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ABREVIATURAS

Ab anticuerpo
ADN/DNA ácido desoxiribonucleico
ATP Adenosina trifosfato
Ap Ampicilina
bp pares de bases
CBC Ciclo de Benson-Calvin
cDNA ADN copia
cFBPasa Fructosa-l,6-bisfosfatasa cloroplástica
DEAE- Dietilaminoetil
DHAP Dihidroxiacetona fosfato
DNAsaI Desoxiribonucleasa I
dNTP desoxinucléosido trifosfato
dATP desoxiadenosina trifosfato
dCTP desoxicitosina trifosfato
dGTP desoxiguanosina trifosfato
dTTP desoxitimidina trifosfato
DTT Ditiotreitol
1,3-DPGA ácido 1,3-difosfoglicerato
EDTA Etilen diaminotetraacetato
EGTA Etilenqlicol-bis-(B-aminoetil eter)-N,N,N',N',tetraacetato
F6P Fructosa 6-fosfato
FBP Fructosa 1,6-bisfosfato
Fd Ferredoxina
FNR Ferredonina NADPreductasa
FPLC Cromatografía liquida de alta resolución
FTR Ferredoxina Tiorredoxina Reductasa
FTS Sistema Ferredoxina-Tiorredoxina
GA3-P Gliceraldehido 3-fosfato
GSH Glutation reducido
GST Glutation S-transferasa
IB Cuerpos de inclusión
IqG Inmunoglobulina G
IPTG Isopropil—B-D-tiogalactopiranósido
kbp kilopares de bases
kDa kilodalton
NaTCA Tricloroacetato de sodio
PCR Reacción en cadena de la polimerasa
PETS Sistema fotosintético de transporte deelectrones
3-PGA acido 3-fosfoglicerato
Pi Ortofosfato
pKHl Plásmido pGEXl, conteniendo al gen de la

cFBPasa en su sitio EcoRI
PS Fotosistema
RNAsa Ribonucleasa
RSP Ribosa S-fosfato
Rubisco Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa
RuBP Ribulosa l,5—bisfosfato
RuSP Ribulosa 5-fosfato



Abreviaturas

SDS
SDS-PAGE

SBP
S7P
Trx
U.V
Xu5P

Dodecil sulfato de sodio
Electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia del desnaturalizante SDS
Sedoheptulosa 1,7-bisfosfato
Sedoheptulosa 7-fosfatotiorredoxina
Ultravioleta
Xilulosa S-fosfato
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ABSTRACT

In higher plants chloroplasts, a homotetrameric enzyme
(MW160000), fructose-1,6-bisphosphatase (CFBPase) catalyzes
the cleavage of fructose 1,6-bisphosphate to fructose 6
phosphate and inorganic phosphate.

Like other regulatory steps in this organelle, the
striking feature of CFBPaseis the modulation of activity by
the concerted action of stromal metabolites and the light
stimulated Ferredoxin-Tiorredoxin System. In vitro, the
enzymeactivity is activated by physiological (thioredoxin)
and non-physiological (cosolvents, caotropic anions and high
preassure) modulators. Hence the modification ofintramolecular non-covalent interaction contribute to
enhance the reductive activation of CFBPase.

In order to determine the kinetic and structural
characteristics of the enzyme, the cDNA encoding wheat
CFBPase was cloned in the plasmid pGEx-l. The expressed
polipeptide comprised the chloroplast enzymebound to the C
terminus of the Glutation-S-transferase was purified by
affinity chromatography. Given that most of this novel
protein accumulated in the particulate fraction of the
lysate in the form of Inclusion Bodies, the recovery of
functionality was essayed. After the insoluble material was
resuspended under different conditions, the effect of
physiological and non-physiological compounds as well as
antibodies were analized on the recovery of CFBPase and
Glutation-S-transferase catalytic activity. At variance with
homotetrameric CFBPases from other sources, the catalytic
capacity of the chimeric enzymeresided in a dimer.In order to evaluate the alterations that the
Glutation-S-transferase moiety introduced on the enzyme
activity and the formation of Inclusion Bodies, the cDNA
that encodes the CFBPasewas inserted in the plasmid pET-22.
The homotetrameric, soluble and active enzyme was
subsequently characterized. Like counterparts from other
sources, wheat CFBPase is activable by reductants
(dithiothreitol) and physiological (thioredoxin) and non
physiological (protein perturbants) modulators.
Interestingly, the absence of 20 aminoacid residues in the
N-terminal region does not influence the catalytic activity.



RESUMEN

La Fructosa-l,6-bisfosfatasa de los cloroplastos
(CFBPasa) de las plantas superiores es un homotetrámero de
peso molecular c.a 160000 que cataliza la siguientereacción:

fructosa 1,6-bisfosfato + H20--—->fructosa 6-fosfato + Pi

Mg2+ (o Mn2+)

La actividad CFBPasa es modulada por la luz, tal como
ocurre con otras enzimas regulatorias del cloroplasto. La
actividad de la enzima aumenta luego de la transición
oscuridad-luz debido a gue ocurre (a) un aumento del pH y dela concentración de Mg2 en el estroma del cloroplasto, (b)
la modificación de otros metabolitos y iones del cloroplasto
y (c) la reducción de grupos —S-S- de la enzima. La
influencia de la luz se debe al efecto del Sistema de
Transporte de Electrones mediado por el Sistema Perredoxina
Tiorredoxina. In vitro, la, actividad de la CFBPasa es
modulada Emu:componentes tanto fisiológicos (tiorredoxina)
comono fisiológicos (cosolventes, aniones caotrópicos, alta
presión). Los cambios conformacionales inducidos por estos
moduladores son los responsables del aumento de su actividad
especifica.

A fin de analizar las caracteristicas cinéticas y
estructurales de la enzima, el gen de la CFBPasa de los
cloroplastos de trigo fue subclonado en el plásmido pGEx-l.
La expresión del gen de la proteina de fusión conteniendo a
la Glutation-S-transferasa en su extremo N-terminal y a la
CFBPasa de trigo en el C-terminal produjo los cuerpos de
inclusión. En consecuencia, la CFBPasa particionó en la
fracción insoluble del lisado bacteriano. Con esta
suspensión fue analizado el proceso de recuperación de las
propiedades funcionales de la CFBPasamediante técnicas de
desnaturalización y resolubilización de proteinas. Además
se estudió el efecto de moduladores -fisiológicos y no
fisiológicos- y de anticuerpos sobre la reconstitución de
las actividades CFBPasacomoGlutation-S-transferasa en la
proteina quimérica. En contraste con las CFBPasas
homotetraméricas obtenidas de otras fuentes, la capacidad
catalítica residía en un dimero.

