que no presentan
"CAAX-box" en el extremo carboxilo terminal (Schafer et al,
1989). Mientras las familias ras y rho presentan ese consenso, en

esta familia se observan las siguientes variantes (figura 28).

GGCZC rabl-rab2-YPT 1
XCZC rab9-rabl0-sec 4
XCcXCcC rab3-rab4-rab6-rab?7

CAAX ras-rho
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Si bien no se sabe qué modificaciones post-traduccionales ocu-
rren, se sabe que el carboxilo terminal es esencial para el an-
claje en membranas (Walworth et al, 1989). Ademas, se ha identi-
ficado el gen BET 2 en S5. cerevisiae, cuyo producto es esencial
para que SEC 4 e YPT 1 se localicen en la membrana (Rossi et al,
1991). Este gen es homélogo al gen RAM 1 (o DPR 1) que, como se
vio, codifica para una prenil transferasa, por lo que se supone

gque estas proteinas podrian isoprenilarse.

Los datos acerca de la funcidén de estas proteinas surgieron de
analisis genéticos de S. cerevisiae. Asi, se descubrid que mutan-
tes con trastornos en las vias secretorias tenian afectado el gen
de SEC 4 (Salminen y Novick, 1987; Goud et al, 1988) o el de YPT
1 (Segev et al, 1988). Ademas, en un sistema libre de células se
demostrd gque el transporte de proteinas entre distintos comparti-
mentos de Golgi depende de GTP y es inhibido por GTP¥S y por un
factor citosélico (Melangon et al, 1987). Estos datos implican

una funcién asociada al transporte vesicular para las proteinas
rab. Analizando la localizacién subcelular de estas proteinas
(figura 29), se puede apreciar que se relacionan con estructuras
vinculadas a la secrecién o a la endocitosis, lo que confirma los

datos anteriores (Chardin, 1991).
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La Gnica evidencia de que en mamiferos cumplen la misma funcién,
son experimentos en los que péptidos sintéticos del dominio efec-

tor inhiben el transporte in vitro (Plutner et al, 1890).

En base a los datos genéticos y bioguimicos, se postuld que estas
proteinas son responsables de la translocacidén unidireccional de
las vesiculas secretorias, siguiendo el mecanismo de accidén del

EF-Tu (Bourne et al, 1988). La figura 30 muestra el modelo pro-

puesto.

GTP

GDP
” \
’I @E‘?@ (GNRPY
&2 ]

——— [Aceptor| > 4_e——<

Fvsion

Segin este modelo, las proteinas rab estarian en el citosol y al
unir GTP se pegarian a la membrana de la vesicula secretoria ma-
dura y permitiria la fusién con la membrana de la etapa siguiente

y luego de la hidrélisis del GTP volveria al citosol.
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El modelo explica la inhibicién por GTP¥S, ya que la inhibiclédn
de la GTPasa impide la continuidad del ciclo. Surgen dudas debido
a que estas proteinas estan asociadas en su mayor parte a la mem-
brana. Cuando se conozcan mejor sus modificaciones y anclaje a
nembrana se podra corroborar el modelo, ya que deberia existir un
mecanismo muy preciso de control de la unién a la membrana. Esto

podria explicar las diferencias en el consenso carboxilo terminal

que muestran estas proteinas.



ADENILIL CICLASA
Caracteristicas generales

Los nuclebétidos ciclicos vy, en especial el AMP ciclico (AMPc),
cumplen un papel esencial controlando muchas de las funciones ce-
lulares. Desde su descubrimiento (Sutherland y Rall, 1957), el
AMPc y la enzima encargada de su sintesis, la adenilil ciclasa,
han sido ampliamente estudiados. Este sistema de transduccidén de
seflales estd muy conservado a lo 1largo de la evolucidn, encon-
trandoselo desde bacterias hasta vertebrados, lo que esta demos-

trando su importancia.

En bacterias y en algunos eucariotes inferiores, las adenilil ci-
clasas utilizan ATP-Mn2+ como sustrato y se denominan protocicla-
sas. En eucarlotes superiores y algunos inferiores, se asocian a
GTPasas que actuan como componentes regulatorios. En estos casos,
utilizan como sustrato ATP-Mg2+ y responden a efectores como GTP,

fluoruro vy forskolina. Estas adenilil ciclasas son llamadas holo-

ciclasas.
Adenilil ciclasa en procariotes

En bacterias, 1la adenilil ciclasa tiene las caracteristicas de
las protociclasas. Su distribucidén eubcelular varia de un orga-
nismo a otro, pudiendo aparecer asociada a membranas, en el cito-

sol o en ambas fracciones.

En E. coli, el AMPc se une a una proteina receptora llamada CAP,
v el complejo formado activa la transcripcidén de varios operones
relacionados al metabolismo de azldcares (Ullmann vy Danchin,

1983).

Como se ha visto en otra seccidén de esta Introduccidén, la adeni-
1il ciclasa es regulada por el sistema PTS de transporte de azu-

cares. Es decir que, por varios caminos, el AMPc se produce en
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respuesta a la presencia de determinados nutrientes en el medio.
Otros factores podrian regular a la adenilil ciclasa en forma in-
directa, como el gradiente electroquimico de protones (Peterkofs-

ky, 1981) o el 2-cetobutirato (Daniel et al, 1984; Danchin et al,
1984).

Una funcién diferente de 1la adenilil ciclasa se ha detectado en
Bordetella pertussis y en Bacillus anthracis (Masure et al,
1987). En estos casos, la enzima es secretada junto con otros
factores y cumple un papel en la patogénesis producida por estas
bacterias por aumentar los niveles intracelulares de AMPc de las
células infectadas. Estas bacterias producen tos convulsa y an-
trax, respectivamente. Estas adenilil ciclasas utilizan como sus-
trato tanto al ATP-Mn2+ como al ATP-Mg2+ y son reguladas por
Ca2+-calmodulina (Wolff et al, 1980).

Adenilil ciclasa en eucariotes inferiores

La adenilil ciclasa presenta, en eucariotes inferiores, caracte-
risticas intermedias, entre las de bacterias y eucariotes supe-
riores. Asi, aparecen en algunos casos asociadas a GTPasas y en

otros tienen las caracteristicas de protociclasas.

En Mucor rouxii, el nivel de AMPc aumenta cuando se alarga el tu-
bo germinal (Cantore et al, 1980) y cuando se pasa de una atmés-
fera anaerébica a una aerdbica, se produce una transicién de 1le-

vadura a forma filamentosa con disminucién de los niveles de AMPc

(Paveto et al, 1975).

Otro hongo muy estudiado es Neurospora crassa. La adenilil cicla-
sa que presenta estia unida a membranas en forma débil, depende de
ATP-Mn2+, no responde a GTP (Flawia y Torres, 1972a; Flawia vy
Torres, 1972b; Flawia y Torres, 1972c), y es activable por Ca2+-
calmodulina (Reig et al, 1984). Por experimentos de reconstitu-

cién homdéloga, se ha demostrado que la adenilil ciclasa de N.
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crassa tiene caracteristicas similares a las de eucariotes supe-
riores, ya que en esos experimentos al acoplarla a receptores vy
proteinas G, como rodopsina y transducina, se comporta como una

holociclasa (Muschietti et al, 1989).

Otros eucariotes inferiores, como Saccharomyces cerevisiae, Dic-
tyostelium discoideum y Trypanosoma cruzi, presentan adenilil ci-
clasas que se comportan como holociclasas. Las caracteristicas
observadas en S. cerevisiae se deben a que la adenilil ciclasa,

como se vio en una seccidn anterior, estd acoplada a la proteina

CAP y a RAS2.

El ciclo de vida de D. discoideum presenta una fase vegetativa
unicelular y, frente al agotamiento de nutrientes, se produce un
agregado celular por quimiotaxis para formar un cuerpo de fructi-
ficacién. E1 AMPc actia como quimiocatractante (Koniju et al,
1967) y también estimula la diferenciacién. En condiciones de
ayuno, la adenilil ciclasa se activa en forma transiente, aumen-
tando el AMPc intracelular y su excrecidén para actuar como atrac-
tante (Klein et &l, 1977). La adenilil ciclasa actia como holoci-
clasa (Jenesens y Van Haastert, 1987) y, como ya se vio, esta

acoplada a proteinas Q.

Por su parte, T. cruzi presenta una adenilil ciclasa asociada a
membranas que utiliza como sustrato tanto al ATP-Mn2+ como al
ATP-Mg2+ (Torruella et al, 1986; Elsenschlos et al, 1986b); ade-
mas, su actividad estaria regulada por proteinas G (Eisenschlos
et al, 1986a; Coso et al, 1991). Su funcibén estaria relacionada

con procesos diferenciativos (Fraidenraich et al, 1991; comunica-

cidén personal).
Adenilil ciclasa en eucariotes superiores

Las adenilil ciclasas de eucariotes superiores son las holocicla-

sas por excelencia. Son proteinas intrinsecas de membrana, utili-
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zan ATP-Mn2+ o ATP-Mg2+ como sustrato y est&n acopladas a protei-
nas G, lo que les confiere sensibilidad a efectores como GTP,
fluoruro y forskolina. Las adenilil ciclasas de alfalfa (Carri-
carte et al, 1988) y la de tubulos seminiferos (Kornblihtt et al,
1981) constituyen excepciones, ya que son solubles y no se aso-

cian con proteinas G@G.

En estos organismos, la adenilil ciclasa es estimulada por diver-
sas hormonas como glucagédén, TSH, ACTH, epinefrina, etc. (Rodbell
et al, 1970) y para ello requiere GTP (Rodbell et al, 1971a; Rod-
bell et al, 1971b). Esto se debe a que la enzima estd asociada a
proteinas G. De esta forma, la adenilil ciclasa se asocia a re-
ceptores estimulatorios (Rs) por medio de Gs (Hildebrandt et al,
1983) v a receptores inhibitorios por medio de Gi (Hildebrandt et
al, 1984). E1 modelo de regulacidén de la adenilil ciclasa es el

que se observa en la figura 31.
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La activacidén mediada por Gs se debe a una interaccién directa de

as con la adenilil ciclasa (Gilman, 1987); en camblo, el mecanis-
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mo inhibitorio regulado por Gi es muy controvertido. Se ha pro-
puesto que el complejo B¥ proveniente de la disociacién de Gi se
uniria a as y, de ese modo, se produciria la inhibicién (Katada
et al, 1984a; Katada et al, 1984b). Por otro lado, se propuso que
existe una interaccién directa de ai con la adenilil ciclasa
(Hildebrandt et al, 1984; Codina et al, 1984). Al parecer, ambos
mecanismos ocurren y ademds existe una interaccidn directa de B¥

con la adenilil ciclasa (Katada et al, 1986).

La adenilil ciclasa de cerebro bovino ha sido clonada y se dispo-
ne de su secuencia aminocacidica. La proteina presenta dos domi-
nios hidrofdébicos agrupados en dos regiones de 6 segmentos cada
una, separadas por dos dominios citoplasmaticos donde se produce
la unidén del nucledétido y donde residiria la actividad cataliti-
ca. Presenta, ademas, regiones consenso para la fosforilacidén por
PEKC y PKA. Topoldégicamente, la adenilil ciclasa se asemeja a pro-
teinas de membrana que actuian como transportadoras o canales i6-
nicos, lo gque llevé a postular, aunque no se demostrd, que los
dominios transmembrana podrian participar en la exportacidén de
AMPc (Kuprinski et al, 1989). En la figura 32 se puede observar

un esquema de la estructura postulada.

citoplasma
-PKC C

C “PKA
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Los dominios citoplasmaticos presentan una homologia del 28% en-
tre si y, al comparar su secuencia con la de otras ciclasas, se
observa que estos dominios presentan mayor homologia con el domi-
nio catalitico de la guanilil ciclasa que con la adenilil ciclasa
de levaduras (Green, 1989). La guanilil ciclasa presenta un domi-
nio extracelular gue actia como receptor, un dominio transmembra-
na y dos dominios citoplasmaticos, uno es el catalitico y el otro
presenta homologia con quinasas de proteinas (Chinkers et al,
1989). La similitud en los dominios cataliticoes de ambas ciclasas

es considerable, aunque el significado fisioldégico de esta homo-

logia no se conoce.



AGROBACTERIUM
Caracteristicas generales

Agrobacterium, junto a los géneros Rhlzobium, Bradyrhizobium vy
Azorhizobium, pertenece a la familia Rhizobiaceae. Los miembros
de esta familia tienen forma de bastdén, son anaerébicos, no for-
man endosporas y son méviles. Estas bacterias Gram negativas tie-
nen como propiedad particular el ser habitantes del suelo e in-
teractian con plantas. Esta interaccién permite en algunos casos
que las plantas fijen nitrégeno atmosférico, como ocurre con el
género Rhizobium y en otros la produccién de enfermedades tumora-
les en la planta como sucede con Agrobacterium (Manual Bergey,
1984).

El género Agrobacterium esta formado por dos especies: 4. tumefa-
ciens, que produce el tumor de agalla o crown-gall y A. rhizoge-
nes, que produce proliferacién de raices o hairy-root disease
(Zambryski et al, 1989).

La lesién provocada en las plantas por A. tumefaclens o A. rhizo-
&enes se produce por transferencia de materiales genéticos desde
los megaplédsmidos de la bacteria, Ti o Ri segin la especie, al
genoma vegetal, constituyendo un caso de transformacidén natural
por lo que este proceso ha sido estudiado exhaustivamente, aunque

ain no se lo conoce en su totalidad.
Transferencia del ADN-T

Agrobacterium tiene tres componentes genéticos que permiten la

transformacién de células vegetales (Zambryski et al, 1989):

a) La regién mévil T (ADN-T), codificada en plasmidos, que es la
que se integra al genoma vegetal pero, a diferencia de los

transposones, no codifica las proteinas encargadas de la

transferencia.
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La regidén de virulencia (vir) que aporta los elementos nece-

sarios para la transferencia y esta codificada en plasmidos.

Cuatro regiones cromosdémicas, cuyos productos estan

implica-

dos en la adhesién de las bacterias a la célula vegetal.

de integracién de ADN bacteriano en el genoma

tal como se esquematiza en la figura 33.
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Todo el proceso puede considerarse como la adaptacién de dos me-
canismos diferentes ya existentes en la naturaleza: primero, la
transferencia de ADN de la bacteria al citoplasma vegetal tiene
claras analogias con la conjugacidén bacteriana, mientras que el
paso posterior, la integracidén del ADN zl genoma, se asemeja mas

a reacciones virales (Stachel y Zambryski, 1986).

Para gue una planta sea susceptible a Agrobacterium, debe estar
herida; en ese caso, las células involucradas producen compuestos
fenélicos de bajo peso molecular, como la acetosyringona o hidro-
xi-acetosyringona, gue actian como inductores de los genes vir.
Estos genes, a diferencia de los cromosomales, no son constituti-
vos. Para captar la sefial vegetal actuan los productos de vird vy
virG, que actuian como sensor y regulador, respectivamente, cons-
tituyendo un auténtico sistema de dos componentes que se activa
por fosforilacioén (Jin et al, 1990). El producto de VirG fosfori-
lado activa la transcripcidén del resto de los genes vir; los pro-
ductos de VirD1 y VirD2 codifican para endonucleasas y participan
en la transferencia junto a los productos de VirEz, VirB y VirC,
aungque no se sabe qué funcidén cumplen estos Gltimos. Ademas, an-
tes de la transferencia la bacteria se adhiere a la célula vege-
tal y, para ello intervienen los productos de los cuatro loci ge-
némicos citados: chvA y chvB que sintetizan y excretan B-1,2-glu-
cano, cel que sintetiza fibrillas de celulosa y att que afecta a

proteinas de la superficie celular (Zambrycki et al, 1989).
Transformacién de células vegetales

El material genético transferido contiene dos tipos de genes: los
genes "onc"”, cuyos productos determinan el efecto tumoral, y ge-
nes encargados de la sintesis y cataboliemo de opinas. Estos com-
puestoe, conjugados de azucares o aminoacidos, sirven como media-
dores quimicos de parasitismo, favoreciendo la supervivencia vy

propagacién de la bacteria portadora de plasmidos Ti o Ri. La
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utilizacidén de metabolitos vegetales para producir compuestos que
la bacteria puede utilizar selectivamente, constituye una ventaja

competitiva para el microorganismo.

Es decir, que las formas tradicionales de interaccidén entre bac-
terias y plantas, por las que las primeras obtienen de las segun-
das compuestos organicos para crecer, ha evolucionado en Agrobac-
terium a una forma més sofisticada y la combinacidén de genes que
controlan el crecimiento (genes "onc") con los que controlan 1la
sintesis de opinas en un fragmento de ADN transferible (ADN-T)
asegura que las células vegetales que producen opinas proliferen

activamente (Zambryski et al, 1989).