A fin de caracterizar a la enzima de cloroplastos y
comparar su comportamiento con el de la CFBPasacontenida en
la proteina de fusión, la secuencia nucleotidica que
codifica para la CFBPasade trigo fue clonada y expresada en
otro vector: el plásmido pET-22. Este plásmido condujo a la
obtención de la enzima libre del fragmento GST, en la
fracción soluble del lidado bacteriano. A partir del mismo,
la CFBPasa fue purificada a homogeneidad y .caracterizada
estructural y cinéticamente. Al igual que las contraparte de



otros origenes, la CFBPasa de trigo era un homotetrámero
activable por reductores (ditiotreitol) y moduladores
fisiológicos (tiorredoxina) y no-fisiológicos (perturbantes
proteicos). De particular interés en estos estudios fue que
la ausencia de 20 aminoácidos de la región N-terminal de la
CFBPasano afectara la capacidad catalitica de la enzima. De
manera que una región altamente variable en las FBPasas,
cloroplásticas y no cloroplásticas, no tendria participación
en el mecanismocatalitico.
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PRIMERA PARTE

FOTOSINTESIS

La fotosíntesis, el proceso fundamental para las formas
vivientes actuales, surgió hace unos tres billones de años
después de la aparición de los primeros organismos
vivientes. Este proceso recién avenido habría tenido
caracteristicas similares a las del Fotosistema I. La
atmósfera rica en oxígeno apareció un billón de años
después, cuando los organismos estuvieron dotados de
Fotosistema II.

La fotosíntesis actual no sólo produce el oxígeno sino
que además renueva las reservas de carbono orgánico del
planeta. Los principales productos orgánicos de la
fotosíntesis son la glucosa y sus polímeros, el almidón y la
celulosa. En este proceso la conversión del dióxido de
carbono (C02) y el agua (HZO) a hidratos de carbono y
oxígeno (02) tiene lugar en los cloroplastos o en las
membranasde los organismos fotosíntéticos. La reacción se
puede representar con la siguiente ecuación:

Luz solar
co2 + HZO > [CH20]n + 02 (1)hidratos

de carbono

Mediante esta reacción endergónica (¿)G°=2868 kJ/mol
C6H1206)la energía radiante del sol es convertida en
energía química. En las plantas verdes y cianobacterias el
dador de hidrógenos para la reducción de C02 es el H20
[ecuación (1)], por lo cual la evolución de 02 es una
consecuencia de la oxidación del agua. La comparación de la
fotosíntesis vegetal con las bacterias que asimilan C02en
presencia de luz sin generar 02 condujo a la siguiente
ecuación general de la fotosintesís:
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C02 + 2 HZA + luz ----- --> [CHZO] + HZO + 2 A (2)
aceptor dador aceptor dador
de de reducido ox1dado

hidrógeno hidrógeno

EL CLOROPLASTO, UNIDAD FOTOSINTETICA

La fotosíntesis es un mecanismo que involucra dos
eventos fotoquimicos necesarios para que se lleven a cabo
reacciones bioquímicas. En las plantas superiores, tal como
quedó demostrado por Arnon y sus colaboradores (Arnon,
1955), el proceso fotosintético ocurre en forma completa en
el cloroplasto. Esta organela está rodeada por una membrana
externa, separada de la interna por un pequeño espacio. La
membranainterna contiene al estroma en el cual se
hallan las enzimas solubles —responsables de la fase
oscura de la fotosintesis- y a las membranas tilacoides que
contienen la maquinaria transductora de energia —responsable
de la fase luminica de la fotosíntesis.

TRANSFERENCIA DE ENERGIA

Todos los organismos fotosintéticos contienen uno o
varios pigmentos capaces de absorber la luz e iniciar las
reacciones fotoquimicas de la fotosíntesis. Las principales
moleculas fotoreceptoras en los cloroplastos de las plantas
verdes son las clorofilas a y b. Otros pigmentos accesorios
son los carotenoides, de color amarillo o naranja, cuyo rol
principal es complementara las clorofilas en la captación
de luz y la protección de las membranascelulares contra la
fotoxidación a altas intensidades de luz.

Al absorber la luz, los pigmentos promueven a uno de
sus electrones desde un estado energético basal hasta un
estado excitado del cual migra con una eficiencia cercana
al 100% a otros pigmentos, hasta alcanzar una clorofila
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especializada (P): el centro de reacción. Alli ocurre el
evento central de la reacción fotoquimica: el estado
excitado de P, el agente reductor más potente de los
sistemas biológicos, reduce al aceptor A, generándose la
separación de las cargas (P+A—).El posterior transporte de
los electrones a lo largo de un camino de óxido-reducciones
impide el retorno al estado original. El pigmento P oxidado
es un oxidante fuerte, que a expensas de un dador adecuado
vuelve a reducirse para permitir que el ciclo vuelva a
repetirse por una nueva absorción de un fotón.

P“ P1:

A

Dox ... ... on:Ared
Dred

FOTOSINTESIS EN LAS PLANTAS

En las bacterias púrpuras y verdes ocurre una única
fotoreacción que no libera oxigeno. Para ello los dadores de
electrones son compuestos sulfurosos comost o sustancias
orgánicas. En plantas, cianobacterias y algas dos eventos
fotoquimicos conectados en serie transfieren un electrón a
través del Sistema de Transporte de Electrones (Hoober,
1984) para generar un reductor potente utilizado en la
asimilación del carbono y la concomitante formación de
oxigeno.
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FOTOSISTEMAS

La fotosintesis oxigénica tiene dos tipos de centros de
reacción: el P700, asociado al Fotosistema I (PSI) y el
P680, asociado al Fotosistema II (PSII). El primero produce
un reductor fuerte para la formación de NADPHy el segundo
genera un oxidante fuerte que lleva a la producción de
oxigeno. La interacción entre ambosfotosistemas establece
un gradiente de H+entre el estroma y el lumen del tilacoide
cuya disipación a través del factor de acoplamiento (CFO
CFl) sintetiza ATP.

Fotosistema II

El estado excitado P680* es un reductor débil que
transfiere un electrón a la feofitina, el cuál a su vez
reduce dos plastoquinonas (2Q) con el concurso de H+ del
estroma (2QH2). Para volver al estado basal el catión P680+
recupera electrones a partir del HZO,generandose 02 y H+.
Los H+para neutralizar la quinona, captados del estroma del
cloroplasto y los H+ producidos por la oxidación del H20 en
el lumen del tilacoide, originan el primer evento generador
de una diferencia de pH entre ambos compartimentos.

TILACOIDE PSII ESTROMA (3)

2 HZO 4é 2 Q + 4 H+

o2 + 4 H+ 2 QH2

Compleio citocromo b/f

El complejo citocromo b/f cataliza la transferencia de
los electrones desde el plastoquinol (QHZ) hasta la
plastocianina (PC), una proteina residente en el lado
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luminal de la membrana tilacoide. En este proceso los
protones liberados y los adicionales bombeados por este
complejoson transportados al interior del tilacoide para
aumentar la diferencia de pH entre el estroma y el lumen del
tilacoide.

(4)

Lúmen bf Estroma

PCred

ECOXD

Fotosistema I

El estado excitado P700*transfiere un electrón a otra
clorofila aceptora, generando la biomolécula con mayor poder
reductor. Para volver a su estado energético basal, el
catión P700+ recupera un electrón de la PC reducida por el
PSII. Por otra parte una cadena de transporte de electrones
transfiere el electrón desde el aceptor reducido a una
proteina soluble localizada en el lado estromático de la
membranatilacoide: la Ferredoxina (Fd) (12 kDa)

La Fd reducida transfiere electrones al NADP+para
formar NADPH.Esta reacción es catalizada por la Ferredoxina
flgggi reductasa (FNR) en el lado estromático de la membrana.
La captura de un H+ en la reducción del NADP+ también
contribuye a incrementar la acidificación del interior del
tilacoide y la alcalinización del estroma.
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La reacción general catalizada por el PSI es:

Lumen Estroma

PSI _ H+
PC(Cu2+) Fd ox | FNRI 1/2 NADP+

e' ÜPC(Cu+) Fd red NADPH

4 H+

En esencia la luz causa el flujo de electrones desde el
agua hasta el NADPHy lleva a la generación de una fuerza
protón-motriz. Este camino, denominado Esquema Z de la
fotosíntesis por R. Hill (Hill and Bendall, 1960;
Blankenship and Prince, 1985) se resume en la figura 1.
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Figura 1. EsquemaZ de 1a fotosíntesis. Este esquema representa e]
potencia] de reducción de ios diversos intermediarios en e] transporte
eiectrónico en y entre ios fotosistemas I y II. P680: Pigmento de
absorción a 680 nm. Clorofiia dei centro de reacción de] fotosistema II.
P680 : P680 excitado. P700: Pigmento de absorción a 700 nm. Ciorofiia
de] centro de reacción de] Fotosistema I. P700*: P700 excitado. Ph:
Feofitina. 0A, QB: Piastoquinonas unidas a proteinas A y B. QHZ:
Piastoquinona. Cyt bf: Citocromo b y f. PC: Piastocianina. A0, A1:
Aceptores eiectrónicos de] fotosistema I. Fe.S: Transportador
eiectronico cuyo centro activo contiene Fe y S. Fd: Ferredoxina. Centro
de Mn: centro activo de] compiejo productor de O . Z: intermediario
entre e] úitimo y e] centro de reacción de] fotosistema II.

En base a lo antedicho la reacción neta entre ambos
fotosistemas es:

(5)

2 HZO + 2 NADP++ 6 H+ externos-->02 + 2 NADPH+ 8 H+internos
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SINTESIS DE ATP

En los cloroplastos y las mitocondrias, la fuerza
protón-motriz (Zip) está determinada por dos componentes: el
gradiente de pH y el potencial de membrana (Ao):

Ap=A4> + 0.6ApH

En los cloroplastos ¿XpHes el factor determinante del
A5) ya que existe un transporte neto de protones hacia el

interior del tilacoide (A pH= 3.5). La H+-ATPasa que
transporta los H+en el sentido inverso aprovecha este
proceso para fabricar ATP.

De manera que el ATP y el NADPH constituyen los
productos de la fase luminica de la fotosíntesis cuya
utilización en la fase oscura de la fotosíntesis contribuirá
con la construcción de los esqueletos carbonados a partir
de C02
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CICLO DE BENSON Y CALVIN. ASIMILACION DE C02

El ciclo reductivo de las Pentosas Fosfato o CBCes el
mecanismo primario de asimilación de C02 en las plantas. El
punto crucial de este mecanismoes la carboxilación de un
aceptor de cinco carbonos, la ribulosa 1,5-bisfosfato
(RuBP), para producir dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3
PGA) -;eacción 1. fig. 2-. Esta reacción, altamente
exergónica (¡A G°= —12,4 kCal/mol) y por lo tanto
irreversible, es catalizada por la enzimaRibulosa
1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco). Los pasos
subsiguientes del CBC, conocidos como etapa reductiva,
consumen el ATPy el NADPHproducidos durante las reacciones
luminicas para reducir el PGAa GA3-P-reacciones 2 y 3.
fig. 2-. Una parte del "pool" de GAB-P,mediante una serie
de isomerizaciones, condensaciones e hidrólisis genera la
RuSP. La fosforilación de este compuesto restituye al
aceptor primario de C02, la RuBPy con ello cierra el ciclo
para continuar la asimilación de C02. El GA3-P excedente
constituye el producto neto del ciclo y sirve comoprecursor
para la sintesis de almidón dentro del cloroplasto o es
transportado al citoplasma para la sintesis de sacarosa.

De esta manera, el CBCconstituye la interfase que une
la transducción de la energia luminosa en las membranas
tilacoides con la utilización de los metabolitos en otros
compartimentos celulares.
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Figura 2. Cicio reductivo de 1as Pentosas Fosfato. Utiiización de] C02
atmosférico en 1a sintesis de compuestos orgánicos. Las cuatro primeras
reacciones enzimáticas de] cicio disminuyen ei númerode oxidación de]
átomo de carbono originado a partir de] C02 (en negrita). E1 carbono se
dirige hacia 1a sintesis de aimidón, en e] cioropiasto (arriba a 1a
izq.), o de sacarosa en ei citoplasma (izq.). Las fiechas gruesas
señaian 10s pasos enzimáticos que son reguiados por ei Sistema
Ferredoxina-Tiorredoxina. La fiecha rayada representa 1a reacción
controiada por Rubisco Activasa. ADPG: adenosina 5’-difosfo-giucosa;
DPGA:1,3-bisfogiicerato ; E4P: eritrosa 4-fosfato; FBP: fructosa 6
fosfato; FBP: fructosa l,6—bisfosfato; GlP: giucosa l-fosfato; GGP:
glucosa 6-fosfato; GA3-P: giiceraidehido 3-fosfato; PGA: 3
fosfogiicerato; PPi: pirofosfato; P: fosfato orgánico; P-OH:
ortofosfato; RSP: ribosa S-fosfato; RuSP: ribuiosa S-fosfato; RBP:
ribuïosa 1,5-bisfosfato; S7P: sedoheptuiosa 7-fosfato; SBP:
sedoheptuiosa 1,7-bisfosfato; UDPG:uridina 5’-difosfo-giucosa; Xu5P:
xiiuiosa 5-fosfato; 1: Rubisco; 2: 3-fosfo giicerato quinasa; 3: NADP
giiceraidehido-3-P deshidrogenasa; 4: triosafosfato isomerasa; 5, 8:
aidoiasa; 6: fructosa-l,6-bisfosfatasa; 7, 10: transcetoiasa; 9:
sedoheptuiosa-l,7-bisfosfatasa; 11: Fosfocetopentosa isomerasa; 12:
fosforibosa isomerasa; 13: fosforibuioquinasa
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REGULACION DE LA ASIMILACION DE C02 EN LA FOTOSINTESIS
OXIGENICA.