El crecimiento tumoral producido por A. tumefaciens se debe a la
actividad de tres genes "onc”: los genes 1 (iaaM), 2 (iaaH) vy 4
(iptZ) (Weiler y Schrsder, 1987). El gen 1 codifica para una trip-
tofano 2-mono-oxigenasa que convierte triptofano en indol-3-ace-
tamina vy el gen 2 produce a partir de este sustrato acido indol-
3-acético (IAA) por su actividad de aminohidrolasa. El acido in-

dol-3-acético es una auxina, es decir una fitohormona.

El gen 4, por su parte, codifica para una isopentenil transferasa
que convierte 5 AMP e isopentenilfosfato en una citoquinina acti-

va. Las citoquininas forman otro grupo de hormonas vegetales.

La expresidén cooperativa de estos tres genes conduce a una pro-
duccién desregulada de fitohormonas que va a inducir la prolife-
racion neoplasica de las células transformadas y de las células

vecinas.

Por otra parte, la regidén ADN-T de los plasmidos Ri codifica apa-
rentemente para diferentes mecanlsmos que individualmente inducen
proliferacidén de raices en algunas plantas y actian concertada-
mente para producir ese efecto en otros tejidos vegetales. Uno de

los mecanismos implica genes que codifican para auxinas analogos
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a los genes iaall e iaaH de pléasmidos Ti. El otro mecanismo no im-
plicaria sintesis de hormonas, sino que afectaria la via de
transduccidén de sefiales de las hormonas vegetales, aunque los da-

tos aun son muy pocos (Zambryski et al, 1989).
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Si bien siempre se considerd a los mecanismos de transduccidén de
sefiales procarioticas como procesos due no guardan relacidén con
los que aparecen en organismos encariéticoe, los avances que se
han logrado en ambhas Aareas de estudio estan demostrando que, en
realidad, se puede considerar que los mecanismos eucaridticos se
organizan en una forma similar a la observada en bacterias aungue

son, por supuesto, muchisimo mas complejos.

Por lo tanto, los avances que se logren en procariotes pueden ser
de suma utilidad para desentrafiar modelos mas refinados, como son

los eucaridéticos.

Siguiendo este criterio, se decidié analizar los mecanismos de
transduccidén de sefiales en Agrobacterium, que es un género bacte-
riano importante para el estudio por los efectos que produce en

plantas y por las posibilidades biotecnoldégicas que brinda.

En esta Tesis &se presenta la caracterizacidén de dos sistemas
transductores muy difundidos, como son la adenilil ciclasa por un
lado, vy una GTPasa por otro; en este caso se trata de una protei-
na de tipo ras, siendo la primera vez que se reporta una proteina

de esta familia en bacterias.






- 93 -
AGROBACTERIUM
Cepas utilizadas y condiciones de cultivo

Se utilizaron las cepas A4 de Agrobacterium rhizogenes y A348 de

de Agrobacterium tumefaciens.

Ambas especies se cultivaron en el medio MYA que tiene la si-

guiente composicién:

manitol 8 g/l
extracto de levadura 5 g/l
(NH4) 2504 2 g/l
casaminoacidos 0,5 g/1
NaCl 5 g/l

teniendo la solucidén un pH de 6,6. Los cultivos se realizaron a
28°C con agitacién en Erlenmeyers con un volumen de medio equiva-
lente a aproximadamente el 25% de la capacidad total. Para culti-
var A. rhizogenes, e agregaron los siguientes antibiéticos:
Spectinomicina (0,5 mg/ml) vy Rifampicina (0,1 mg/ml), mientras
que para 4. tumefaciens se utilizé cloranfenicol (0,02 mg/ml). En
el caso de A. rhizogenes, los cultivos se protegieron de la luz,

dado que la rifampicina es fotosensible.

Las cepas se conservaron en cajas de Petri conteniendo el medio y
los antibidéticos adecuados, suplementados con agar 1,5% cultiva-
das a 28°C hasta observar crecimiento y luego conservadas a 4°C
por periodos no mayores a un mes. Para el mantenimiento a largo
plazo se utilizaron cultivos frescos en medio liquido suplementa-

do con glicerol 20% y se congelaron a -70°C.

Los cultivos utilizados para estudiar la adenilil ciclasa se co-
secharon a las 48 horas. Para analizar la proteina de tipo ras,

se utilizaron cultivos en fase estacionaria tardia (72-96 horas).
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Para la cosecha, los cultivos se centrifugaron a 10000xg durante

10 minutos a 4°C y el sedimento obtenido se congeld a -70°C hasta

U Uuso.
Obtencidén de esferoplastos

Los sedimentos bacterianos se resuspendieron en

sacarosa 20% P/P
buffer Tris-ClH 30 mM
pH 8

EDTA 10 mM

Se utilizé 10 ml de buffer para un sedimento proveniente de 200
ml de cultivo. Una vez resuspendido por completo, se agregd liso-
zima (0,1 mg/ml) y luego de disolverla se incubd a 4°C durante 45
minutos, invirtiendo los +tubos peridédicamente con suavidad. Fi-
nalmente se centrifugdé a 10000 xg durante 30 minutos a 4°C y se

descartdé el sobrenadante.
Fraccionamiento subcelular

Los esferoplastos se resuspendieron en sacarosa 20% P/P en

buffer Tris-C1lH 30 mM
pH 8

EDTA 3 mM
MgCl2 10 mM

y se agregd DNAsal (0,05 mg/ml).

Se agitdé para homogeneizar y luego se realizaron cinco ciclos de
sonicacién de 30 segundos cada uno con intervalos de 45 segundos
en un Ultrasonic Processor W385 Heat Systems-Ultrasonics Inc.
Luego se centrifugdé a 3000 xg durante 15 minutos a 4°C y el so-
brenadante obtenido se sometidé a ultracentrifugacién. Previamente
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se diluyd cinco veces agregando buffer sin sacarosa y luego se
centrifugé a 105000 xg durante 3 horas a 4°C. El sobrenadante ob-
tenido contenia la fraccidén citosdlica y el sedimento la fracecién
de membranas totales. Para separar membranas internas y externas,
el sedimento se resuspendid en sacarosa 20% en Tris-ClH 30 mM, pH
8,2 v se sembré sobre un gradiente discontinuo de sacarosa di-
suelta en el mismo buffer (10 ml de sacarosa 55% P/P méas 10 ml de
sacarosa 44% P/P). Se centrifugdé a 68000 xg durante 16 horas a
4°C, obteniéndose las membranas internas en la interfase superior
y las membranas externas en la interfase inferior. Cada interfase
se centrifugd luego a 105000 xg durante 4 horas a 4°C para obte-

ner un sedimento con la fraccién de membranas deseada.

Solubilizacién de proteinas de membrana

Para solubilizar las proteinas unidas a membranas, el sedimento

conteniendo la fraccidén de proteinas totales fue resuspendido en

buffer Tris-C1lH 50 mM

rH 7,4

glicerol 5% V/V
2-mercaptoetanol 1 mM
aprotinina 25 UI/ml

Se agregd colato de sodio hasta una concentracién final de 0,5 M.
Si el extracto se iba a sembrar en una columna de DEAE-celulosa,

se omitidé el agregado de NaCl.

Una vez resuspendido el sedimento, se agitd con agitador magnéti-
co a 4°C durante 1 hora y luego se centrifugdé a 105000 xg durante
1 hora a 4°C. El1 sobrenadante obtenido constituye la fraccidén de

proteinas de membrana solubilizadas.



ADENILIL CICLASA

Purificacién parcial. Métodos cromatograficos

Se sembraron 105 ml de fraccidén citosédlica (37,8 mg de proteina)
en una columna de DEAE-celulosa de aproximadamente 15 ml de capa-

cidad previamente equilibrada con buffer A:

Tris-C1lH 50 mM 50 mM
pH 7,4

glicerol 5% V/V
2-mercaptoetanol 1 mM
aprotinina 25 u/ml

Se lavd la columna con 100 ml de buffer A y se eluyd con un gra-
diente lineal de NaCl en el mismo buffer, incrementandose la con-
centracién salina de 0 a 0,5 M. El volumen total del gradiente
fue de 100 ml; se recogieron fracciones de 5 ml a una velocidad
de 0,5 ml/min. Las fracciones con actividad de adenilil ciclasa

se juntaron y constituyeron la preparacién DEAE.

Para analizar la adenilil ciclasa unida a membranas, también se
hizo un paso de purificacién utilizando una columna de DEAE-celu-
losa. Se sembrd en la columna el extracto obtenido al tratar 1la
fraccién de membranas totales con colato de sodio (1% P/V)(20 ml,

30 mg de proteina/ml) y se procedié como se describe en este pun-

to.
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Cromatografia en Ultrogel AcA34 (cromatografia de exclusidén mole-
cular)

La preparacién DEAE fue dializada contra Tris-ClH 10 mM a 4°C du-
rante 12 horas y luego concentrada contra una solucidén de sacaro-
sa 2 M en Tris-ClH 10 mM, pH 7,4.

La fraccién obtenida (0,8 ml, 0,226 mg de proteina) fue sembrada
en una columna preparativa de Ultrogel AcA34 (45x0,75 cm). La co-
lumna se eQuilibré previamente con buffer A, al que se le agregd
NaCl 0,15 M. Se eluyé con el mismo buffer recogiéndose 50 frac-

ciones de 1 ml cada una a un flujo de 0,5 ml/min.
Determinacién de los pariametros moleculares e hidrodinamicos
centri ion e j e e

Se prepararon gradientes de 5 a 20% P/V de sacarosa en agua u

6xido de deuterio (D20) conteniendo

Tris-C1lH 50 mM
pH 7,4

2-mercaptoetanol 1 mM
EDTA 0,5 mM
NaCl 0,15 M

Los gradientes se armaron en tubos de acetato de celulosa corres-
pondientes al rotor Beckman SW40. En ellos se sembré la prepara-
cién DEAE de fraccién citosdlica (0,4 ml; 0,55 mg de proteina/ml)

v las siguientes proteinas marcadoras:

catalasa (higado bovino) 0,1 mg/ml
malato dehidrogenasa (corazén porcino) 0,01 mg/ml
lactato dehidrogenasa (misculo de conejo) 0,03 ng/ml

citocromo C (corazén de caballo) 2 mg/ml
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Se centrifugdé a 100000 xg durante 18 horas a 4°C. Al finalizar la
corrida se recogieron fracciones de 0,3 ml, succionando desde el
fondo del tubo con una canula conectada a una bomba peristaltica

a una velocidad de 0,25 ml/min.

s -

Se utilizdé una columna analitica de Ultrogel AcA34 (30x0,75 cm)
equilibrada con buffer A conteniendo NaCl 0,15 M. Se sembrd la

preparacién DEAE obtenida de la fraccién citosélica (0,5 ml, 0,55
mg prot/mol) y se eluyd a 4°C con el mismo buffer a un flujo de

0,5 1/min recogiéndose fracciones de 0,8 ml.

Se agregd a la muestra las proteinas marcadoras tal como se des-

cribié en el punto anterior.

Calculo de los parametros moleculares e hidrodinamicos

Yol $£3 ia]

El método utilizado es el que desarrollaron Clarke (1970) vy
Meunier et al (1972) para determinar el volumen especifico par-
cial de complejos proteina-detergente. Dicho método se basa en el
andlisis de los coeficientes de sedimentacibén en gradientes de
densidad hechos en Hz20 y D20, segun el procedimiento descripto
por Edelstein y Schachman (1967), cuyo fundamento es el cambio en
el coeficiente de sedimentacidén producido por el aumento de den-
sidad de la solucidén por el uso de D20 cuando la cantidad de de-

tergente unido es conocida.

De acuerdo a Martin y Ames, la distancia ri recorrida desde el
origen por cualquier macromolécula sometida a ultracentrifugacién

en un medio i (i=4 para H20; 1=H para Dz0) es:

ri = Ki Sz20,w (1—$fi) (1)
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donde Ki es una constante en un medio, a una dada densidad para
cualquier macromolécula con el mismo volumen especifico parcial;
S20,w es el coeficiente de sedimentacién de la macromolécula de-
terminado en H20 a 20°C; ¥V es el volumen especifico parcial, y/”i
es la densidad del medio i (Martin y Ames, 1961). Dado gue 1la
densidad f’i aumenta linealmente a lo largo del gradiente de sa-
carosa, se hace una estimacidén promedio de ese parametro tomando
como valor ri/2. Bajo estas condiciones, el error enf)i es menor
que el 0,5%. Entonces, dados dos gradientes de sacarssa realiza-

dos en H20 y D20, resulta:

TH Ku(1-v P n)
rp KD(1—6/70)

siendo entonces

riKkp - rpKH

(3)

<i
1

ruKad f’D - rpKn /’H

Si se divide al numerador y al denominador del segundo término de

la igualdad (3) por rpKu, resulta:

rHKp
-1
rpKu
v = _— (4)
rHKp p p
i A
rpKH

Por otro lado, la ecuacidén (2) puede expresarse del siguiente mo-

do:

roKH (1 - v PH)
(o (5)
roKu (1 - G/JD
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vy segin la ecuacidén de Svedberg:

(1 —\'rf’u) SH./)H ,
= 6)

(1 - vPpo Spmp
f 7

donde SH y Sp son los coeficientes de sedimentacidén aparentes de-
terminados experimentalmente en H20 y D20, respectivamente, y 7’H
y 7 p las viscosidades de las soluciones en H20 y D20, respecti-

vamente, en la zona en que se ubica la macromolécula analizada.

De las ecuaciones (4), (5) y (6), se deduce que:

SH mH
77y

SpapD
v = 7 (7)
SH mH
7 fo- [
SD}!D :
La ecuacidn (7) se utilizdé para calcular el volumen especifico

parcial de la adenilil ciclasa. Los valores de SH, Sbp, 7H y 7 D
fueron obtenidos comparando la movilidad de la adenilil ciclasa

con respecto a la de las proteinas marcadoras utilizadas en ambos

gradientes, y cuyos valores numéricos se presentan en Resultados

vy Discusidn.

Las densidades fu y fﬁ fueron determinadas por gravimetria, uti-

lizando una micropipeta de 0,05 ml.
Radio de Stokes

El valor del radio de Stokes (a) fue obtenido a partir del perfil
de elucién de la filtracidn en geles. El1 valor fue estimado de un
grafico de a vs ve/vo (volumen de elucidén normalizado respecto

del volumen de exclusidén), obtenido con las proteinas marcadoras

de parametros moleculares conocidos.
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Peeo molecular

El peso molecular de la adenilil ciclasa fue calculado de acuerdo

a la siguiente ecuacidn, segin Siegel y Monty (1966):

6N 720,w
M= — a Szo,w
1 - 3’720,w

siendo N, numero de Avogadro; 7 20,w, viscosidad del agua a 20°C
(1,100 10-2 g/cm.seg); a, radio de Stokes; Sz20,w, coeficiente de

sedimentacién a 20°C en H20; Vv, volumen especifico parcial.

Coeficiente fricci ]

El coeficiente friccional se calculd utilizando los parametros

moleculares obtenidos previamente (v, a, M) de acuerdo a la si-

guiente ecuacién: -
1/3

f/fo = a
3 Mv

siendo £ el coeficiente de friccidén de la proteina y fo el coefi-

ciente de friccién de la proteina esférica y anhidra de igual ma-

sa.
P - I i ] te 3

En la tabla 4 se resumen los parametros moleculares de las pro-
teinas marcadoras utilizadas en las centrifugaciones en gradien-
tes de sacarosa y en las filtraciones en geles. La tabla se con-

fecciond en base a los datos reunidos por Haga (Haga et al,

1977) .



- 102 -

Proteina Coeflciente de Vol. esp. Radio de Peso
sedimentacion parcial Stokes Molecular
catalasa 11,3 0,73 5,21 247000
lactato dehidrogenasa 7,3 0,74 4,75 142000
malato dehidrogenasa 4,32 0,74 3,69 70000
citocromo C 1,71 0,73 1,87 13300

Ensayo de la actividad de la adenilil ciclasa

El método utilizado fue el desarrollado por Rodbell (1967) con

las modificaciones de Salomon et al (1974).

Se incubaron 50 pl de fuente enzimatica con 50 pl de una mezcla

de reaccidén que tiene la siguiente composicidn:

Buffer Tris-ClH 500 mM pH 7,4 10 ul
3-isotubil l-metilxantina 2 mM-AMPc 10 mM 10 upl
fosfocreatina 20 mM-creatina quinasa 2 mg/ml 10 pl
catién divalente (MnClz o MgClz 25 mM 10 ul

a32-ATP 5 mM (activ.especif. 50-200 cpm/pmol) 10 pl

Se incubé 10 minutos a 37°C y se detuvo la reaccidén 0,1 ml de una

solucidén que tiene la siguiente composicién:

ATP 40 mM
3H-AMPc 12,5 mM

Luego se calenté 3 minutos a 100°C.