Es bien sabido que en la fotosíntesis la luz funciona
proveyendo el poder asimilatorio, en forma de ATP y NADPH,
para las reacciones del CBC,históricamente conocidas como
las reacciones "oscuras". Sin embargo, este concepto no
refleja la regulación que la luz ejerce sobre las reacciones
oscuras, facilitando su funcionamiento más efectivo. En los
sistemas fotosintéticos productores de 02 (cloroplastos y
cianobacterias) esta regulación se produce por los cambios
en: la alcalinización del pHestromático, el aumento de la
concentración de metales bivalentes y de metabolitos y el
cambio en los grupos sulfidrilos de las enzimas. Estas
señales "informan" a las enzimas regulatorias del ciclo la
presencia de la luz y que por lo tanto su actividad debe
modificarse. La alteración de la actividad
de estas enzimas dirige a los caminos biosintéticos y
degradativos en la dirección correcta. Esto es de
fundamental importancia, ya que las enzimas de la
degradación de hidratos de carbono (Stitt and Heldt, 1981)
coexisten en el cloroplasto con las enzimasbiosintéticas.
Ciertas enzimas biosintéticas son activadas por la luz
(CFBPasa, NADP-GABPDH, CSBPasa, PRK) en tanto que enzimas
degradativas son desactivadas (PFKen la glucólisis), Glu-6
PDHen la Via oxidativa de las Pentosas Fosfato) (Kelly and
Latzko, 1977; Cséke, Nishizawa and Buchanan, 1982). De esta
forma el cloroplasto minimiza los ciclos fútiles y maximiza
la eficiencia de procesos metabólicos temporalmente
dispares. La luz asegura asi que la asimilación de C02 tenga
lugar durante el dia y la degradación de hidratos de carbono
ocurra primariamente de noche (Buchanan, 1980; Cséke and
Buchanan, 1986).
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SISTEMA FERREDOXINA-TIORREDOXINA

En los cloroplastos iluminados, la Ferredoxina reducida
es utilizada en la generación de NADPH,la reducción de N02'
y 5032- para la sintesis de grupos -NH2 y -SH
respectivamente y en la formación de glutamato a partir de
glutamina y 2-oxoglutarato. Además interviene en la
reducción de puentes disulfuro de las proteinas. Esta
modificación altera drásticamente la estructura terciaria y
cuaternaria de las proteinas sustrato, por lo :ual dicho
evento de óxido_reducción constituye el mecanismo que media
en la activación de las enzimas por luz (Buchanan, 1980;
Cséke and Buchanan, 1986: Buchanan, 1991).

En la fotosíntesis oxigénica la Ferredoxina, en
presencia de Ferredoxina Tiorredoxina Reductasa, reduce a
una proteina soluble, la Tiorredoxina (Trx), la cual regula
la actividad de las enzimas estromáticas relacionadas con el
metabolismo del carbono, nitrógeno y azufre mediante la
reducción de los puentes disulfuro. En conjunto estas tres
proteinas constituyen el Sistema Ferredoxina-tiorredoxina
(FTS) (Wolosiuk and Buchanan, l976a; Buchanan, Wolosiuk and
Schurmann, 1979; Buchanan, 1991) que en las plantas
superiores constituye el mecanismo principal para la
regulación del CBC por la luz (figura 3).

12
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Figura 3. Cadena de oxido-reducción en el Sistema Ferredoxina
Tiorredoxina. En el esquema se detallan las reacciones que unen los
eventos disparados por luz en las membranastilacoides con 1a regulación
de reacciones bioquímicas que ocurren en el estroma. La Ferredoxina (Fd)
se reduce en la cara estromática de las membranastilacoides por la
acción de] Sistema Fotosintético de Transporte de Electrones (PETS);
simultáneamente, el 0 se libera en el lado luminal. La transferencia de
electrones desde 1a erredoxina y la captación de protones del entorno
convierten el puente disuifuro de la Ferredoxina Tiorredoxina Reductasa
(FTR) en grupos tioles. E1 intercambio tiol/disulfuro entre la FTR
reducida y la Tiorredoxina (Trx) recompone el puente disulfuro en el
primero y genera sulfidrilos en la última. En un intercambio posterior,
el centro activo de la Trx se oxida y el puente disulfuro de la enzima
blanco (Enz) es transformado a grupos tioles modificandose asi la
actividad de 1a misma.

La Ferredoxina es una proteina soluble (12 kDa) que
contiene dos átomos de Fe complejados por un lado con dos
átomos de azufre y por el otro a la proteina por los grupos
-SH de los residuos cisteina. Esta sulfoferroproteina tiene
un potencial redox bajo (E=—0.43V)y transfiere un electrón
por molécula en los procesos de reducción.

13
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En presencia de Ferredoxina reducida, la Ferredoxina
Trx reductasa cataliza la reducción del puente disulfuro que
constituye el sitio activo de la Trx.

s FTR SH

2 Fd.red + 2 H+ + Trx l ----------- --> 2 Fd.ox + Trx (7)\s \SH

La Ferredoxina-Trx reductasa es una proteina 4Fe.4S que
existe solamente en organismos fotosintéticos oxigénicos.
Consiste de dos subunidades, una de 13 kDa,
inmunológicamente similar entre todos los organismos
estudiados y otra de 17, 15 y 7 kDa en espinaca, maiz y
Nostoc muscorum respectivamente (Droux et al., 1987;
Szekeres, Droux and Buchanan, 1991).

Las Trxs son proteínas de bajo peso molecular (c.a.
12000) que se encuentran en todas las formas de vida. El
centro activo presenta una secuencia aminoacidica invariable
con capacidad de reducirse y oxidarse cuando interacciona
con otras proteinas (Holmgren, 1985).

reducción

...trp-Ïys—gly-pro-cys... —————-—>...trp-Ïys-gly-pro-Tys...I <----- -
S--------- --S oxidación SH SH

Dos Trxs diferentes, la Trx-f y la Trx-m, forman parte
del Sistema Ferredoxina-Trx (Wolosiuk et al., 1979: Marcus
et al., 1991). En su estado reducido, la Trx-f activa
selectivamente a enzimas involucradas con la sintesis de
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hidratos de carbono, incluyendo la CFBPasa (de alli "f"),
CSBPasa, PRKy NADP-GADPH.La Trx-m activa preferencialmente
a la malato-deshidrogenasa (de alli "m") (Buchanan, 1991) y
tambien desactiva a una enzima clave de la via oxidativa de
las Pentosas Fosfato, la G6PDH.En los compartimentos no
fotosintéticos de las plantas superiores existe una tercera
Trx, la Trx-h (Wolosiuk et al., 1979) cuya reducción
requiere del NADPHy de la NADP-Trxreductasa (Reichard,
1968).