El AMPc formado se purificé de acuerdo al procedimiento de croma-
tografia secuencial desarrollado por Salomon (1979). Este método

se basa en la separacién del AMPc radiocactivo de los fosfatos vy
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nucledétidos radioactivoes o no (ATP, ADP, AMP, PPi, Pi) a través
de una resina intercambiadora de cationes (Dowex AGS50W-X4, forma
H+), donde los protones de la resina se intercambian con los gru-
pos -NH2+ de la adenina de 1los nucleétidos. E1 AMPc es el unico
compuesto parcialmente retenido por la resina, pues su carga po-
sitiva (adenosina) no es contrarrestada por completo por la Gnica
carga negativa del grupo fosfato. Luego del pasaje por la resina
Dowex AGS50W-X4, el AMPc obtenido es purificado adicionalmente en
una columna de aluimina neutra, que retiene a los compuestos fos-
forilados aun presentes, excepto el AMPc que no se retiene a pH

neutro.

El esquema de la cromatografia secuencial es el siguiente: se
agrega 1 ml de H20 en el tubo de reaccién y se siembra sobre la
columna de Dowex AG50W-X4 (4x0,5 cm) descartandose el eluido. Se
agregan 4 ml de H20 sobre la columna de Dowex, descartandose el
eluido. Se agregan 6 ml de H20 sobre la columna de Dowex, reco-
giendo sobre columnas de alimina neutra (3x0,5 cm).

Se agrega 1 ml de Imidazol C1H 0,1 M, pH 7,5 sobre columna de
alumina, descartandose el eluido. Se agregan 4 ml de Imidazol ClH
0,1 M, pH 7,6 sobre columna de alimina, recogiendo en viales de
centelleo ligquido. La radiocactividad se mididé segiin el método de

Bray (1960), agregando a los viales 13,5 ml de solucidén cente-

lleadora (naftaleno-dioxano).

Las lecturas de radioactividad se realizaron en un contador de
centelleo liquido marca Beckman LS1801. Los pardmetros utilizados
fueron los siguientes: para 3H (el AMPc tritiado agregado al fi-
nalizar la incubacidn permite calcular el porcentaje de recupera-
cién del AMPc después de la purificacién cromatografica) se usd
una ventana de 0 a 200 y para 32P la ventana usada fue de 500 a

1000. Las recuperaciones obtenidas habitualmente fueron del orden

del 50% al 80%.
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Electroforesis en geles de poliacrilamida

El método utilizado para geles de poliacrilamida desnaturalizan-

tes fue el de Laemmli (1970).

Se utilizaron geles de poliacrilamida con SDS, de 10x12x1,5 mm de

las siguientes caracteristicas:

gel separador: 10 ml 12% acrilamida, pH 8,8
gel concentrador: 5 ml 5% acrilamida, pH 6,6

Los geles se prepararon de acuerdo al siguiente esquema:

Separador Concentrador

Acrilamida + Bis Acrilamida (30:1) 4 ml 0,83 ml
SDS 10% 0,1 ml 0,05 ml
Tris-ClH 1,5 M, pH 8,8 2,5 ml -
Tris-Cl1H 1,0 M, pH 6,8 - 0,63 ml
H20 3,3 ml 3,4 ml
TEMED 4 ul 5 ul
S208(NH+4)2 10 mg 5 mg

Todas las muestras fueron tratadas con un volumen de buffer de

craqueo 2x.

SDS 2% (v/v)

2-mercaptoetanol 2% (v/v)

Tris 50 mM glicina 400 mM, pH 8

azul bromofenol 0,02% (p/v) durante 3 minu-

tos a 100°C y luego sembradas en gel.
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El buffer utilizado para la corrida tenia la siguilente composi-
cidn:

Tris 3,03 g/1

glicina 14,4 g/1

SDS 0,1% y la electroforesis se

efectud a una corriente constante de 15 mA para el gel concentra-

do v de 25 mA para el separador.

En las corridas electroforéticas se utilizaron como marcadores de

peso molecular las siguientes proteinas:

a) triosafosfato isomerasa 26.
lactato hidrogenasa 36.
fumarasa 48.
piruvato quinasa 58.
fructosa-6-fosfato quinasa 84.
B-galactosidasa 116.
az2-macroglobulina 180.

b) a-lactoalbimina 14.
inhibidor de tripsina de soja 20.
tripsindégeno 24.
anhidrasa carbénica 29,
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa 36.
ovoalbumina 45.
sercalbimina bovina 66.

La primera mezcla estaba formada por proteina pretefiidas.

En los casos en que fue necesario, los geles se tifieron

siguiente solucién:

600
500
500
000
000
000
000

200
100
000
000
000
000
000

con

U U oo uououuog

O U UuuUuuguuouuyou
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metanol 45% (v/v)

acido acético 10% (v/v)

Coomasie Brilliant blue R-250 0,2% (p/v) durante
una hora y luego se los decolord con una solucidédn metanol-acido

acético-agua (40:10:50) durante 4 horas.

Para 1los ensayos de ADP-ribosilacién con [32P]NAD y unién de
a[32P]GTP, los geles, una vez tefiidos y decolorados, fueron seca-
dos y expuestos con pantalla intensificadora a -70°C por periodos

que variaron entre 12 y 72 horas.
Ensayos bioquimicos de identificacidn

Unién especifica de [355]GTP-¥-S

El método que se utilizdé es el de Northup (Northup et a1, 1982)
modificado por Waldo (Waldo et al, 1987).

Se incubaron 0,1 ml de muestra (100-150 ug de proteina por ensa-
yo) con 0,08 ml de buffer de reaccién

Tris-ClH 20 mM, pH 8

EDTA 1 mM

DTT 1 mM

NaCl 100 mM

Lubrol PX 0,1% (v/v) v la reaccidn se

inicidé agregando 0,02 ml de la siguiente solucién:

[35S]1GTP¥-S 10 mM (300000 cpm/ensayo)
MgClz2 10 mM
Lubrol PX 0,1% (v/v) durante 60 minu-

tos a 30°C.

La reaccién se detuvo agregando 2 ml de buffer stop frio:
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Tris-ClH 20 nmM, pH 8

NaCl 100 mM

MgCl2 25 uM

Na3PO4 1 mMy se filtré inmedia-

tamente a través de discos de nitrocelulosa (BA85 Schleicher and
Schuell).

Cada filtro se lavd 5 veces con 2 ml de buffer stop frio y luego
se secaron en estufa a 75°C durante 15 minutos. Los filtros se
colocaron en viales plasticos, se les agregd 1 ml de la solucidn
centelleadora (Tolueno-Omnifluor) y la radioactividad se detectd
en un contador de centelleo liquido marca Beckman LS1801 utili-

zando ventana abierta, ya que no habia mezcla de isdtopos.

ADP ribosilacid

Se utilizdé una modificacién de los métodos de Goldsmith et al
(1988) y Casey et al (1989b).

Para determinar la incorporacién de ADP ribosa a proteinas cata-
lizadas por toxinas de Vibrio cholerae y Bordetella pertussis se
incubaron 40 upl de membranas resuspendidas en el siguiente
buffer:

Tris-ClH, pH 8 50 mM

EDTA 1 mM

DTT 2 mM

timidina 10 mM

Lubrol PX 0,1% v/v con 5 pl de toxinas
célera 10 pg/ml

pertussis 5 ug/ml previamente activa-

das en una solucidén de DTT 10 mM durante 30 minutos a 30°C ini-

ciidndose la reaccidén al agregar 5 pl de la siguiente solucién:
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[32P]NAD 1 uM (4.108 cpm/ensayo)
ATP 1 mM

Se incubé 40 minutos a 30°C y se detuvo la reaccidén por agregado
de un volumen de buffer de craqueo 2x; se calentd 3 minutos a
100°C y luego se sembraron las muestras en el gel. Para determi-
nar especificidad de la reaccidén, se agregd NAD 100 uM para des-

plazar la marca radioactiva incorporada.

Unién de a[32P)GTP en geles por fotoafinidad

Se utilizd el método de Linse et al (1988) que permite la incor-
poracién de a[32P])GTP a proteinas capaces de unir dicho nucledti-

do en forma covalente por fotoafinidad.

Se resuspendieron las membranas en buffer Tris-ClH 20 mM, pH 8 vy

cee les agregd:

MgClz2 1 mM
DTT 1 mM
ATP 1 mM
a[32P]GTP 4.107 cpm/ensayo/3000 Ci/mmol

en un volumen de 0,05 ml.

Se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos y luego se
irradiaron las muestras con luz UV (254 nm lampara de Hg HBO
100W/2, Osram) a una distancia de 10 c¢m durante 10 minutos. La
reaccién se detuvo agregando un volumen de buffer de craqueo 2x y
se sembraron en un gel. Luego se fijé el gel, se lavé con solu-
cién fijadora suplementada con PO4H3 1 mM, se secd y se expuso a
-70°C durante 72 horas. Dado que con el lavado no se eliminaba
todo el nucledtido unido al gel inespecificamente, se optd luego
por transferir las proteinas del gel a nitrocelulosa y exponer el
filtro en las mismas condiciones que el gel seco. Se logrd de es-

te modo disminuir sensiblemente el "ruido” de fondo.
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Para la transferencia se utilizé el método de difusién. Para ello
se colocé nitrocelulosa a ambos lados del gel y luego dos hojas
de papel Whatmann 3MM a cada lado, y el conjunto se sumergié en
un recipiente con buffer fosfato 25 mM, pH 6,5 y se agregdé un pe-
so de 4 Kg; de este modo se obtuvo una transferencia bidireccio-

nal por capilaridad.

Técnicas inmunolédgicas

I ipit 1 ¢

Se utilizdé el método descripto por Harlow y Lane (1988).

Se obtuvieron esferoplastos de un sedimento de 4. rhizogenes pro-
veniente de 100 ml de cultivo y dichos esferoplastos se resuspen-

dieron en

buffer Tris-ClH 50 mM, pH 7,4

glicerol 5% (v/v)

2-mercaptoetanol 1 oM

SDS 2% y se sonicd (5 ciclos de

30 segundos cada unoc con intervalos de 30 segundos), se calentdé 1
minuto a 100°C y se centrifugé a 10000 xg durante 10 minutos. El

sobrenadante se utilizdé para la inmunoprecipitacidn.

Como paso previo se clarificé el homogenato. Este paso permitid
eliminar cualquier producto presente en el homogenato que pudiera
reaccionar con el segundo anticuerpo (conejo anti-rata) o con la
proteina A. Para ello se incubdé una alicuota de 1 ml de homogena-
to (15 mg de ©proteinas) con suero de conejo anti-rata (dilucidn
1:200) durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacién. Luego
se agregdé 0,5 ml de proteina A-Sepharosa 10% (v/v) y se incubdé 1
hora con agitacidén. Se centrifugdé 5 minutos a 10000 xg yv el so-

brenadante obtenido es el homogenato clarificado.
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El homogenato clarificado se divididé en dos alicuotas que se di-
luyeron a 1 ml de volumen final con buffer, de modo que la solu-

cién tenga la siguiente composicién:

Tris-ClH 50 mM, pH 7,4

NaCl 0,15 M

SDS 1% (v/v)

Tritén X100 1% (v/v)

NP40 0,5% (v/v)(solucién de detergente)

Una de las alicuotas se incubd con el anticuerpo Y13-259 (Furth
et al, 1982) que es un monoclonal anti p21 de rata, en diluciédn
1:100 durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacidn. Luego
se agregd suero de conejo anti-rata en dilucién 1:100 a cada
muestra y se incubé 1 hora a temperatura ambiente con agitaciodn.
Finalmente, el complejo antigeno-anticuerpo se precipité por
agregado de proteina A-Sepharosa (10% v/v). Luego de 1 hora a
temperatura ambiente con agitacidén, se centrifugdé 5 minutos a
10000 xg. E1 sedimento obtenido se lavd 4 veces con 1 ml de solu-
cién de detergentes y, finalmente, se lo resuspendidé en 50 pl de
buffer de craqueo 2x. Se calentd 10 minutos a 85°C, se centrifugd
5 minutos a 10000 xg y el sobrenadante se sembrd en un gel de po-

liacrilamida.

Jomunoblot

a) Electrotransferencia

La transferencia se llevd a cabo colocando la membrana de nitro-
celulosa en contacto directo con el gel. El1 "sandwich"” formado se
colocd en un campo eléctrico que permitidé el pasaje de las pro-

teinas a la membrana.

Se utilizaron los siguientes buffers:
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Buffer catédico: Tris pH 9,4 25 mM
acido ¥amino-n-hexanoico 40 mM
metanol 20% (v/v)

Buffer andédico 1: Tris pH 10,4 300 mM
metanol 20% (v/v)

Buffer anédico 2: Tris pH 10,4 25 mM
metanol 20% (v/v)

Se colocaron 6 capas de papel Whatmann 3MM humedecidas en buffer
andédico 1 sobre el anodo; luego se colocaron 3 capas del mismo
papel embebidas en buffer andédico 2. Sobre ellas se colocdé la ni-
trocelulosa y luego el gel. Luego se agregaron 6 capas de papel
Whatmann humedecidas en el buffer catédico. Finalmente, se colocd
el grafito catdédico. Luego del agregado de cada elemento (papel,
nitrocelulosa, gel) del "sandwich”, se procedié a eliminar las
burbujas para evitar problemas en la transferencia. Se conectd el
aparato a una fuente de poder, realizandose la transferencia a
una intensidad constante de 0,8 mA/cm2 de gel durante 1 hora a

temperatura ambiente.

Para determinar la eficiencia de la transferencia y para ubicar
los marcadores de peso molecular cuando no eran pretehidos, se
tifid la nitrocelulosa luego de la transferencia con una solucidn
de Rojo Ponceau S 0,5% (p/v) en acido acético 1% (v/v). Antes de
la deteccidn con el anticuerpo el colorante se eliminé lavando la

nitrocelulosa con agua.

b} Bloqueo

Realizada la transferencia, se bloqued la membrana de nitrocelu-
losa para evitar la adsorcidén inespecifica de los distintos reac-
tivos. Para ello, se sumergidé la membrana en la solucidén de blo-

queo constituida de la siguiente forma:



leche descremada 5% (p/v)
glicina 2% (p/v)

lisado de F£. coli 0,5% (v/v) en buffer TBS 1X

cuya composicién es:

Tris-ClH, pH 8 25 mM
NaCl 0,9% (p/v). Se incubdé 30

minutos a temperatura ambiente, con agitacién.
c) Adicidén de anticuerpos

Para la deteccidn del antigeno (proteinas G o p2lras) se utiliza-
ron distintos anticuerpos, cuyo detalle se observa en la tabla 5.

ANTIGENO SEGUNDO
ANTICUERPO RECONOCIDO HECHO EN DILUCION ANTICUERPO

Y13-259 p2lras rata 1:100 cabra anti-rata AP
pan Abl p2lras ratén 1:100 cabra anti-ratdén AP
pan Ab2 p2lras raton 1:100 cabra anti-ratdén AP
RM 1 as conejo 1:300 |

9192 ac conejo 1:300 cabra anti conejo
91380 ai conejo 1:300 biotinilado

SW1 B conejo 1:300

Los anticuerpos se prepararon en solucién bloqueante adicionada

con Tween 20 0,05% (v/v).

Se elimindé la solucidén de bloqueo y la membrana se sumergidé en la
solucidén que contenia el primer anticuerpo incubandose 90 minutos

a temperatura ambiente con agitacidén. Luego se hicieron 4 lavados
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de 5 minutos cada uno con buffer TBS 1x adicionado con Tween 20
0,05% (v/v). Luego se incubd 1 hora con el segundo anticuerpo; el
anticuerpo correspondiente se prepardé en la misma solucidn que el
primer anticuerpo, adiciondndose suero normal de cabra 1% (v/v).
Luego se hicieron 4 lavados de 5 minutos cada uno con TBS 1x-
Tween 20 0,05%. Cuando se utilizdé un segundo anticuerpo biotini-
lado, se incubé 1 hora con solucidén de avidina-biotina (Vectas-
tain kit) acoplada a fosfatasa alcalina preparada segin instruc-

ciones del fabricante.