El Sistema Ferredoxina-Trx funciona cambiando el estado
redox de sus proteinas sustrato. Las enzimas biosintéticas
son activadas mediante la luz por la transferencia de
hidrógenos [2H+ + Zé] desde la Trx reducida hacia los -S-S
especificos, generándose la Trx oxidada y las enzimas
reducidas con capacidad catalitica. La desactivación ocurre
mediante el mecanismo inverso: en la oscuridad se oxidan
los grupos -SH de la Trx, los cuales por un intercambio
tiol/disulfuro oxidan a las enzimas reducidas. Las enzimas
de las vias degradativas de hidratos de carbono muestran una
respuesta opuesta, i.e. se desactivan mediante reducción y
se activan por oxidación.

HISTERESIS ENZIMATICA.

La caracteristica distintiva de las enzimas
regulatorias del CBCes la baja capacidad catalitica en la
oscuridad que aumenta con la iluminación. In vitro, la
formación del producto se inicia con actividad muybaja, que
luego incrementa hasta alcanzar un valor constante. La
interpretación más simple para este fenómeno es la
interconversión entre una forma inactiva y otra activa que
ocurre a una velocidad mucho menor que la velocidad con la
que los sustratos son transformados en productos (Neet and
Ainslie, 1980). Esta caracteristica es tipica de las enzimas
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denominadashisteréticas. El término Histgrgsis_gngimgtiga
fue acuñado hace 20 años por Frieden para las enzimas que
presentan "una respuesta lenta a cambios rápidos de
concentración del ligando" en un fenómeno que provoca fases
lag en los ensayos de actividad (Frieden, 1970). El paso
lento en la transición histerética puede ser la
isomerización, la asociación-disociación, la modificación
covalente de la enzima, o el desplazamiento de ligandos
(Neet and Ainslie, 1980).

CINETICA DE LAS ENZIMAS CLOROPLASTICAS

La fase lag que presentan las enzimas cloroplásticas en
la formación de productos ha despertado interés porque
dicha etapa puede ser modificada por metabolitos cuyas
concentraciones in vivo cambian por la luz. Si la actividad
de las enzimas regulatorias de los cloroplastos involucra
dos procesos con diferentes caracteristicas, la modulacióny
la catálisis, es necesario separar la conversión lenta a la
forma más activa, de la transformación rápida de sustratos.
Con este objetivo en nuestro laboratorio se diseñó un ensayo
en dos etapas: primero las enzimas se incuban bajo
condiciones especificas (modulación) y luego se determina la
conversión de los sustratos a productos (catálisis) (figura
4.).
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per urbación de
lnteracclonea
no-covMentea

modnmacbn
de eMacea

CATAL/S/S| Sustratos --_—> Productos
VC

Figura 4. Composición de 1a actividad de enzimas cioropiásticas
histeréticas. Ensayo de 1a actividad en dos etapas. En e] esquema se
representan ias reacciones requeridas para que se forme producto cuando
se anaiizan enzimas cioropiásticas histeréticas (E). La modificación
concertada de interacciones no-covaientes y de eniaces covaientes,
convierte a 1a enzima inactiva en una forma activa (MODULACION).En ia
forma activa. 1a enzima faciiita 1a transformación de sustratos
(CATALISIS). La curva de producto en función de] tiempo muestra una fase
iag cuando 1a veiocidad de conversión enzimática (Va) es más 1enta que
1a veiocidad de transformación de sustratos (VC). Para estudiar 1a
moduiación cuando Va<<Vc, 1a enzima es primero incubada con cantidades
variabies (al, a2...an) de un metaboiito (voiúmen constante) y
posteriormente se ensaya 1a actividad. La soïución para e] ensayo de
actividad, que espera recibir alícuotas de enzima preincubada, contiene
bl, b2...bn moies de] metaboiito en cuestión de ta] manera que 1uego de]
agregado de ia enzima se cumpie que a1+b1=C, a2+b2=C,...an+bn=c (volúmen
constante). De esta forma, a1 ser iguaies ias condiciones en todos ios
ensayos de actividad enzimática, los cambios observados en ias mismas
sóio pueden originarse por modificaciones durante 1a preincubación. Para
estudiar e] proceso cataiitico, 1a enzima es preincubada bajo
condiciones constantes y 1uego 1a veiocidad de transformación de
sustratos se estudia en ia presencia de concentraciones variabies de un
metaboiito. La aparición de diferentes constantes cinéticas para ios dos
proceso indica 1a acción dua] de un metaboiito sobre 1a enzima.
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Determinados compuestos pueden modificar la
distribución de las formas enzimáticas y también afectar el
proceso catalitico, eg. favorecer la activación pero inhibir
la catálisis. Envista del control diferencial sobre la
modulación y la catálisis se definen como MODULADORBSa los
compuestos que cambian la tasa de activación mientras que se
retienen los términos de SUSTRATOS,COFACTORESo EFECTORES
para los participantes de la reacción catalitica.

Para caracterizar cuantitativamente el proceso de la
modulación enzimática y la regulación de la catálisis se han
definido las constantes cinéticas:
-A0.5: representa la concentración del modulador a la cual
se obtiene la mitad de la máximaactividad especifica;
-SO_5: indica la concentración de sustrato, cofactor o
efector con la que se alcanza la mitad de la máxima
velocidad de catálisis.
-I0.5: indica la concentración de sustrato, cofactor o
efector que inhibe la mitad de la máxima velocidad de
catálisis.

Por otra parte la acción concertada de dos metabolitos
sobre la fase de modulación se manifiesta cuando la
activación por un modulador primario puede ser potenciada
por concentraciones no estimulatorias de un modulador
secundario. Esto se traduce en la disminución del A0.5 del
modulador primario por efecto del secundario. Este proceso
se denominóhistéresis concertada.

MODULACION DE LA ACTIVIDAD

En el CBCla modulación de enzimas se lleva a cabo
mediante modificaciones covalentes y el control de iones y
metabolitos sobre las interacciones no covalentes.
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MODULACION DE LAS ENZIMAS CLOROPLASTICAS POR MODIFICACION DE
INTERACCIONES N0 COVALENTES.

Gliceraldehido-3-P deshidrogenasa

Esta enzima cloroplástica, constituida por dos
subunidades de 36 kDa y 39 kDa respectivamente (Ferri et
al., 1990), presenta en las hojas de espinaca varias formas
con distinta especificidad por los piridin-nucleótidos. Una
forma de 600 kDa es activa solamente en presencia de NAD
pero la incubación con ATP, Pi o NADPHdisocia a una forma
de 160 kDa que utiliza tanto NADcomo NADP(Pupillo and
Giuliani-Piccari, 1975). En este contexto el incremento de
la actividad asociada a NADPtambien está mediado por
concentraciones no estimulatorias de Pi, NADPHo FBP que
disminuyen el A0_5 por el modulador primario ATP (o Pi).
Ello sugiere que los cambios producidos por luz en la
concentración cloroplástica de estos metabolitos modularian
in vivo la actividad de la enzima (Wolosiuk and Buchanann,
l976b).

Fructosa-l.6-bisfosfatasa

La actividad de esta enzima es potenciada por el pH
alcalino y concentraciones de Mg2+ superiores a 10 mM
(Preiss, Biggs and Greenberg, 1967). Aparentemente el Mg2+y
el FBP, cofactor y sustrato durante la etapa catalitica,
participan como moduladores positivos en el proceso de
activación. Por otra parte el Ca2+ que también potencia
dicho proceso, actua como inhibidor durante la catálisis
(Hertig and Wolosiuk, 1983).
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MODULACION POR MODIFICACIONES COVALENTES

Modulación por el Sistema Ferredoxina-Tiorredoxina.

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

La Trx aumenta la actividad de la forma enzimática que
utiliza NADP,actuando como modulador primario (Wolosiuk and
Buchanan, 1978). sin embargo, es mucho mejor modulador
secundario ya que a una concentración 50 veces menor
disminuye el A0.5 para ATP, Pi y NADPHo glicerato 1,3
bisfosfato (1,3—DPG) (Wolosiuk, Hertig and Busconi, 1986).
Estos experimentos in vitro muestran que los reductores
generados por la luz en acción concertada con metabolitos
cloroplásticos cuya concentración también depende de ella
estimulan a la enzima.

Fructosa 1.6-bisfosfatasa

Si bien la Trx-f aumenta la actividad especifica de la
CFBPasasu acción es potenciada por la presencia de un
azúcar bisfosfato y un metal bivalente (Hertig and Wolosiuk,
1980). Esta acción concertada disminuye tanto la
concentración de reductor como el tiempo requerido para la
máxima actividad (Hertig and Wolosiuk, 1983), según se
analizará en detalle más adelante.

Sedoheptulosa-l.7-bisfiosfatasa

Algunos aspectos cinéticos de la CSBPasase asemejan a
los de la CFBPasa. Su actividad especifica aumenta por la
acción concertada de Trx-f, azúcar bisfosfato y cationes
bivalentes. Además, el Ca2+ estimula la modulación pero
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inhibe la catálisis (Cadet and Meunier, 1988). A pesar de la
gran similitud entre estas dos hidrolasas de 1a fase
regenerativa, la secuencia aminoacidica de la CSBPasarevela
la inesperada ausencia de la secuencia aminoacidica que en
la CFBPasa seria el sitio de acción de la Trx. Tanto la
CFBPasa como la CSBPasa contienen 7 cisteinas. Sin embargo,
ninguno de estos residuos coinciden cuando se enfrentan las
secuencias primarias de ambas enzimas. Este hecho indicaria
que no existe un mecanismo común de reducción. En cambio,
los aminoácidos situados en el sitio activo de la FBPasade
riñón de cerdo (una enzima no regulada por luz) tienen una
total identidad tanto con la CFBPasacomo con la CSBPasa de
trigo (Raines et. al, 1992). Este último hecho sugiere que
estas enzimas comparten sitios activos similares. De hecho,
la CFBPasapuede utilizar como sustrato a la SBP.

Fosforibuloguinasa.

La máxima activación de esta enzima requiere solamente
la reducción por la Trx del puente disulfuro entre las
cisteina 16 y 55. A diferencia de las otras enzimas
descriptas, otros metabolitos propios del cloroplasto no
modifican la activación de PRKpor la Trx (Porter, Stringer
and Hartman, 1988).

Bases estructurales para la modulación por el Sistema
Ferredoxina-Trx

Comose ha descripto, la Trx reducida actúa en forma
concertada con moduladores especificos en la activación de
la GAJPDH, CFBPasa y CSBPasa, en tanto que es el único
requerimiento en la activación de la PRK.Sorprendentemente
estas enzimas no comparten una secuencia regulatoria en
común. En la PRK la secuencia es parte del sitio activo en
tanto que es funcional en el proceso catalitico de la
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CFBPasa, CSBPasa y GA3PDH (Porter, Stringer and Hartman,
1988). Esta evidencia estructural, junto con los estudios
cinéticos, sugiere la existencia de diferentes mecanismos
regulatorios para cada una de las enzimas cloroplásticas,
tanto respecto del efecto de los moduladores como de 1a
modificación de los puentes disulfuro.

Hodulación de la actividad Rubisco

Tal como las otras enzimas del CBCactivables por el
Sistema Ferredoxina-Trx, la Rubisco se aisla generalmente en
un estado cataliticamente incompetente cuya activación Lg
vitro requiere la modificación covalente mediada por C02 y
Mg2+(Gutteridge, 1990). In vivo este proceso no parece
funcional porque la RuBPse une fuertemente a la enzima
previniendo la carbamilación de la Lisina 201, necesaria
para la activación (Jordan and Chollet, 1983). Una nueva
proteina, Rubisco-Activasa, interacciona con el complejo
Rubisco-RuBP y facilita el acceso del C02 y el Mg2+para la
carbamilación (Portis, 1990); concurrentemente el ATP es
hidrolizado. La Rubisco-Activasa, constituida por dos
polipéptidos de 41 y 45 kDa, convierte el carácter
inhibitorio de la RuBP en modulador positivo (revisado en
Wolosiuk et al. 1993).

MODULACION DE LAS BNZIMAS CLOROPLASTICAS POR FACTORES NO
FISIOLOGICOS.

La Trx funciona en la regulación de las enzimas
cloroplásticas comoproteina disulfuro reductasa. Si su rol
se restringiera a la reducción de enlaces disulfuro, su
reemplazo requeriría el uso de un factor funcional en la
transferencia de hidrógenos a las enzimas sustrato. Sin
embargo, solventes orgánicos miscibles en agua
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(cosolventes), iones de baja densidad electrónica
(caotrópicos) o alta presión, reemplazan a la Trx aumentando
la actividad especifica de la CFBPasa, PRK, y GA3PDH(Stein,
Lázaro and Wolosiuk, 1989; Corley and Wolosiuk, 1985;
Wolosiuk et al., 1985; Stein and Wolosiuk, 1987; Wolosiuk
and Stein, 1990; Prat-Gay et al., 1991). Estos perturbantes
proteicos no estimulan a otras enzimas regulatorias de los
cloroplastos (Rubisco), ni a las provenientes de organismos
heterotróficos (GA3PDHde levaduras, FBPasa de conejo) e
inhiben la etapa catalitica. En este aspecto dos
perturbantes quimicos (cosolventes y aniones caotrópicos) y
un factor fisico (alta presión), "imitan" a un factor
fisiológico (la Trx), en la activación enzimática.