Finalmente se hicleron 3 lavados de 5 minutos cada uno con TBX 1x
tanto para sueros biotinilados como para sueros acoplados direc-

tamente a fosfatasa alcalina.
d) Deteccidn

La membrana se lavé 2 veces durante 5 minutos con el siguiente

buffer:

Tris-ClH, pH 9,5 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl2 5 mM (buffer fosfatasa)

para equilibrar la membrana en el pH adecuado y luego se agregéd

la solucidén reveladora. Los sustratos utilizados fueron:

Bromo-cloro-indoil-fosfato (BCIP) 60 mg/ml en dimetil forma-
mida 100%

Nitro blue tetrazolium (NBT) 50 mg/ml en dimetil forma-
mida 70%

La solucién se prepard agregando 66 pl de NBT y 33 pnl de BCIP a
10 ml de buffer fosfatasa. Se incubd el filtro con esta solucidn

por periodos de 5 minutos (para anticuerpos biotinilados) o de 20
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minutos (para los otros anticuerpos), en oscuridad. La reaccidén

se detuvo colocando las membranas en una solucidén diluida de

EDTA.

Marcado con [35S]Metionina

Marcado metabdélico con [35S)Metionina

Se utilizdé el método descripto por Harlow y Lane (1988).

Se crecidé un cultivo de 5 ml en medio MYA durante una noche. Lue-

go se diluydé 1:10 en medio minimo M9 que tiene la siguiente com-

posiciédn:

Naz2HPO4 0,6% (P/V)

KHz2PO4 0,3% (P/V)

NaCl 0,5% (P/V)

NH4Cl 0,1% (P/V) y luego
de autoclavar y enfriar se le agregaron las siguientes soluciones
estériles:

MgS04 1 M 2 ml/1

Sacarosa 20% ((P/V) 10 ml/1

CaClz 1 M 0,1 ml/1 y se ajustd el pH
en 7,4.

Se incubd 3 horas a 30°C hasta alcanzar una D.0O. de 0,5 y en ese
momento se hizo la marcacidén. Para ello se agregd 100 pCi de
[35S]Metionina (1200 Ci/mmol) vy se incubé durante 30 minutos a
30°C. La mitad del cultivo se coseché (pulso) y la otra mitad se
resuspendié en medio minimo sin radiocactivo y se incubdé 2 horas a

30°C (caza) luego de los cuales se coseché.
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Las bacterias se trataron en la forma ya descripta para inmuno-
precipitar con el anticuerpo Y13-259. El precipitado obtenido se
extrajo con buffer de craqueo 2x y se sembrd en un gel de poli-

acrilamida.
Eluorografia

Concluida la electroforesis, el gel se tifiéd y decoloré como ya se
describié. Para aumentar la sensibilidad de la deteccidn del iséd-

topo radioactivo utilizado (35S), se hizo una fluorografia.

Para ello se lavé el gel con 2 volamenes de dimetil sulfédéxido
(DMSO) 2 veces durante 30 minutos. Luego se incubdé con 4 volume-
nes de PPO 22% (P/V) en DMSO durante 3 horas y finalmente se lavéd
con 20 volumenes de H20 2 veces durante 20 minutos. El gel 1luego

se secd y se expuso a -70°C durante una semana.

Técnicas para identificar secuencias de ADN
Obtencién de ADN total

Se utilizdé un cultivo de 5 ml de A. rhizogenes en medio MYA cre-
cido durante una noche en las condiciones ya descriptas. Se obtu-
vieron esferoplastos, tal como se describidé y se loe resuspendid

en 3 ml de buffer TE cuya composicidn es:

Tris-ClH, pH 8 50 mM

EDTA 20 mM y luego se
agregd 1 ml de una solucidén de Sarkosyl 5% (V/V) en buffer TE y 1
ml de una solucidén de proteinasa K (2,5 mg/ml en buffer TE). Se
incubé 2 horas a 37°C y el lisado obtenido se aclard pasandolo 20
veces a través de una jeringa sin aguja. Se tomé 1 ml del lisado
clarificado y se extrajo con un volumen de fenol equilibrado en
buffer Tris-ClH, pH 8, 0,5 M. La fase acuosa se extrajo 4 veces
con éter y finalmente se precipitdé el ADN a -20°C agregando 2 vo-

limenes de etanol 96% (V/V)(Dhaese et al, 1979).
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El sedimento obtenido se resuspendidé en 0,1-0,2 ml de buffer TEN,

cuya composicién es la siguiente:

Tris-C1H, pH 8 5 mM

EDTA 0,5 mM

NaCl 5 mM
e 2 e Q s ccid

Los ensayos de restriccidon se realizaron utilizando 10 png de ADN
(estimado por comparaciédn de la banda con bandas de ADN de masa

conocida en minigeles de agarosa). El protocolo utilizado tiene

el siguiente esquema:

ADN 25 pl (10 ng)

buffer H 10 ul

enzima 1 pul (50 U)

H20 64 pl siendo el

volumen final de 0,1 ml. Se utilizaron las enzimas BamHI, Pstl vy
EcoRI. Cuando se cortd con dos enzimas, se agregd 1 ul de cada
una y 63 ul de H20. La composicidén del buffer H es la siguiente:

Tris-ClH, pH 7,5 10 mM
MgCla 10 mM
NaC1l 100 mM
DTT 1 mM

Las incubaciones se llevaron a cabo durante 4 horas a 37°C.
Electroforesis en gelaes de agarosa

Concluida la reaccidén de restriccidédn, el ADN digerido se precipi-
t6 con 2 volimenes de etanol 96% (V/V) a -70°C y se resuspendid

en 20 pl de buffer TE 50:2 (Tris-ClH, pH 8 50 mM, EDTA 2 mM) y se

le agregd 5 pl de buffer de siembra 5x cuya composicidn es:



glicerol 50% (V/V)
TBE 5x
azul de bromofenol 1% (P/V)

Las muestras se sembraron en geles de agarosa 0,8% (P/V) en

bufferTBE cuya composiciédn es:

Tris-borato 89 mM
acido bérico 89 mM
EDTA 2 mM y se

agregd bromuro de etidio (0,5 pg/ml). E) buffer de corrida utili-
zado fue TBE. La corrida se llevdé a cabo a un campo de 5-10 V/cm

a temperatura ambiente.

Los geles fueron fotografiados a través de un transiluminador de
Juz UV de 300 nm, utilizando una cémara Polaroid MP-4 con filtro

rojo (RPC4) con pelicula Polaroid 667.

Como marcadores de tamafio se utilizé el marcador AADN-HAIII(bp):
23130-9416-6557-4361-2322-2027-564-125.

Southern blot
Se utilizdé el método descripto por Southern (1975).

Luego de la corrida electroforética, el gel se tratdé con HCl1l 0,2
N durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego de la hidréli-
sis &cida, se desnaturalizé el ADN tratédndolo con NaOH 0,5 M,
NaCl 1,5 M durante 30 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo,
se equilibrd haciendo 4 lavados de 30 minutos cada uno con NH4

acetato 1 M, NaOH 0,02 M a temperatura ambiente.

Como membrana se utilizé Hybond. Antees de ponerla en contacto con

el gel, se la tratd durante 5 minutos con buffer SSC 2x cuya com-

posicidén es:
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NaCl 0,3 N
citrato de sodio 0,03 N

Finalmente se realizd 1la transferencia por capilaridad, usando
buffer SSC 6x, durante 16 horas. Luego de la transferencia el
filtro se lavd 30 segundos con NaOH 0,4 N y luego 15 minutos con
Tris-ClH, pH 7,5 200 mM, SSC 2x. Finalmente se 1o ilumind con luz
UV (300 nm) durante 5 minutos para fijar el ADN al filtro.

P {60 d i 1 i

Se utilizd el método de random multi-priming. Para ello se usd el

kit de Amersham (RPN 1600Z).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 25 pul utili-
zando 50 ng de ADN. El1 ADN se hirvié durante 3 minutos y luego se
agregaron los componentes del kit (primer, dNTPs, buffer y enzima
polimerizante), segin instrucciones del fabricante y, finalmente,
se agregd el nucledtido radiocactivo (a[32P]dNTP, 3000 Ci/mmol).
La reaccidén se llevé a cabo a temperatura ambiente durante 6 ho-
ras. La sonda marcada se aislé por doble precipitacidén con 1/2
volumen de NHa4 acetato 7,5 M y 2 volimenes de etanol 96% (V/V) a
-70°C. Finalmente se resuspendid en 0,2 ml de H20 y se hirvié du-

rante 3 minutos.

Hibridacid

Las membranas se ubicaron en bolsitas a las cuales se les agregd

la solucién de hibridacién:

SsC 56X
formamida 25% (V/V)
SDS 1% (P/V)
Denhardt 2X

ADN esperma de salmdn 100 pg/ml
Dextran sulfato 10% (P/V) en Hz20
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siendo el volumen final de 10 ml. La composicidén de la solucién

de Denhardt 1X es la siguiente:

BSA 0,02% (P/V)
Ficoll 0,02% (P/V)
Polivinilpirrolidona 0,02% (P/V)

Se realizé una prehibridacidén a 42°C durante dos horas y luego se
inyectd la sonda radioactiva. Se incubdé a 42°C durante 12-18 ho-

ras con agitacién.

Concluida la reaccidn, los filtros fueron lavados con solucidén de

lavado:

SSC 0,6X

SDS 0,5% (P/V) 4 veces
durante 30 minutos cada vez. Finalmente, las membranas fueron ex-
puestas con pelicula radiografica AGFA (CURIX RP1) con pantalla
intensificadora a -70°C durante 48 horas.

PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

Determinacién de proteinas

Se utilizdé el método de Lowry et al (1951) utilizando sero-alba-
mina bovina (BSA) cristalina como patrdédn. Para cuantificar pro-
teinas en distintos pasos de purificacidén, se mididé la absorban-
cia a 280 nm/260 nm calculandose la concentracién proteica segin

el método de Peterson (1983).

concentracién (mg/ml) = (1,55 x Azs0) - (0,76 x Az2s0)
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Determinacién de la posicién de las proteinas marcadoras en los

gradientes de sacarosa y en las columnas de Ultrogel AcA34
Citocromo C: fue detectado por su absorbancia a 410 nm.

Malato Dehidrogenasa: se determindé su actividad por el consumo
de NADH, en presencia de oxalacetato, si-
guiendo la disminucién de la absorbancia a
340 nm segin el método del manual de enzi-
mas de Worthington (1972).

Lactato Dehidrogenasa: su actividad se determindé por el consumo
de NADH en presencia de piruvato, en forma

similar a la malato dehidrogenasa.

Catalasa: la actividad fue medida siguiendo el con-
sumo de H202 por conversién de ioduro a

iodo, segin el método de Terenzi et al
(1971).

Obtencion de membranas para controles positivos

Obtencién de membranas de Saccharomyces cerevisiae

Se utilizdé el método descripto por Toda et &1 (1985) con modifi-
caciones menores. Se utilizdé la cepa X-2180 Ba, gentilmente cedi-
da por el Dr. Juan José Miret del Instituto de Investigaciones
Bioquimicas "Fundacién Campomar”. Se crecidé un cultivo de 25 ml

en medio YPD cuya composicidén ee:

extracto de levadura 1% (P/V)
peptona 2% (P/V)
dextrosa 2% (P/V) durante

una noche. Se consechdé por centrifugacién y luego se prepararon
esferoplastos. Para ello se los resuspendidé en un buffer con la

siguiente composicidn:
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sorbitol 1 M
buffer citrato pH 5,8 0,1 M
EDTA 10 mM Yy se agre-

gbé 0,6 ml de glusulasa incubandose 30 minutos a 37°C. Se centri-
fugdé 10 minutos a 10000 xg y los esferoplastos se resuspendieron

en el siguiente buffer:

Tris-ClH, pH 7,4 50 mM

glicerol 5% (V/V)

2-mercaptoetanol 1 mM

MgCl:2 10 mM y 6e agre-

gd DNAsal (0,05 mg/ml) y se lisd con 5 ciclos de sonicado de 30
segundos cada uno con intervalos de 30 segundos. Se centrifugd 15
minutos a 3000 xg vy el sobrenadante se ultracentrifugé a 105000

xg durante 1 hora. El sedimento obtenido contenia la fraccidén de

membranas.

El método que se utilizdé es una modificacién del de Papermaster y
Dreyer (1974).

Se tomaron 60 ojos de vacas adultas decapitadas en el dia. Se se-
paréd la parte anterior del ojo (iris, cristalino) de la parte
posterior (retina, coroide, nervio 6ptico) y se elimindé el humor
vitreo. Se extrajo 1la retina cuidadosamente, se cortdé el nervio
o6ptico y se la colocd en un tubo de centrifuga (10 retinas por

tubo). Se agregd 10 ml del siguiente buffer:

Tris-C1H, pH 7,4 5 mM

sacarosa 40% (P/V)

NaCl 65 mM

MgClz 2 mM y se homo-

geneizé por Vortex durante 1 minuto. Este paso permitié liberar
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los bastones del resto del tejido y separar el segmento externo
(ROS) del interno (RIS). Se centrifugd a 2000 xg durante 4 minu-
tos vy se juntd con loe sobrenadantee filtrandolos a través de una
red de nylon de 54 um. A los filtrados se les agregd el doble de
volumen de buffer Tris-ClH 50 mM, pH 7,4-MgClz 1 mM y se centri-
fugé a 12000 xg durante 40 minutos.

Los sedimentos obtenidos se resuspendieron en el mismo buffer su-
plementado con sacarosa 0,77 M y se sembraron sobre un gradiente
discontinuo de sacarosa 0,84 M, 1,00 My 1,14 M v se centrifuga-

ron a 60000 xg durante 30 minutos (Rotor SW28).

La interfase 0,84 M-1,00 M contenia la fraccidén de ROS pura y se
tomdé con cuidado con pipeta Pasteur. Se centrifugdé a 1500 xg du-
rante 30 minutos y luego se hicieron 2 lavados para eliminar 1la
sacarosa. Los precipitados de ROS obtenidos se guardaron a -70°C

hasta su uso. Todos los pasos descriptos se llevaron a cabo bajo

luz roja difusa.

Obt {60 d 1 3 ] bovi

Los cerebros se homogeneizaron en NaHCO3 1 mM utilizando un homo-
geneizador Ultraturrax. Cumplido este paso, se centrifugd 15 mi-
nutos a 3000 xg vy el sobrenadante se ultracentrifugd a 105000 xg

durante una hora. El precipitado obtenido contenia la fraccidén de

membranas de cerebro bovino.

REACTIVOS

DEAE-celulosa (DE-52) de Whatman Chemical Inc. (Clifton, NJ, USA)
Ultrogel AcA34 de LEKB-Producter (Bromma, Suecia)

AlGmina neutra de MERK (Darmstadt, Alemania)

Resina Dowex AG50 W-X4 (200-400 mesh), acrilamida, Dbisacrilamida
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de Bio-Rad (Richmond, CA, USA)

Material radiocactivo de NEN-Dupont (Delaware, USA)

Aprotinina de Bayer (Liverkusen, Alemania)

Tris-base, MIX, BSA, catalasa de higado de ternera, citocromo C
de corazdédn de caballo, malato dehidrogensas de corazdén porcino,
lactato dehidrogenasa de musculo de conejo, spectinomicina, ri-
fampicina, cloranfenicol, 1lisozima, DNAsal, 6éxido de deuterio,
fosfocreatina, creatina gquinasa, ATP, AMP ciclico, marcadores de
PM de proteinas, glicina, toxinas bacterianas, GTP, GTP¥S, Lubrol
PX, proteina A-Sepharosa, NBT, BCIP de Sigma Chemical Co. (S5St.

Louis, MO, USA)

Enzimas de restriccidén y sus buffers de boehringer (Manheim, Ale-

mania)
Anticuerpos anti p2l1lra3 de Oncogene Science Inc. (NY, USA)

El resto de los reactivos utilizados fueron de grado analitico.






ADENILIL CICLASA DE Agrobacterium

Propiedades generales

I lizacid beelul rctividad ] 1igt] ; el
cultivo

Como primer paso en el estudio de los mecanismos de transduccidn
de sefiales ambientales en Agrobacterium, se decididé caracterizar
la adenilil ciclasa de esta bacteria, ya que constituye un siste-

ma ampliamente difundido en la Naturaleza.

En primer lugar, se analizdé la distribucidén subcelular que pre-
senta la enzima. Para ello se realizdé un fraccionamiento subcelu-
lar segun el protocolo descripto en Materiales y Métodos. En 1la
tabla B se resumen los datos obtenidos con un cultivo de 48 ho-

ras.

ACTIVIDAD TOTAL ACTIVIDAD ESPECIFICA

AGRBGADOS AL {pnol/nin) (pwol/nin x ng prot)
BOREER FRACCION Mnlt Kgit Mo+ Bgit
Honogenato 12790,7 683,6 180,1 42,0
Ninguno Sedimento 5000 g 3815,2  200,7 230,5 12,9
Sedimento 105000 g 40,5 49,9 211,2 29,3
Sobrenadante 105000 g w9y - 1,5 -
Honogenato 12820,3 670,8 800,8 43,3
NaCl 0,5 M Sedinento 5000 ¢ 3800,0 203,9 216,17 12,5
Sedinento 105000 ¢ 2720,3  282,6 152,4 18,3
Sobrenadante 105000 ¢ 6188,8 - 1054,1 -
Lubrol PI 1% Homogenato 12706,8 680,3 803,3 42,1
+ Sedinento 5000 ¢ 313,88 202,3 215,17 13,0

Sedimento 105000 ¢ 2960,3 310,1 160,8 18,7
¥aCl 0,5 ¥ Sobrenadante 105000 g 6007,2 - 894,5 -
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Como se observa en la tabla 6, la enzima se encontrd presente
practicamente en igual proporcidén tanto en la fraccidn citosédlica
como en la fraccién particulada. En el sedimento de 5000 g apare-
cié una actividad enzimatica considerable, vy dado que en esa
fraccién se obtienen células enteras y restos de pared celular,
esa actividad indicaria una ruptura incompleta de las Dbacterias.
Asimismo, al separar las membranas internas de las externas, 1la
actividad se recuperé practicamente en su totalidad en la primer

fraccién, tal como se observa en la figura 34.

Actividad Adenilil Ciclasa Total (pmol/min.ml)
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La distribucidén subcelular observada sugiere que la proteina pue-

de estar asociada a la membrana en forma débil. Este tipo de aso-
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ciacién se elimina por altas concentraciones salinas y el resul-
tado obtenido al agregar al homogenato NaCl 0,5 M confirma esta
aseveracidn ya que el 869% de la actividad enzimatica se recuperd
en la fraccidén soluble; al tratar con un detergente (Lubrol PX 1%
v/v) vy con NaCl 0,5 M se obtuvo una distribucién andloga de 1la

actividad enzimatica.

También se determindé que en membranas, la enzima fue capaz de
utilizar Mg2+-ATP como sustrato ademas de Mn2+-ATP. Este compor-
tamiento se perdidé al tratar con sales o detergentes, sugiriendo
que algun componente de la membrana es requerido para dicha pro-

piedad.

A. tumefaciens presenta una adenilil ciclasa con las mismas ca-
racteristicas de localizacidn y solubilizacidn que la de A. rhi-
zogenes. Como con A. rhizogenes se obtuvieron actividades especi-
ficas mayores, la caracterizacidén de la adenilil ciclasa se rea-

1lizé utilizando la cepa A4 de A. rhizogenes.

Posteriormente se investigd la variacidén de la actividad de 1la
enzima en distintas etapas del crecimiento de la bacteria. Para
ello, previamente se hicieron curvas de crecimiento de 4. rhizo-
genes y A. tumefaciens, obteniéndose los resultados que se mnues-

tran a continuacién (figuras 35 y 36).

Se observa qQue la fase exponencial llegd hasta las 48 horas, pun-
to en el que se logrd el maximo crecimiento. Luego, el namero de
bacterias decaydé minimamente y se mantuvo constante, constituyen-

do la fase estacionaria.
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Se midié la actividad de la enzima en cada uno de los puntos ob-
tenidos de la curva de crecimiento de A. rhizogenes y se obtuvo

el resultado que se muestra en la figura 37.

Colonlas/ml Actlvidad A. Ciclasa Total (pmol/min.ml)
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Se puede observar que la actividad de la enzima aumentd hasta las
48 horas para luego descender levemente y mantenerse en un valor
constante. Si se compara la curva de crecimiento con la de acti-
vidad, se ve que ambas son semejantes, es decir, hay una correla-
cién perfecta entre el crecimiento de la bacteria y la actividad

de la adenilil ciclasa.

Al analizar la distribucidén subcelular en cada punto de la curva,

se obtuvo el resultado Que se observa en la figura 38.
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La proporcién de actividad enzimatica en cada fraccidén varia con
el crecimiento. Como se aprecia en la figura 38, la forma parti-
culada aumenta su proporcidén hasta llegar a un 45-50% en el punto

de maximo crecimiento y luego disminuye marcadamente.

p  edad inéti Foct i . 5t

Una vez detectada la localizacidén subcelular y la variacién de la
actividad de la enzima en las distintas fases del cultivo, se de-

terminaron sus propiedades cinéticas. Estos experimentos se 1lle-
varon a cabo sobre la enzima unida a membranas y también sobre la

forma soluble de A. rhizogenes.

En primer lugar se determinaron la concentracién de proteinas y
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tiempo de incubacion 6ptimos y, con esos datos, se investigd cua-
les son las concentraciones adecuadas de ATP y cationes divalen-

tes.

En la figura 39 se observan los resultados obtenidos con la enzi-

ma asociada a membranas.
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La produccién de AMPc se mantuvo lineal hasta los 30 minutos uti-
lizando 0,1 mg de proteina; la concentracidn é6ptima de ATP fue de

0,5 mM y la de cationes divalentes, ya sea Mn2+ o Mg2+ fue de 2,5

mM.

En cuanto a la forma soluble, los resultados obtenidos se mues-

tran en la figura 40.
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La actividad enzimatica también permanecié lineal hasta los 30
minutos de incubacidén usando 12 pg de proteina por ensayo y las
concentraciones 6ptimas de ATP y Mn2+ fueron similares a las que

se obtuvieron con la enzima particuladsa.

En base a los resultados obtenidos, el ensayo de actividad de
adenilil ciclasa se hizo utilizando ATP 0,5 mM, catién divalente
2,5 mM y 100 pg de proteina de membrana o 10 pg de proteina cito-

s6lica. E1l tiempo de incubacién se fijé en 10 minutos.

Cuando se utilizaron efectores de adenilil ciclasas eucaridéticas

no se obtuvo activacién de la enzima, tal como se detalla en la

tabla 7.

Actividad adenilil ciclasa

Agregados (pmoles/min/mg proteina)
Membrana Citosol
Mg2+ 2,5 mM 29,5 0,4
Mg2+ 2,5 mM + NaF 10 mM 20,0 0,3
Mg2+ 2,5 mM + GTP 10 uM 26,9 0,4
Mg2+ 2,5 mM + GTP4S 10 uM 26,1 0,4
Mg2+ 2,5 mM + Forskolina 0,05 mg/ml 19,7 0,3

Ademds, cuando la muestra fue preincubada con toxinas de célera o
pertussis en presencia de NAD+ no se observd estimulacién de 1la

actividad enzimatica.
Comparacién de las formas particulada v soluble

La distribucidén subcelular que mostrdé la adenilil ciclasa de

Agrobacterium y el hecho de que se la extrajo con NaCl 0,5 M su-
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giridé que la actividad enzimatica se debe a una proteina capaz de
unirse en forma débil y transitoria a la membrana. Sin embargo,
podrian existir otras posibilidades: a) que la forma citosdlica
sea un producto de protedlisis de la enzima asociada a la membra-

na, y b) que se trate de dos proteinas distintas.

Para resolver la primera posibilidad, se dividié un cultivo en
dos alicuotas y una de ellas se procesd en presencia de aprotini-
na (25 U/ml) que es un inhibidor de proteasas. El resultado obte-

nido se muestra en la tabla 8.

Agregados Fraccién Act. Total (pmol/min) Act. Especifica

Ninguno Membrana 4304,2 254,4
Citosol 4480,3 391,3

Aprotinina Membrana 4835,9 286,0

(25 U/ml) Citosol 5033,7 439,17

Las actividades se determinaron utilizando Mn2+, que es el catién
divalente que utilizan ambas formas. Como se ve, la presencia de
un inhibidor de proteasas no alteré la distribucidén subcelular
que se habia determinado previamente. La presencia del inhibidor
s6lo permitidé obtener actividades mayores en aproximadamente un
10%; esto puede indicar que la enzima es sensible a proteasas de
la propia bacteria. Se puede concluir de este experimento que la
actividad detectada en la fraccidén citosblica no es un producto

de protedlisis de la enzima unida a membrana.

A partir del resultado obtenido anteriormente, se tratdé de deter-
minar si se trata de la misma proteina o no. Para ello se sembra-
ron muestras de 1la fraccidén citosblica y extractos de membrana

obtenidos con detergentes en una columna de DEAE-celulosa (Figura

41).
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Como se ve en la figura 41, en ambos casos la actividad enzimati-
ca se recuperd en una fraccidén eluida a una concentracién de NaCl
de aproximadamente 0,28 M. Ademas, al analizar sus caracteristi-
cas cinéticas el comportamiento fue semejante, ya que ambas mos-
traron concentraciones 6ptimas de 1 mM de ATP y 2,5 mM de Mn2+
mientras que ninguna de las fracciones obtenidas respondié al

Mg2+ como catidén divalente.

Estos resultados sugieren que las dos formas de adenilil ciclasa

detectadas en Agrobacterium se deben a una Gnica proteina.

Purificacién parcial de la adenilil ciclasa soluble de Agrobacte-

rium rhizogenes
Cromatografia en columna de DEAE-celulosa

Como la actividad de adenilil ciclasa de Adgrobacterium se debe a
una anica proteina, se utilizé la fraccidén citosbdlica para la pu-

rificacién por la facilidad de su obtencién.

El primer paso de 1la purificacidén se realizdé utilizando una co-
lumna de DEAE-celulosa en las condiciones descriptas en Materia-

les y Métodos.
El perfil cromatografico obtenido se aprecia en la figura 42.

Como ya se habia visto, la actividad de adenilil ciclasa se recu-
peré en forma de un Gnico pico que eluydé a una concentracidén sa-
lina de alrededor de 0,28 M. No hubo actividad enzimatica en los
lavados; en estas fracciones se recuperaron mayoritariamente 1las
proteinas. La actividad enzimatica especifica recuperada fue de
11,12 nmoles/min por mg de proteina, lo que indica que en este

paso la purificacidén fue de 15 veces.
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Las fracciones con mayor actividad de adenilil ciclasa se concen-
traron en la forma descripta en Materiales y Métodos, y se sem-
braron en una columna preparativa de Ultrogel AcA34. En la figura

43 se muestra el perfil de elucién.
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La enzima eluyd en un solo pico de actividad. La actividad espe-

cifica recuperada fue de 47,34 nmoles/min por mg de proteina.

Electrof . ] i 13 i lamid

Se tomaron alicuotas de fraccidén citosdlica y de cada paso de pu-

rificacidén (aproximadamente 35 png de proteina) y se las sometid a
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una electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS 10% (P/V). Con-
cluida la corrida electroforética, se tifié el gel con Coomasie-

blue y el resultado obtenido se observa en la figura 44.
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En la figura 44 se aprecia el patrédn proteico de la fraccidn ci-
tosdélica donde no hay proteinas preponderantemente mayoritarias.
Con los pasos de purificacidén disminuyeron las bandas detectadas,
excepto una de aproximadamente 55 kDa que aumenté considerable-
mente; en especial en la calle correspondiente al pico de Ultro-
gel, se obtuvo la banda de 55 kDa muy intensa, y sélo cinco ban-
das muy tenues cuyos PM oscilan entre 50000 y 100000, que serian
contaminantes. Por lo tanto, dicha banda debe corresponder a la

adenilil ciclasa, cuyo peso molecular aparente es de 55000.

Los datos de la purificacidén realizada se resumen en la tabla 9.
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Fraceion Proteina Actividad Total Recuperacion Actividad Bspecifica Purificacion
{ng) (paol/ain) (%) (pmol/nin ag prot)

Sobrenadante 105000 g 37,8 28007,7 100 140,9 |
Preparacion DEAR 0,226 20027,4 12 11159, 15
Preparacién 0ltrogel 0,010 5163,3 15 47336,8 64

La purificacién obtenida fue del orden de 64 veces en dos ©pasos;
la inactivacidén que sufrid la enzima durante el proceso de puri-
ficacién impididé un mayor avance ain cuando se utilizé glicerol
20% (V/V) vy 2-mercaptoetanol, que permitieron superar en parte

esta dificultad.

En el Gltimo paso se obtuvieron aproximadamente 10 pg de proteina
y, dado que la enzima no se recuperdé en forma homogénea, es posi-
ble deducir que 1la adenilil ciclasa corresponde a menoes del

0,025% de la proteina soluble.

Parametros moleculares e hidrodinamicos de la adenilil ciclasa

soluble de Agrobacterium rhilzogenes

Fil . )

Se realizé una filtracidén en columna analitica de Ultrogel AcA34
para determinar el radio de Stokes de 1la adenilil ciclasa. La
muestra utilizada fue una preparacidén de DEAE de la enzima solu-
ble de A. rhizogenes. El perfil obtenido es el que muestra la fi-

gura 45.

Las posiciones de las enzimas marcadoras estan sefialadas con fle-
chas. La enzima eluyd a una relacidén v/vo de 1,9 que corresponde

a un radio de Stokes de 3,8 nm.
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Ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa

Mediante la técnica de ultracentrifugacidén en gradientes de saca-
rosa en H20 y D20 se determinaron el coeficiente de sedimentacidn
(S20,w) y el volumen especifico parcial (V) de la adenilil cicla-
sa. En los gradientes se sembré una preparacién DEAE de la enzima

soluble. El1 resultado obtenido se observa en la figura 46.

Las posiciones de las enzimas marcadoras estan senaladas con fle-

chas. Ademas, se graficé la distancia recorrida por cada una de
estas enzimas (r) en funcidn de sus coeficientes de sedimentacidn

(s).
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Esta curva permitié determinar el coeficiente de sedimentacidén de
la enzima, que es de 6,1 S. Ademéds, como se ve en el grafico, la
posicién de la enzima respecto de las proteinas marcadoras fue la
misma en ambos gradientes; por lo tanto, la adenilil ciclasa de
A. rhizogenes tiene el mismo valor de volumen especifico parcial

que las proteinas globulares, es decir 0,74 ml/g.

Con los datos obtenidos en 1los ensayos anteriores (radio de
Stokes, coeficiente de sedimentacidén y volumen especifico par-
cial) se estimdé el peso molecular relativo v el coeficiente fric-

cional. Los parametros obtenidos se resumen en la tabla 10.

PARAMETRO VALOR
S20,w (8) 6,1 * 0,2
a (nm) 3,8 * 0,2
v (ml/g) 0,74

PM 110700
f/fo 1,21

Se obtuvo un peso molecular de 110700 y un coeficiente friccional
de 1,21 que indica qQue la proteina se aleja un poco de la esferi-
cidad o esta hidratada, ya que el valor de este coeficiente es

mayor que la unidad.

Efecto de posibles activadores de la adenilil ciclasa de Agrobac-
terium rhizogenes

Dado que varias bacterias presentan proteinas similares a la cal-
modulina, como son los casos de BAscherichia coli (Juvasa et al,
1981) y Bacillus subtilis (Fray et al, 1986), y que algunas ade-
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nilil ciclasas bacterianas son sensibles a esta proteina, como la
de Bordetella pertussis (Hewlett et al, 1976; Ladant, 1888), se
decidié investigar si este mecanismo de activacién es utilizado
por la adenilil ciclasa de Agrobacterium. Mas aun, recientemente
se descubridé que en Anabaena sp la adenilil ciclasa es regulada

por un factor similar a calmodulina, propio de la bacteria (Bian-

chini et al, 1990).

El ensayo se realizdé incubando fracciones de membrana o citosdéli-
cas con Mg2+, va que los efectos de calmodulina siempre se detec-
tan con este catién divalente, y agregando Ca2+ y calmodulina de

cerebro bovino. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla

11.

ACTIVIDAD ESPECIFICA (pmol/min por mg prot)

AGREGADOS Membrana Citosol
Mg2+ 2,5 mM 27,2 0,93
Mg2+ 2,5 mM-Ca2+ 10 uM 18,3 0,95
Mg2+ 2,5 mM-Ca2+ 10 uM-Cam 18,5 0,91

No se observd efecto de calmodulina sobre la enzima en ninguna de
sus formas. El1 Ca2+ parecidé tener un efecto negativo sobre la ac-

tividad enzimatica detectada en membranas.

Como en el ensayo anterior se utilizaron fracciones crudas, que
pueden poseer endbégenamente Ca2+ y calmodulina, se decidié deter-
minar si existe efecto utilizando preparaciones de DEAE de ambas

formas de la enzima.

En este caso, s86lo se logrd medir actividad enzimatica en presen-
cia de Mn2+. Con Mg2+ no se obtuvo actividad enzimética aun agre-

gando diferentes concentraciones de estos efectores.
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Por lo tanto, se puede afirmar que la adenilil ciclasa de Agro-

bacterium no es regulada por Ca2+-calmodulina.

Efecto d : tales de la familia de 1 .