Dadoque estos agentes modifican las interacciones
hidrofóbicas inter e intramoleculares, el reemplazo de la
Trx por los mismos sugiere que el proceso redox seria
complementadocon la modificación de las interacciones no
covalentes. Congruente con esta idea la especificidad de la
Trx en la activación de la CFBPasaes modificada tanto por
moduladores que no alteran enlaces covalentes como por
mutagénesis de la Trx en aminoácidos alejados del centro
redox (Schurmann, Roux and Salvi, 1985; Lamotte-Guery et
al., 1991).

FRUCTOSA-l,6-BISFOSFATASA

En las células foliares existen dos isoformas de la
fructosa-l,6-bisfosfatasa que catalizan la hidrólisis del
FBP a fructosa 6-fosfato y fosfato inorgánico, con
propiedades regulatorias diferentes. Una de ellas es
citoplasmática y participa en la regulación de la
gluconeogénesis y la biosintesis de sacarosa (Cséke and
Buchanan, 1986). Sus caracteristicas estructurales y
cinéticas son similares a las FBPasas gluconeogénicas de
mamiferos y levaduras, ya que: l) es inhibida por el exceso
de sustrato, el AMPy la fructosa 2,6-bisfosfato; 2) es
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modulada por Mg2+ y Ca2+ (Zimmerman, Kelly and Latzko, 1978;
Prado, Lázaro and López Gorgé, 1991). La otra isoforma es la
CFBPasa (homotetrámero, subunidadzca. 40 kDa) que participa
en la regeneración de la RuBPen el CBCy es activable por
luz.

ASPECTOS REGULATORIOS DE LA CFBPasa

ACTIVACION

La luz desempeña un rol fundamental en la regulación de
la CFBPasa. Cuando los cloroplastos son iluminados aumenta
el pH y la concentración de Mg2+del estroma. Dado que la
enzimaes cataliticamente activa en soluciones alcalinas y-a
altas concentraciones de Mg2+ fue sugerido que los mismos
constituyen un mecanismoregulatorio in vivo (Preiss, Biggs
and Greenberg, 1967). Por otra parte, el ensayo en dos
etapas indica que el FBP y el Mg2+no sólo son sustrato y
cofactor respectivamente, sino que también participan como
moduladores en su activación (Hertig and Wolosiuk, 1983:
Ballicora, Tesis Doctoral). Si bien es dificil una
separación clara de las fases de activación y de catálisis
cuando se utilizan FBP y Mg2+, por la hidrólisis
concomitante del sustrato, otros azúcares bisfosfato y otros
metales bivalentes son adecuados para ello. La fructosa 2,6
bisfosfato y el Ca2+estimulan la activación pero impiden la
actividad catalitica de la enzima totalmente activada
(Soulié et al., 1991).
el proceso de activación pero no para la estabilización de

De hecho el Ca2+ es requerido para

la forma activa (Hertig and Wolosiuk, 1983).
In vivo aparece un tercer factor involucrado en la

activación de la CFBPasa mediada por luz: la reducción de
grupos -S-S- de la enzima por el Sistema Ferredoxina-Trx.
El aumento de la actividad enzimática correlaciona con la
reducción de un enlace disulfuro en cada subunidad de
CFBPasa (Stein, Lázaro and Wolosiuk, 1989). sin embargo la
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participación en el proceso de modulación, tanto de
intermediarios metabólicos del ciclo comode iones presentes
en el estroma, indica que la regulación es aún más compleja.
La acción concertada de azúcares bisfosfato y metales
bivalentes reduce 50 veces la concentración de Trx-f
necesaria para la máxima estimulación de la actividad en
tanto que la Trx-f disminuye el A005 del FBP pero no cambia
el A0.5 del Ca2+ (Hertig and Wolosiuk, 1983).

Por otra parte, el reductor DTTestimula lentamente la
actividad catalitica de la CFBPasa,en tanto que el FBP, el
Ca2+y moduladores no-fisiológicos aceleran este proceso.
Experimentos realizados en el laboratorio indicaron que
modificaciones conformacionales inducidas en la enzima con
NaTCA, previamente a la activación reductiva con DTT,
condicionan y aceleran dicha modulación. De hecho, a 2.5 mM
DTTel tiempo medio de activación fue de 8 minutos en
presencia de FBP, Ca2+ y NaTCAy de 2 horas en ausencia del
agente caotrópico (Ballicora and Wolosiuk, 1994). La
velocidad de activación mediada por la reducción de puentes
-S-S- incrementa notoriamente por los cambios
conformacionales de la enzima nativa. El enlace disulfuro no
es reducido si la conformación de la enzima oxidada no es
modificada por moduladores y perturbantes proteicos. Un
postulado básico en la modulación por luz de la CFBPasa
señala que la reducción de enlaces disulfuros por el Sistema
ferredoxina-Trx genera la forma enzimática cataliticamente
competente. Si los cambios conformacionales de la CFBPasa
contribuyen a acelerar el proceso reductivo, es fácil
inferir que la Trx-f cloroplastica acelera la reacción que
convierte a la enzima nativa en su forma activa modificando
las interacciones intramoleculares no-covalentes. Respecto a
esto cabe remarcar que la Trx-f activa preferencialmente a
la CFBPasa nativa (E0) (reacción 5, fiq. 5) en tanto que la
Trx-m y Trxs bacterianas son mucho menos efectivas. Sin
embargoestas Trxs no funcionales son indistinguibles de la
Trx-f en la estimulación de la actividad catalitica cuando
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la estructura terciaria de la enzima es modificada por
perturbantes protéicos. La acción concertada del FBPy el
Ca2+ llevan a la aparición reversible de una nueva forma
enzimática (El) (reacción 1, fig. 5) cuya actividad es
potenciada más eficientemente por Trxs bacterianas. En este
punto el NaTCAo el 2-propanol llevan a la enzima a otra
forma productiva (E2) (reacción 2, fig. 5) cuya activación
por Trxs bacterianas es indistinguible de la activación por
Trx-f (reacción 3, fig. 5). Asimismo la Trx-m es un
modulador funcional sobre la CFBPasa en presencia de FBP y
Ca2+ (reacción 4, Fig. 5) (Mora Garcia, Ballicora and
Wolosiuk, 1996; Schurmann, Roux
and Salvi, 1985). Estos resultados sugieren fuertemente que
la conformación de la enzima sustrato regula la
interconversión tiol/disulfuro por las proteinas disulfuro
reductasas con lo que los metabolitos que interactúan no
covalentemente con la enzima alteran la especificidad de la
Trx.
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OTT

C) trx-f

f

Figura 5. Efecto de 1os moduladores sobre 1a Fructosa-l,6-bisfosfatasa
de 105 cloroplastos. E: Fructosa-l,6-bisfosfatasa de cïoroplastos; DTT:
ditiotreito]; FBP:fructosa 1,6-bisfosfato; TCA:tric1oroacetato; Trx-m:
Tiorredoxina m cloropïástica; Trx-F: Tíorredoxina f cïoropïástica; Trx:
Tiorredoxinas.