Como se vio en la Introduccidén, Agrobacterium infecta plantas pa-
ra producir lesiones tumorales. Para ello requiere que la planta
esté previamente herida, ya que en ese estado libera compuestos
fendlicos que son captados por la bacteria y, de ese modo, se po-
ne en marcha el sistema de transferencia de ADN mediado por la
regioén de virulencia. Se sabe que la sefial es captada por un sen-
sor (producto del gen VirA) que fosforila a un factor (producto
del gen VirG) que activa la transcripcién de los demas genes in-
volucrados en la regidén de virulencia. No se sabe si al ser cap-
tada la sefal se produce algun otro evento. En base a esto, se
decididé investigar si la adenilil ciclasa es afectada por estos
compuestos. Para ello se utilizé la 3-5 dimetoxi 4-hidroxi aceto-
fenona, que es el compuesto vegetal activante y algunos derivados

como el acido syringico, la syringaldazina y el syringaldehido.

ACTIVIDAD ESPECIFICA
(pmol/mg proteinaxmin)

AGREGADOS Mn2+ Mgz +
Ninguno 280,2 30,3
Acido syringico 10-8 M 310,1 33,5
Acido syringico 10-3 M 291,3 33,0
Syringaldehido 10-8 M 260,8 33,2
Syringaldehido 10-3 M 252,6 33,6
Syringaldazina 10-6 M 252,1 33,0
Syringaldazina 10-3 M 277,8 33,2
3-5 Dimetoxi 4-hidroxi 10-6 M 277,3 33,8
Acetofenona 10-3 M

272,0 32,0
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En 1la tabla 12 ee resumen los resultados obtenidos al incubar
membranas de Agrobacterium con los compuestos mencionados. Como
se observa, la 3-5 dimetoxi 4-hidroxi acetofenona no tuvo efecto
sobre la actividad de la enzima; sus derivados hicieron variar 1la
actividad enzimatica alrededor de un 10% y sin dependencia de 1la
concentracidén utilizada, por lo que el leve efecto observado se-
ria inespecifico. Resultados similares se obtuvieron al incubar
la enzima soluble con estos compuestos. Por lo tanto, se deduce
que la adenilil ciclasa no esta relacionada con la captacidén de
la sefial emitida por la planta y, por ende, con el proceso de in-

feccidn.

Efecto de putrientes

Como la actividad enzimatica disminuyé marcadamente en la fase
estacionaria del cultivo cuando hay limitacidén de nutrientes, se
decidid determinar si la limitacién de nutrientes es la causante
del efecto observado. Para ello, se cultivé A. rhiszogenes durante
40 horas en medio MYA. Se coseché una alicuota de ese cultivo vy
el resto se dividid en dos fracciones: una se incubdé 8 horas mas

en medio MYA, mientras que la restante se incubdé en medio M9 (me-

dio minimo) durante el mismo periodo.

En medio MYA, se observé el aumento de actividad entre las 40 y
las 48 horas, como ya se habia determinado. En cambio, al reem-
plazar el medio MYA por M9, la actividad enzimatica disminuyé un
73%, dando un valor similar a los obtenidos en la fase estaciona-
ria cultivando con MYA. El resultado de este experimento se ob-

serva en la figura 47.

Ademas, al analizar la distribucidén subcelular de las tres frac-

ciones obtenidas, se observd lo que se indica en la figura 48.

Nuevamente, las 8 horas de incubacidén con M9 produjeron un resul-

tado similar al obtenido en fase estacionaria.
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Discusidn

Mediante técnicas de ultracentrifugacién, se obtuvieron fraccio-
nes de membrana y citosol de Agrobacterium, y en ambas se detectd
actividad de adenilil ciclasa; al separar membranas internas vy
externas, la actividad se recuperdé casi totalmente en la primer
fraccién. La enzima estid débilmente unida a membranas, ya que es
extralible con sales y parece ser una unica proteina, ya qQque ambas
formae presentaron patrones de elucién de columnae de DEAE-celu-
losa similares. Ademas, al determinar las caracteristicas cinéti-
cas de la enzima en los picos de elucidén de las columnas mencio-
nadas, no se advirtieron diferencias entre ambas fracciones. Por
otro lado, la forma citosdlica no es producto de protedlisis de
la forma particulada, ya que la presencia de inhibidores de pro-

teasas no modificdé la distribucidédn subcelular observada.

Este tipo de distribucidén tiene antecedentes, tanto en bacterias
como en eucariotes superiores. Se ha detectado la presencia de
adenilil ciclasa en citosol y membranas de E. coli (Yang ¥y Eps-
tein, 1983), Streptococcus salivarius (Khandelwal y Hamilton,
1871), como también en N. crassa (Flawiad y Torres, 1972a), Mucor
rouxii (Cantore y Passeron, 1982), y Tetrahymena pyriformlis (Ka-
ssis y Kindler, 1975).

Se determinaron las propiedades cinéticas de la enzima en ambas
formas y, ademas, no se obtuvo activacién por efectores de cicla-
sas eucarioticas. Estos datos muestran que la adenilil ciclasa de
Agrobacterium se comporta como una tipica protociclasa similar a
la de N. crassa (Reig Macia et al, 1984), testis (Kornblihtt et
al, 1981), Mucor rouxii (Cantore et al, 1980) y Rhizobium melilo-
ti (Carricarte, tesis doctoral, 1988).

Por medio de columnas de DEAE-celulosa y Ultrogel ACA34 se logréd
purificar 64 veces la enzima soluble. Ademas, se sembraron mues-

tras de cada paso de purificacién en un gel de poliacrilamida,
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obteniéndose una banda de 55 kDa que, especialmente en la calle
correspondiente a la preparacién Ultrogel, es mayoritaria (sélo
aparecen 5 bandas muy tenues impurificando). Este hecho no con-
cuerda con una purificacién de sdlo 64 veces y esto podria deber-
se a la inactivacién sufrida por la enzima durante el proceso.

Esta inactivacién es la que impididé una mayor purificacién.

El factor de purificacidén obtenido estad en el orden de lo habi-
tual para dos pasos de purificacién. Es comin también que en co-
lumnas de DEAE-celulosa equilibradas a pH cerca de la neutrali-
dad, la elucidén se produzca con concentraciones salinas de entre
0,2y 0,3 M, como ocurre con las adenilil ciclasas de Medicago
sativa (Carricarte et al, 1988), Brevibacterium Iliquefaciens
(Takail et al, 1974) y de higado de rata (Swizlocki et al, 1977).
En general, la purificacién ha sido dificultosa aunque varios
grupos han obtenido buenos resultados. En Brevibacterium liquefa-
ciens se purificé a homogeneidad por medio de procedimientos ha-
bituales y se 1logrd la cristalizacidédn. En eucariotes, se logrd
purificar la adenilil ciclasa de cerebro bovino a homogeneidad,
utilizando como herramienta fundamental una columna de afinidad
forskolina-sefarosa (Mollner y Pfeuffer, 1988).

También se determinaron los parametros moleculares e hidrodinami-
cos de la enzima soluble, utilizando como herramientas filtracién

por geles y gradientes de sacarosa en agua y agua deuterada.

El peso molecular calculado a partir de los parametros obtenidos
es 110700. Comparando con el deducido del gel que se corridé con
las muestras purificadas (55000) se puede inferir que la enzima
podria ser de naturaleza oligomérica, estando integrada por dos
subunidades iguales. Este hecho también es comin en protocicla-
sas, como la ya citada de B. liquefaciens que es un dimero de pe-
so molecular 92400 compuesto por dos subunidades idénticas de

46200 daltons.
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En la tabla 13 se comparan los parametros obtenidos con los de

otras adenilil ciclasas.

T8J1D0 TESTICOLO N. crassa B. liquefaciens dnabaena 8p R. meliloti 4. rhisogenes

Referencia Fornblibtt  Beig et al  Takal et al Bianchini Carricarte Bsta
(1981) (198¢) (1974) et al (1980) (Tesis doctoral)  tesis

Py 74000 200,000 92400 183400 140000 110700
S20,v (8) 4,3 6,2 45 6,4 6,3 6,1
Radio de Stokes (nm) 3,9 7,3 4,9 6,0 4,8 3,8
v (al/g) 0,74 0,74 0,73 0,74 0,74 0,74
f/fo 1,4 1,64 1,6 1,59 1,38 1,2

Como se observa, los parametros de Agrobacterium rhizogenes se
asemejan a los de protociclasas, en especial a la de Rhizobium
meliloti. Este hecho tiene ldogica, ya que ambos géneros pertene-

cen a la familia Rhizobliaceae.

También se intentd determinar si la actividad de la adenilil ci-
clasa de Agrobacterium muestra algin tipo de regulacién similar a
lo observado en otras bacterias. Se analizé el efecto del sistema
calcio-calmodulina, que por ejemplo en cianobacterias (Blanchini
et al, 1990) regula la actividad de la adenilil ciclasa. Los re-
sultados obtenidos indican que este tipo de regulacidén no ocurre

en Agrobacterium.

Se analizé también si existe una relacidén entre la enzima y 1la
captacién de las sefiales vegetales que desatan el proceso de in-
feccidén de la planta por la bacteria. Si bien, como se detalld en
la Introduccidén, el sistema de captacién de la sefial y puesta en
marcha del proceso infeccioso ha sido bien caracterizado, no se
sabia sl los compuestos vegetales tenian efecto sobre los niveles
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de AMP ciclico. Podria darse el caso de que el sistema VirA-virG,
qQue es el encargado de captar la sefial, necesitara modificar 1la
actividad de la adenilil ciclasa para cumplir su funcidén en forma
6ptima. Con ese objeto, se midié el efecto de syringonas sobre la
actividad de las dos formas de la enzima, pero no se detectaron
variaciones significativas. Esto indica que la adenilil ciclasa
participa en transduccién de sefiales que no se relacionan con el

proceso infeccioso que es capaz de desarrollar la bacteria.

Una posible funcidén de la adenilil ciclasa se desprende del ana-
lisis de la actividad en distintas fases del crecimiento bacte-
riano. Como se vio, la actividad de la enzima se correlaciona con
el crecimiento de la bacteria. Esto indicaria que el AMP ciclico
estaria relacionado con la proliferacién, ya que la maxima acti-
vidad de la enzima se obtuvo en el punto de maximo crecimiento vy
luego disminuydé levemente y quedé constante en forma proporcional
a la variacién en el nuamero total de bacterias. Por otra parte,
al analizar la distribucién subcelular de la enzima en esos mis-
mos puntos del crecimiento, se observdé que hay una gran variacién
en la proporcién de la enzima en cada fraccién. En general, pre-
domina la forma soluble aunque la forma particulada aumenta hasta
representar, en el punto de maximo crecimiento, casi la mitad de
la actividad total y luego su proporcidn desciende hasta alrede-
dor del 15% del total.

De este andlisis podria deducirse que la enzima cumpliria dife-
rentes funciones segin su localizacidén. Asi, la forma soluble,
que como muestra la figura 49 se mantiene con pocas variaciones,
estaria activada constitutivamente y proveeria AMP ciclico nece-
sario para funciones independientes del ciclo celular. Por su
parte, la forma unida a membranas podria estar relacionada con la
proliferacidén y por ello alcanza la mayor proporcidén precisamente

en el momento de méximo crecimiento.
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Es decir, la enzima se traslocaria a la membrana cuando hay dis-
ponibilidad de nutrientes <y hay, por ende, una activa divieién
celular. Cuando comienzan las restricciones del entorno, la divi-
5ién celular disminuye considerablemente y la enzima disminuye de
la misma manera su asociacién con la membrana. Esta hipdétesis se
confirma al cultivar A. rhizogenes en medio minimo (M9); un cul-
tivo de 48 horas que fue crecido las tltimas 8 horas en medio mi-
nimo presenta una actividad y una distribucidén subcelular de 1la
adenilil ciclasa propias de la fase de crecimiento estacionario.
Por lo tanto, habria un nivel basal de AMP ciclico producido en
forma constitutiva por la forma soluble, al que se le suma el
producido por la forma particulada que, al llegar al maximo cre-
cimiento, representaria casli la mitad del AMP clclico total.
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PROTEINAS DE TIPO RAS EN Agrobacterium

Deteccién de una proteina que une GTP en membranas de Agrobacte-

rium
Deteccidén de unidén especifica de [35S]IGTP¥S en membranas de Agro-
bacterium

Durante el desarrollo de 1los estudios de la adenilil ciclasa de
Agrobacterium, si bien no se observé efecto de GTP o de sus ana-
logos no hidrolizables sobre la actividad de dicha enzima, se de-
tectd en membranas (tanto de A. rhizogenes como de A. tumefa-
ciens), unién especifica de [35S]GTP¥S. Este hecho podria indicar
que en esas membranas se encuentra una proteina que une GTP. Dado
que el binding detectado era muy bajo, aproximadamente 0,5 pmol
por mg de proteina de membrana, este ensayo no sirvié como herra-

mienta para caracterizar a la proteina responsable de la activi-

dad senalada.

Por otro lado, si bien no hay antecedentes en bacterias, las pro-
teinas que unen GTP en membranas estan, en general, asociadas a
la transduccidén de sefiales, como ya se describidé en la Introduc-
cién. En bacterias, las Gnicas GTPasas conocidas son las que ac-
than en iniciacién y elongacidén de la sintesis proteica y son ci-

tosdlicas.

En base a todo lo mencionado previamente, se decidié comenzar los
andlisis utilizando tres herramientas: unién especifica de a[32P]
GTP por fotoafinidad, ADP ribosilacién por toxinas de V. cholerae
y B. pertussis, e immunoblot utilizando una serie de anticuerpos
dirigidos contra distintos epitopes de subunidades a y B de pro-
teinas G. Este anadlisis sigue los criterios definidos por Bourne
y De Franco (1989) para definir a una proteina como proteina G.
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-Unidén especifica de a[32P]GTP por fotoafinidad

Se incubaron membranas de A. rhizogenes y A. tumefaciens con
a[32P]GTP y se ilumindé con luz UV para lograr que la unidén del
nucleétido a la proteina sea covalente tal como se describidé en
Materiales y Métodos. Para determinar la especificiad de la unién
del nucleétido, se repitidé la reaccidén agregando GTP 0,1 mM de
modo de desplazar al nucledétido unido especificamente. E1 resul-

tado obtenido se observa en la figura 50.

Como puede apreciarse, se detectd una banda de 21 kDa que une GTP

en forma especifica en ambas especies.

GTP ImM GTP 1mM
| 1 I !

MW - + MW
(Kd) (Kd)
84— ¥ o4
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<48
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<365
365—
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D ElBast Tanis

Para la reaccidén de ADP ribosilacidbn, se trataron membranas de 4.
rhizogenes con toxinas de V. cholerae y B. pertussis. Para deter-
minar que la incorporacidén fuera especifica, se usd NAD 0,1 mM
para desplazar. Paralelamente, se trataron en la misma forma memn-
branas de segmentos externos de bastones de retina bovina (ROS)
que contienen transducina; este control resulta muy atil ya que
la subunidad a de esta proteina (at) es ADP ribosilable por ambas
toxinas; también se hizo un control incubando membranas de ROS

con NAD32P gin toxinas, para detectar ADPribosilacidén enddgena.

Dado que la transducina es una de las proteinas mayoritarias de
la membrana de ROS (ya que ésta es una regidn de la célula alta-
mente especializada en la fototransduccidén), las calles que con-
tenian membranas de ROS se expusieron 40 horas mientras que las

que contenian membranas de Agrobacterium se expusieron 6 dias.

PT = + + - - ¥ & -
CT - - - + + - - + +
NAD - - + - % - + - “

'.Membranas ROS - Membranas Ar
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Como se observa en la figura 51, las membranas de ROS incorpora-
ron ADPribosa radioactiva en forma especifica y se detectdé per-
fectamente una banda de 39 kD correspondiente a at exponiendo 40
horas; en cambio, las membranas de Agrobacterium no mostraron ese

efecto ain luego de una exposicidén de 6 dias.

1 ntili t3 c itope

nbuni e e teil

Los ensayos de identificacidén de una proteina G en membranas de
Agrobacterium se completaron haciendo immunoblots utilizando una
bateria de anticuerpos policlonales dirigidos contra distintos

epitopes de subunidades a« y B de proteinas G.

En la tabla 14 se detallan los anticuerpos utilizados:

Denominacidn Eepecificidad Regién Epitope
reconocido

reconocida
9192 a comin sitio de unidén GAGESGKSTIVEWMK

de GTP

RM1 as C-terminal RMHLRQYELL
9190 ai C-terminal ENNLEDCGLF
SW1 B C-terminal

Todos estos anticuerpos fueron obtenidos por inmunizacidén con
péptidos sintéticos cuya secuencia se detalla en la tabla 14 vy
fueron obtenidos en conejo. Como hubo una importante reaccidn

cruzada entre suero de conejo vy proteinas de Agrobacterium, se
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decididé clarificar las muestras con suero normal de conejo vy pro-
teina A-sepharoesa, como se describid en Materiales y Métodos, an-

tes de sembrarlas en los geles.

En la figura 52 se muestran los resultados obtenidos con los an-
ticuerpos 9192, BRM1 y 9190 v se hizo un control de especificidad
utilizando suero normal de conejo como control negativo. Ademéas,
se utilizaron membranas de ROS (para 91890 y 9192) y de cerebro de

rata (para RM1) como controles positivos.

Ar At R MW (Kd)

- R 660
_ u _/45.0

—— 360

% — 290
2 —240
TP i —20.1
e fl
SNC 9192 () RM (otg) 9190 ;)
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Para detectar la posible presencia de subunidades B, se utiliza-
ron membranas y también homogenatos de Adgrobacterium. Esto se de-
be a que en algunos casos como transducina, los complejos B¥ se
unen débilmente a membranas. Como control positivo se utilizaron
membranas de ROS. En la figura 53 se observan los resultados ob-

tenidos.

MW (kDa)

Membranas Homog.

Como puede apreciarse en las figuras 52 y 53, s6lo se detectd
reaccidén positiva con el anticuerpo 9190, que reconoce la regidén

carboxilo terminal de subunidades «ai, alumbrandose una banda de
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21 kDa.

Un resultado aparentemente contradictorio es el obtenido con el
anticuerpo 9192. El epitope contra el cual el anticuerpo esta di-
rigido es la zona donde se fija el B fosfato del GTP y es un do-
minio conservado en toda la familia de las GTPasas (proteinas G,
ras, factores de iniciacidén y elongacidén de la sintesis protei-
ca). Por 1o +tanto, habiendo detectado unidén especifica del GTP,
era de esperar obtener un resultado positivo con este anticuerpo.
Sin embargo, si se analiza la secuencia del péptido utilizado en
la inmunizacidén, GAGESGKSTIVEQHK, se advierte que sdélo los prime-
ros siete aminoadcidos pertenecen a la regidén consenso A definida
por Halliday que es comin a toda la familia. Los ocho aminoacidos
restantes s6lo estan conservados dentro de las subunidades a de
proteinas G. Por lo tanto, es muy probable que los aminoacidos
con mayor antigenicidad sean los Ultimos ocho y de ahi que no se

haya obtenido una reaccidn positiva.

Cabe destacar que el unico anticuerpo que dio reaccidén positiva,
9190, reconoce una regidén que contiene el consenso "CAAX" que
aparece no sélo en ai, at y ao, sino también en ras y en uno de
los componentes de 1las "ras-relacionadas”™ como es rho. Si Dbien
los ultimos tres aminodcidos son removidos cuando se procesan las
proteinas ras, el epitope reconocido por este anticuerpo presenta
lisinas en las posiciones 1 y 5 ademas de la cisteina, lo que ha-
ce que presente homologia con el carboxilo terminal (aminoacidos
180-186) de K-ras y también con el de proteinas RHO de Aplysia vy

S. cerevisiae (Schafer et al, 1989).

Analizando los resultados obtenidos con los tres métodos utiliza-
dos, se puede deducir que la proteina responsable de la unién de
GTP en membranas de Agrobacterium no es una proteina G; ademés de
la capacidad de unir GTP especificamente y de localizarse en la
membrana plasmatica, las subunidades a de estas proteinas presen-

tan otras caracteristicas conservadas en toda la familia:
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ADP ribosilaciodén por toxinas de V. cholerae y/o B. pertussis
Interaccién con subunidades B y ¥

PM que oscila entre 39000 y 52000

Actividad GTPasica

Sin embargo, los resultados obtenidos son muy importantes, ya que
la proteina detectada muestra un PM de 21000, lo que implica que
puede tratarse de un miembro de la familia ras o de la familia de
las "ras-relacionadas”; ademas, la presencia del epitope recono-
cido por el anticuerpo 9190 limita las posibilidades a las fami-
lias ras y rho. Asimismo, estas proteinas en general tienen un
nivel muy bajo de expresidén y por ello es coherente que para su
deteccidén se necesite un método sensible como la unién de [32P]a
GTP por fotoafinidad, y un método general como es la unién de
[35S]GTP¥S no resulte de mayor utilidad.

Caracterizacion inmunoldégica de la proteina

De acuerdo a los resultados obtenidos en la seccidén anterior, se
decidié determinar si la proteina de Adgrobacteriumque une GTP es

reconocida por el anticuerpo Y13-259. Este experimento permite
hacer una caracterizacidon mas precisa de la proteina, ya que 1la
presencia del epitope reconocido por Y13-2569 es un criterio de
clasificacién (Santos y Nebreda, 1989), tal como se vio en la In-

troduccién.

Como ocurre con los miembros de estas familias, el nivel de ex-
presién de la proteina parece ser bajo. Por lo tanto, se decidié
hacer una inmunoprecipitacidén para concentrar especificamente 1la

proteina y luego, con el precipitado obtenido un immunoblot,
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El protocolo utilizado se describidé en Materiales y Métodos. Como
control negativo se incluyé una maestra en la que se omitidé el
agregado de Y13-259 en la precipitacién. En la figura 54 se ob-
serva el resultado obtenido. Como ain no se disponia de datos so-
bre la localizacidn, se ntilizé un homogenato de 4. rhizogenes en

lugar de membranas.

Y13-259 '
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Como era de esperar, se obtuvieron bandas de aproximadamente 25 y
50 kDa que corresponden a las cadenas livianas y pesadas de 1los
anticuerpos utilizados en la precipitacién. En la calle donde se
sembré la muestra precipitada en presencia de Y13-259, se pudo
detectar también una banda de PM 21000, que es la banda esperada

en caso de que la proteina fuera reconocida por el anticuerpo.

Este experimento permitid confirmar que la proteina en estudio

pertenece a la familia ras.

El anticuerpo Y13-259 se convirtié en una herramienta de muchisi-
ma utilidad para la caracterizacién de la proteina, vya que pro-
porciona especificidad y sensibilidad en la deteccidén. Se hicie-
ron Western blots con membranas de Agrobacterium, utilizando en-
tre 0,28 y 0,30 mg de proteina por calle de gel, y de ese modo se
logrdé detectar una sefial positiva sin distorsiones. Por lo tanto,
para todos los experimentos que involucraron revelado con Y13-259
se usd el método de Immunoblot sin necesidad de inmunoprecipitar

previamente, utilizando la masa de proteinas citada.

Para determinar la distribucidén subcelular, se sembraron fraccio-
nes de membrana vy citosol de A. rhizogenes y A. tumefaciens en
geles vy se procedid en la forma descripta. Se sembrd la misma
cantidad de proteinas en cada calle para poder comparar luego los

resultados de cada fracciédn.

La figura 55 muestra los resultados obtenidos. Como se puede
apreciar, tanto en A. rhizogenes como en A. tumefaciens, la pro-

teina aparecidé exclusivamente en la fraccidén de membranas.

Posteriormente, se obtuvieron membranas internas y externas de A.
rhizogenes en la forma descripta en Materiales y Métodos y esas
muestras se utilizaron para lograr una localizacidén mas precisa
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de la proteina; ademas, se sembraron también muestras de fraccidn
citosdlica y membranas de S. cerevisiae como control positivo. El

resultado obtenido fue el que se observa en la figura 586.

Como ya se habia visto, no aparecié la proteina en citosol; la
proteina se detectd claramente en la fraccidén gue contenia mem-
branas internas y en la fraccidén de membranas externas sdélo pudo

observarse una banda muy débil, que podria deberse a una contami-
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nacioén de la fraccidén con membranas internas al separar los gra-
dientes. Las membranas de §. cerevisiae mostraron la banda carac-
teristica de 40-41 kDa.

| b | 1 -Membranas S.cerevisiae
41 kDa —» - R 5 2 - Membranas externas Ar

3 -Membranas internas Ar

-
{l

5 - 4 -Citosol Ar

21 kDa —>»|;

g A LA M~

Ademds, se decidié determinar el tipo de asociacidén de la protei-
na con la membrana. Para ello, se trataron membranas con NaCl
0,25 M, NP40 0,5 (v/v) y colato de sodio 0,5 (v/v) para solubili-
zar proteinas. Los extractos obtenidos se sembraron en geles y se

realizd un Western blot con el anticuerpo Y13-259.
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Como muestra la figura 57, la proteina se extrajo con colato (de-
tergente idénico) en ambos casos; con NP40 la extraccidén fue mucho
menos efectiva, y con NaCl no se logrdé extraer la proteina. Este
resultado indica que la proteina tiene una gran afinidad por la
membrana y es coherente con los datos ya reportados para los di-

ferentes miembros de la familia.
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Si bien al hacer controles con los reactivos utilizados en los
Western blots como el segundo anticuerpo, reactivos de revelado,
etc., no se detectd la existencia de falsos positivos, cabia la
posibilidad de una reaccidn inespecifica del anticuerpo Y13-258

con alguna proteina de Agrobacterium.

Para excluir esta posibilidad, el siguiente experimento fue fun-
a

5
damental: se hizo un desplazamiento de la sefial utilizando el
péptido 1, cuya secuencia es EEYSAMRDQYMRTGE y e

la inmunizacién para la obtencidén del monoclonal Y13-259. Para

s el utilizado en

ello se adsorbid el anticuerpo con el péptido en relacidon 1:10
durante 2 horas, y luego se procedidé en la forma habitual; se

nsaron miestras de membranas de A. rhizogenes y A. tumefaciens.

Y13-259 + +
Pept. 1
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Como muestra la figura 58, en presencia del péptido la banda re-
conocida por Y13-259 no se alumbrd; este hecho indica que la

reaccion de Y13-259 con la proteina de 21 kDa es especifica.

Se ntilizaron también otros dos anticuerpos monoclonales para ca-
racterizar la proteina. Estos anticuerpos se denominan pan-reac-
tivos porque reaccionan con los tres tipos de proteinas ras huma-
nas (N, Hy K). Se utilizaron el pan Abl y el pan Ab2, de los que

no se conoce la regidén con la que interactian.

A.rhizogenes A.tumefaciens S.cerevisiae

MWIKd) |
450—|"' R

n¥ ,




- 168 -

Como se observa en la figura 59, loe anticuerpos pan-reactivos
revelaron una proteina de 21 kDa en membranas de 4. rhizogenes y
A. tumefaciens. Como control positivo se utilizé una fraccidn de
membranas de 5. cerevisiae, obteniéndose una banda de alrededor
de 40 kDa. El1 resultado mostrado se obtuvo con el Abl; con el Ab2

el resultado obtenido fue idéntico.

e —]. l ]. 2 s . ]4 . . ]!‘

Hasta este punto, se habia detectado en membranas de Agrobacte-
rium, una proteina de PM 21000 por dos métodos diferentes: uno
bioquimico, unidén especifica de GTP, y otro inmunolégico, Western

blot.

Para confirmar que se trata de una sola proteina hubo que demos-
trar que la unién de GTP y la reaccién con el anticuerpo eran
producto de la misma proteina. Para ello se realizé el siguiente
experimento: se tomaron tres alicuotas de membranas de A. rhiso-
genes y a dos de ellas se las inmunoprecipité con distintas con-
centraciones de Y13-259 (1:100 y 1:300); a la tercera se la traté
en la misma forma pero omitiendo el agregado del anticuerpo. De
este modo, si la proteina reconocida por Y13-259 es la responsa-
ble de la unién de GTP, al precipitarla deberia disminuir la ca-
pacidad de unir el nuclebétido en el sobrenadante de la reaccidn.
Se tomaron entonces esos sobrenadantes y se utilizaron para medir
la unién especifica de [35S]GTP¥S y para immunoblot como control

paralelo.

Como se observa en la figura 60, al aumentar la concentracién de
anticuerpo, disminuyé la unién de [35S]GTP¥S en los sobrenadan-
tes; ademdas, como se ve en el inset de la figura, en esos sobre-
nadantes disminuyé la proteina de 21 kDa detectada por Y13-259 al
aumentar la concentracién del anticuerpo en la precipitacién. E1
experimento indica entonces, que la proteina detectada por los

distintos métodos empleados es la misma.
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No se utilizaron las fracciones precipitadas ya que debido al
efecto neutralizante del anticuerpo no hay intercambio dé nucled-
tidos y, por lo tanto, no se puede medir unién de GTP radioactivo

agregado exdgenamente.
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Identificacidén de secuencias de ADN homélogas a genes ras

Southern blot

Para confirmar a nivel gendmico los datos obtenidos hasta este
punto, se obtuvo ADN total de A. rhizogenes y se lo digirid con

las siguientes enzimas de restriccidén: BamHI, PstI, EcoRI vy BamH1
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+PstI. Se hizo un Southern blot con el ADN digerido y para hibri-
dar se utilizdé como sonda un fragmento de ADN copia que contiene
la regidén codificante completa del gen ras de Neurcspora corassa
(NC-rag) (Altschuler et al, 1990), que fue clonado en nuestro la-

boratorio.

El gen NC-ras codifica para una proteina de 213 aminoacidos (24
kDa) que presenta 84% de homologia con los primeros 80 aminoaci-
dos de H-ras 1 humana y 60% de homologia con los siguientes 80
aminoacidos; el fragmento restante no presenta homologia salvo en
los Gltimos 4 aminocacidos que constituyen el consenso "CAAX". En
ese tracto de 164 aminodcidos, NC-ras presenta la mayor homologia
de secuencia con H-ras 1, si se lo compara con el resto de euca-
riotes inferiores que presentan genes ras (S. cerevisiae, §. pom-
be, etec.). N. crassa y S. pombe son los antecedentes evolutivos
mas antiguos de la familia de proteinas ras de 21-24 kDa y, por
ese motivo, se utilizé la sonda de NC-ras para analizar el ADN de

Agrobacterium que es un organismo ain menos evolucionado.

La hibridacién se realizdé en condiciones de baja rigurosidad vy
los lavados se llevaron a cabo en condiciones mas rigurosas, tal
como se describié en Materiales y Métodos. Esta combinacidén de
condiciones de hibridacién y lavado son las adecuadas para detec-
tar miembros de una familia de genes con un grado intermedio de
homologia (Hames y Higgins, 1985). El resultado obtenido se mues-

tra en la figura 61.

Como se aprecia en la figura 61, en las condiciones utilizadas se
detecté una banda de alrededor de 7 kb al cortar con BamHI y una

banda de 6 kb al digerir simultaneamente con BamHI y PstlI.

El resultado obtenido concuerda con lo esperado, ya que las con-
diciones en que se realizd el ensayo son las adecuadas para reve-
lar genes homélogos de diferentes especies. Cabe destacar que la

sonda utilizada presenta de por si una regidén de no homologia de
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1 - Bam HI1 |
2- Bam H1-Psti
3-Pst1

4 - EcoR1

alrededor del 10% de su secuencia gue equivale a las bases pre-
sentes en ella que no aparecen en Agrobacterium y que determinan

la diferencia en peso molecular de las proteinas codificadas.




Efecto funcional del anticuerpo Y13-259

o -
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El anticuerpo Y13-259 tiene efecto neutralizante sobre la activi-
dad bioldgica de p2lras; la microinyveccidén del anticuerpo en 1li-
neas celularee impide la transformacidén de dichas lineas por p2l
(Mulcahy et al, 1985). Este efecto ocurre porque el anticuerpo
impide el intercambio de nucledétidos de modo que la proteina per-

manece unida a GDP, es decir, en su estado inactivo.

Para comprobar si Y13-2589 ademds de reconocer a la proteina de
Agrobacterium tiene el efecto neutralizante, se decidid investi-
gar si la presencia del anticuerpo incide de algin modo en 1la
unidén de [32PJaGTP. Para ello, se incubaron membranas de A. rhi-
zogenes vy A. tumefaciens con el anticuerpo, de modo que la dilu-
cién de éste fuera 1:100; como control, se incubaron muestras
idénticas de membranas pero sin el anticuerpo. Luego de 60 minu-
tos a temperatura ambiente, se realizdé la reaccidén de unidén de

[32P]aGTP por fotoafinidad, tal como se describid en Materiales y

Métodos.

Como se aprecia en la figura 62, en presencia del anticuerpo
practicamente desaparecidé 1la banda de 21 kDa que se observd en
los controles que no se preincubaron con Y13-259. Por lo tanto,
el anticuerpo impide la unién de GTP a la proteina. Este experi-
mento demuestra que Y13-259 ejerce un efecto neutralizante sobre

las p21 de A. rhizogenes y A. tumefaciens.
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Estimacién de la vida media de p2l de Agrobacterium

Marcacion con [35S] metionina - Pulso v caza

Para estimar la vida media de la proteina, se hizo un experimento
de pulso y caza marcando in vivo un cultivo de 4. rhizogenes con

[355] metionina.

El pulso fue de 30 minutos y la caza se prolongd por 2 horas.
Luego, se inmunoprecipitdé la proteina tal como se describidé en

Materiales y Métodos.
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Como muestra la figura 63, se observdé una banda de 21 kDa en el
pulso que no aparecidé en la calle correspondiente a la caza. Di-
cha banda no se observd en los controles negativos, en los cuales

se omitid el agregado de Y13-259 durante la precipitacidn.

Segin este resultado, la proteina tendria una vida media corta,

va que a las 2 horas se habria recambiado por completo.
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Expresién de la proteina en distintos estadios del crecimiento

bacteriano

Se analizd la expresidén de la p2l de Adgrobacterium en distintas
etapas del crecimiento de la bacteria. Este ensayo es importante
porque puede aportar datos acerca de alguna posible funcidn de

esta proteina.

Se obtuvieron membranas de fracciones de un cultivo de 4. rhizo-
genes cosechadas a 24, 36, 483 y 72 horas; estas muestras son re-
presentativas de todo el ciclo de crecimiento de la bacteria. La
deteccidn se hizo por Iimmunoblet en la forma habitual. Para que
los resultados fueran comparables, se sembrdé la misma cantidad de

proteinas en cada calle del gel.
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En la figura 64 se muestra una curva de crecimiento de 4. rhizo-
genes. Esta curva se hizo plaqueando muestras de cada punto vy
contando luego el nimero de viables. Puede observarse que la fase
de crecimiento exponencial se prolongdé 48 horas; el nimero de
bacterias luego descendié levemente y se mantuvo constante, sien-
do ésta la fase de crecimiento estacionario. En el inset de 1la
figura se muestra el Western blot obtenido con membranas de dife-
rentes etapas del cultivo; como se aprecia, la proteina pudo ser
detectada a partir de las 36 horas y su expresién aumenté aun
cuando el cultivo ya habia alcanzado la fase estacionaria. Este
dato indica que la proteina no deberia estar asociada con el

evento de proliferacién de la bacteria.
Discusion

Utilizando anticuerpos especificos para proteinas de la familia
ras, se detectd en Agrobacterium una proteina que presenta las
caracteristicas generales de esta familia: su peso molecular es
de 21000, estd localizada en membranas y para solubilizarla se
requieren detergentes. Ademas, el hecho de que sea reconocida por
el anticuerpo Y13-259 ya es un criterio para clasificar a la p21
de Agrobacterium dentro de la familia ras (Santos y Nebreda,

1989).

Por otro lado, por medio de técnicas de unidén de nucledtidos ra-
dicactivos, se halld que la proteina es capaz de unir GTP en for-
ma especifica y, ademds, se confirmé que la proteina responsable
de la unidén de GTP es la misma que se detectdé inmunoldgicamente.

También se vio que existen secuencias de ADN con homologia al gen

ras de N. crassa.

Correlacionando los datos enunciados con la estructura que pre-
sentan las proteinas ras, se puede afirmar que con gran probabi-

lidad los dominios conservados en la familia aparecen en p21 de
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Agrobacterium, a pesar de no contar con la secuencia aminocacidica
de la proteina. Como se detalldé en la Introduccidén, estos domi-

nios conservados son los siguientes:

a- Regiones de unién del nucledtido
b- Regidén de anclaje a membrana
c- Epitope reconocido por Y13-259

d- Dominio efector

La proteina une GTP en forma especifica y, dado que las secuen-
cias responsables de esta actividad estan muy conservadas (regio-
nes ACGEI; Halliday, 1984) aun en proteinas que no pertenecen a

la familia, es altamente probable que estos dominios estén con-

servados.

En cuanto al anclaje a la membrana, se ha determinado que la pro-
teina estd localizada exclusivamente en esa fraccidén subcelular y
presenta gran afinidad por la misma, ya que para la extraccidén se
requiere un detergente como el colato; por otro lado, la proteina
es detectada en ensayos de Western blot por un anticuerpo dirigi-
do contra una regidén de Gai, que contiene el consenso "CAAX" vy
lisinas vecinas que pueden participar en la unidén a la membrana
(Hancock et al, 1990). Dadas 1las caracteristicas mencionadas y
teniendo en cuenta que la c¢isteina del dominio "CAAX" es de re-
querimiento absoluto para 1la interaccidén de la proteina con 1la
membrana (Willumsen et a&l, 1984; Hancock et al, 1989), existe
también una gran probabilidad de que el consenso mencionado esté

conservado en la proteina estudiada.

Ademas, las vias para la sintesis de isoprenoides (farnesil piro-
fosfato o geranil-geranil pirofosfato) aparecen en bacterias
(Pandian et al, 1981), por lo que, dadas los requerimientos para
la solubilizacién de la proteina, es posible que la misma esté

modificada por isoprenoides y palmitato, como ocurre en eucario-

tes.
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También se puede afirmar que la regién reconocida por Y13-259 es-
ta presente en la proteina, ya gue el anticuerpo detecta a la
proteina y, ademas, la deteccidén es especifica ya gue la sefial se
desplazé por el péptido de inmunizacién. Ademés, se demostrdé que
esa regidén no sélo esti presente sino gue conserva su funcionali-
dad, ya gque como se vio, la presencia de Y13-259 impide el bind-
ing de GTP por parte de la proteina. Comparando la estructura
tridimensional que presenta p21ras cuando tiene unido GDP con la
que adopta al wunir GTP (Milburn et a&l, 1990), se determiné que
las dos regiones que presentan los cambios conformacionales fun-
damentales son el dominio efector y precisamente la regién reco-
nocida por Y13-259; el anticuerpo "congelaria" la conformacidén en
la forma inactiva y se ha postulado que esa regidén seria la zona
de contacto con activadores en forma andloga a la regidén de las
subunidades a donde se produce la interaccidén con los receptores.
Finalmente, no se realizaron ensayos que demuestren la existencia

del dominio efector ni de una proteina GAP.

Analizando la vida media de la proteina y su expresién en distin-
tas fases del cultivo, se detectd gque la vida media es corta y su
expresidén es importante cuando el cultivo alcanzdé la fase esta-
cionaria. Esto indica que en ese periodo hay una activa eintesis
de la proteina; por otro lade, la proteina parece no estar rela-
cionada con el crecimiento de la bacteria, es decir, con un pro-

ceso similar al de proliferacidén celnlar de eucariotes.

La diferencia que existe entre las dos fases del crecimiento bac-
teriano es que la fase estacionaria se alcanza cuando hay una 1li-
mitacién de nutrientes en el medio de cultivo, lo gque induce a la
bacteria a ajustar su nimero teniendo en cuenta las condiciones
de su entorno; las condiciones menos favorables implican uan con-
trol de la divisién celular que culminaria en una suerte de
“arresto” del crecimiento. La p2lras de Agrobacterium podria te-

ner, en consecuencia, una funcién relacionada con la adaptacidén a
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las condiciones limitantes del medio. Esto podria compararse con
el proceso adaptativo de células euncariéticas a diferentes condi-
cionee de su entorno que provocan arresto del ciclo celular, di-
ferenciacidén ante sefiales que aparecen en un momento determinado,
etc. Se ha comprobado que las p2lras participan en procesos de
diferenciacién celunlar; un ejemplo de esto es el desarrollo vul-
val de Caenorhabditis elegans, proceso en el cual est& involucra-
do el producto del gen let 60 que codifica una proteina pertene-
ciente a la familia ras (Han et al, 1990; Beitel et al, 1990). Es
decir, que la etapa de crecimiento estacionario podria compararse
dentro de los limites del caso a un proceso de diferenciacidén vy
la p2lras cumpliria entonces algin papel importante en este pe-
riodo. Mas aGn, se ha demostrado que en algunos casos, p2lras
puede inducir arresto del crecimiento en células encaridticas

(Hirakawa y Ruley, 1988).

Como antecedente de proteinas que unen GTP en bacterias se en-
cuentra el producto del gen Era (Ahnn et al, 1986); los autores
lo caracterizaron como gen homdlogo a los genes ras de S. cerevi-
siae porque presenta 46% de homologia con esta familia de genes
en la mitad amino terminal de la proteina y es capaz de unir GTP.
Ademas, la conservacidén de aminoacidos esenciales para la unién
del nucledétido es mucho mayor que en otras proteinas de E. coli
que unen GTP, como los productos de los genes lepA (March e Inou-
ve, 1985a,1985b) o IF2 (Sacerdot et al, 1984) que se relacionan

con la familia del EF-Tu.

Sin embargo, analizando mé&s detenidamente la secuencia, la homo-
logia esta restringida s6lo a las regiones de unién de GTP y esas
zonas se conservan en proteinas que no pertenecen a la familia
ras, por lo que la proteina Era no ha sido incluida en esta fami-
lia, ya que no posee el resto de los dominios conservados (Santos
y Nebreda, 1989). De todos modos, la existencia de esta proteina

es un dato importante ya que demuestra que el intercambio de GDP
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por GTP y la hidrélisis de GTP como mecanismo de activacidén de
proteinas, excede a la familia del EF-Tu en bacterias. Ademéas,
recientemente se ha demostrado que el producto del gen Era cumple
una funcidén eeencial en el control del ciclo celular de E. coli

(Gollop y March, 1991).

Teniendo en cuenta todo lo dicho, Agrobacterium constituye el gé-
nero procaridético en el cual se reporta por primera vez la exis-

tencia de una proteina ras.

Si bien puede resultar sorprendente el hecho de hallar en Dbacte-
rias una proteina codificada por un gen gque puede pertenecer a
una familia de oncogenes, cabe destacar que Gltimamente ha varia-
do el concepto de oncogen y se ha llegado a la conclusidén que
cualquier gen que participe en la transduccién de senales proli-
ferativas, o que regule el ciclo celular, es candidato a ser
oncogen (Bourne, 1887), sobre todo a partir del hallazgo de tumo-
res de pituitaria debidos a mutaciones en la subunidad a de Gs
(Landis et al, 1989; McCormick, 1990). Este hallazgo llevé a que
se denominara oncogen "gsp’ a ese gen mutado, y constituye el

Primer caso en que se conoce con anterioridad la funcidén normal

de una oncoproteina.

Por otra parte, si se comparan los mecanismos de transduccidén de
sefiales en eucariotes y procariotes vistos en la Introduccidén, se
puede observar que ambos siguen un esquema de organizacidén simi-
lar (Igo et al, 1880) y se han identificado proteinas que cumplen
papeles semejantes; existen sensores bacterianos que cumplen una
funcidén similar a la de los receptores de factores de crecimien-
to, e inclusive hay similitudes en términos de topologia, por
ejemplo entre el receptor de EGF y el producto del gen EnvZ bac-
teriano, que sensa la osmolaridad del medio. Mas aun, se puede
afirmar que en bacterias estan presentes las dos vias generales

de transduccién que poseen los eucariotes: una via que implica la
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generacién de segundos mensajeros (sistema CAP-AMPc) y otftra inde-
pendiente de segundos mensajeros (sistemas de dos componentes)

que implica interacciones proteina-proteina y activacién por fos-

forilacidn.

El esquema que se presenta en la figura 65, sirve para ilustrar

esta hipdtesis.

EUCARIOTES

PROCARIOTES




Es factible por lo ya visto, que la p2lras de Agrobacterium par-
ticipe en loes mecanismos de adaptacidén a las limitaciones del me-
dio, formando parte de un sistema del tipo de los de dos compo-
nentes. Estos sistemas involucran en realidad a otras proteinas,
ademds del sensor y la proteina que se une al ADN (Stock et al,
1989) vy, en general, participan en respuestas adaptativas que

concluyen en la activacidén o represién de determinados genes u

operones .

Otra posibilidad es que p2l1 fuera el punto donde confluyen dis-
tintos sistemas de dos componentes que sensan el entorno y afec-

tan el ciclo de divisidén de la bacteria.

Un ejemplo que sustenta esta hipdtesis es el de los genes de es-
porulacién de B. subtilis. Este proceso se desencadena por una
quinasa de proteinas denominada kinA que inicia wuna cadena de
transferencia de fosfatos a través de las proteinas SpoOF y SpoOB
al regulador Spo0OA; éste activa o reprime la transcripcién de
distintos genes, permitiendo que se lleve a cabo el proceso. La
proteina SpoOB es el punto «critico de control de esta via donde
se interconectan sefiales metabdlicas, del entorno y del ciclo ce-
lular. Esta proteina es codificada por el operdén SpoOB que tiene
otro gen, llamado obg, que codifica para una GTPasa. Esta protei-
na es esencial para el crecimiento y tiene homologia con la pro-
teina Era de E. c¢eoli (Burbulys et al, 1991). Es decir, en B. sub-
tilis existe una GTPasa que actia en el punto donde se decide si

la bacteria entra o no en un ciclo de replicaciédn.



CONCLUSIONES
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Durante el desarrollo de este trabajo se han caracterizado dos
proteinas que participan en la transduccién de sefiales ambienta-
les, tanto en Agrobacterium rhisogenes como en Agrobacterium tu-
mefaciens: la adenilil ciclasa y una proteina de tipo ras. Ambas
proteinas, tal como se describié, parecen responder a la disponi-
bilidad de nutrientes aunque en forma opuesta. La adenilil cicla-
sa muestra una alta actividad durante la fase de crecimiento ex-
ponencial y se activaria por nutrientes; por su parte, la protei-
na de tipo ras comienza a ser detectable sobre la culminacidén de
dicha fase y su expresidén aumenta durante la fase de crecimiento
estacionario, por lo que su funcidén parece estar vinculada a 1la
limitacidén de nutrientes. Por lo tanto, es probable que ambas

proteinas actien en un mismo punto del ciclo de divisién celular

de la bacteria.

En la figura 66 se esquematiza el ciclo celular de Escherichia

coli que es representativo del ciclo celular bacteriano.

Fts E
I SINTESIS ADN ' Ter 1
Fts A
— M :
Naclmlento Divisién

Regulén SOS
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Cunando la célula alcanzdé una masa celular precisa, comienza la
replicacién del ADN y a wuna longitud celular dada se produce 1la
divisién. En bacterias, la replicacién del ADN y la divieidén es-
tan desacopladas, por lo que la entrada de la célnla en unc de
estos procesos es independiente del otro. Sin embargo, ealvando
este aspecto, hay machaes similitudes con el ciclo celular de eu-
cariotes, vya que el periodo anterior a la replicacidén del ADN
puede considerarse como una fase Gi1 y el periodo anterior a la
divisién se asemeja a la fase G2. Un estado similar al Go es el

de esporulacidn como ocurre en FB. subtilis.

Mas ain, se ha postulado que debe existir un punto similar al
start del ciclo eucaridético que responda a nutrientes (Holland,
1987). En la figura 67 se muestra una comparacién de ambos c¢i-

clos.
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La divisidén esta controlada por un cluster de genes llamado fts A
que son esenciales para el proceso. El gen principal, fts Z, cum-
rle un papel de "factor de divisién" <y actuaria del mismo modo
que la cdc 2 quinasa eucaridtica que maneja el ciclo celular
(Lutkenhaus, 1990). Otro cluster, llamado fts E (Gill et al,
1986) vincularia al ciclo de divisidén con mecanismos regulatorios
globales como por ejemplo, el regulén S0OS, que ante dafio en el
ADN inhibe la diviesién celunlar (Huisman et al, 1984). La accién
de este cluster podria producirse sobre el hipotético sitio

start.

Ademas, el hecho de la existencia de las proteinas Era y Obg (que
unen GTP) relacionada a la divisién celular (Gallop y March,
1991; Burbulys et al, 1991), la posibilidad de que un componente
del cluster fts E sea una quinasa (Gill et al, 1986), la homolo-
gia comprobada entre cdc 2 quinasa y un miembro del cluster fts A
(Robingon et al, 1987), indicarian una funcidén importante de 1la
modificacién postraduccional en la regulacién de la actividad de
las proteinas relacionadas con el ciclo de divisidén, tal como
ocurre en eucariotes. Es decir que el ciclo de divisidén depende-
ria finalmente de la actividad del producto del gen fts Z, homd-
logo de la cde2 quinasa; la situacidén equivaldria a la transicidn
Gz2/M del ciclo celular eucaridtico, donde la forma activa de esa
quinasa de proteinas permite la entrada en mitosis. La activacién

de fts Z seria el punto de control definitivo del ciclo de divi-

s8ién.

Por lo tanto, dados 1los resultados obtenidos, es posible que el
AMP ciclico y 1la proteina de tipo ras actien sobre el sitio
start, permitiendo el primero e impidiendo el segundo la entrada
en un nuevo ciclo de divisidn, regulando tal vez las modificacio-

nes postraduccionales de proteinas que participan en forma direc-
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ta en el proceso de divisidn como el producto del gen fts Z. El
modelo que se postula se puede esquematizar de la siguiente mane-

ra (figura 68):
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