Ademasde los procesos de activación descriptos, dentro
del cloroplasto coexisten los mecanismosde desactivación e
inhibición de la modulación que contribuyen a una afinada
regulación de la actividad fotosintética. En los
cloroplastos existe un equilibrio entre las formas oxidada y
reducida de las enzimas regulatorias, modulado por la
relación entre el reductor (Fd) y el oxidante (02). En
presencia de luz, la alta concentración de Trx reducida
favorece la forma activa de las enzimas del CBC, incluida la
CFBPasa (figura 6). En ausencia de luz la formación de Pd
reducida disminuye y las enzimas del ciclo retornan a su
estado inactivo oxidado (Scheibe, 1990).
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condiciones
oxidantes
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reductoras

Figura 6. Efecto dei estado metabólico sobre ia actividad de enzimas
reguiatorias dei Cicio Reductivo de ias Pentosas Fosfato. Ei modelo
iiustra ei roi de ia Tiorredoxina (Trx) en ei contro] de ia actividad de
ias enzimas (E). La excitación por iuz dei Sistema de Transporte
Fotosintético de electrones (PETS) reduce a ia Ferredoxina, ia cuai a
través de ia Ferredoxina Tiorredoxina reductasa (FTR) convierte a a ia
Trx a su estado reducido. Por otro iado, oxidantes como ei 02, conducen
a ia Trx a su estado oxidado. La proporción de reductores relativa a ios
oxidantes Fija en ei cioropiasto ia proporción de Trx reducida, ia cuai
a su vez determina ei estado redox de ia enzima.

Son varios los metabolitos que influyen sobre las
velocidades de oxidación y reducción de las enzimas
regulatorias del CBC, probablemente alterando los
potenciales redox de los sulfidrilos regulatorios, de modo
tal que la relación de enzima reducida a oxidada se ajusta
efectivamente a los cambios de metabolitos especificos
(Scheibe, 1990, 1991). Un ejemplo es el efecto positivo de
los niveles de FBPsobre la activación de la CFBPasa. En la
figura 7 se resume el efecto de varios factores sobre la
actividad de la CFBPasa. La acción de los diferentes
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moduladores en los procesos de activación y desactivación
determinan la concentración de CFBPasaactiva que participa
en el ciclo. Por otro lado, los efectores modifican la
velocidad de hidrólisis controlando la formación del
complejo cataliticamente competente entre la enzima, el FBP
y el metal.

Aparentemente la regulación de la CFBPasamediada por
el Sistema Ferredoxina-Trx está relacionada con el proceso
de activación/desactivación, sin participar directamente en
la reacción hidrolitica (Wolosiuk, Ballicora and Hagelin,
1993). Los mecanismos de activación tanto in vivo (el
Sistema Ferredoxina-Trx) comoin vitro (DTT), involucran la
reducción de puentes disulfuro críticos en la enzima. Las
CFBPasascloroplásticas conocidas (Marcus and Harrsch, 1990:
KoBmannet al., 1992; Rodriguez Suárez and Wolosiuk, 1993;
Carrasco et al., 1994; Raines et al., 1988) presentan, en
medio de la cadena polipeptidica y separados del centro
activo, una secuencia aminoacidica altamente hidrofóbica de
12 residuos [—R-C—(I/V)-V-N-V-C-Q-]. Esta secuencia está
conservada solamente en las enzimas sensibles a Trx y
ausente en la contraparte heterotrófica, incluyendo la
enzimacitoplasmática de las células fotosintéticas (Marcus,
Moberly and Latshaw, 1988; Marcus and Harrsch, 1990; Ladror,
Latshaw and Marcus,l990). Marcus y col (Marcus et al., 1988)
y Raines y col. (Raines et al., 1988) propusieron que el
puente -S-S- esencial para la regulación por luz está
contenido en esta inserción. En todas las CFBPasas el
inserto contiene dos cisteinas (172 y 177 según la
numeración de la enzima de trigo madura) separadas por 4
residuos, una caracteristica de otras enzimas que contienen
cisteinas con actividad redox (Issakidis et al., 1994;
Raines et al., 1992).
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Figura 7. Actividad Fructosa-l,6-bisfosfatasa. Representación
esquemática de 1a moduiación y ia catáiisis de ia Fructosa-1,6
bisfosfatasa de ios cioropiastos (CFBPasa). La conversión de una forma
inactiva a otra activa está mediada por 1a acción concertada de 1a Trx
reducida, un azúcar bifosfato y un catión bivaiente. Este proceso se
impide con ei agregado in vitro de espermina o espermidina aunque esta
prevención cesa cuando son removidas. En ia forma activa, 1a CFBPasa
cataiiza 1a transformación de FBP (fru 1,6-P2) a Fructosa 6-Fosfato
(fru 6-P) y ortofosfato (Pi). E1 paso hidroiitico es inhibido por
fructosa 2,6-bisfosfato (fru 2,6-P2) o Ca +. La forma activa de ia
CFBPasa vueive ai estado inactivo por ia acción de Trx oxidada u
oxidantes de bajo peso moiecuiar (giutation oxidado, dehidroascorbato,
tetrationato, H202).

Los experimentos de Jacquot y col. (Jacquot et al.,
1995) mostraron que el cambio por serinas de las cisteinas
173 y 178 localizadas en la secuencia putativa de regulación
por luz, en la CFBPasade cloroplastos de arveja, rinde una
enzima incapaz de ser activada tanto por Trx reducida por
DTTcomo por luz, mediante el sistema reconstituido de FTS.
Estos resultados confirman el rol regulatorio de la
secuencia extra caracteristica de las enzimas
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cloroplasticas. Experimentos realizados en nuestro
laboratorio indican que la cisteina C223 (según la
numeración de 1a preproteina de trigo) (C172 en la enzima
madura) estaria directamente involucrada en esta regulación
reductiva (Rodriguez Suárez, datos no publicados).

ASPECTOS ESTRUCTURALES DE LA CFBPasa

La estructura primaria de la CFBPasa de los
cloroplastos de espinaca presenta una identidad del 40%con
las CFBPasasgluconeogénicas de levadura, E.coli y mamíferos
(Marcus and Harrsch, 1990) y del 52%con su contraparte
citosólica (Fonollá et al., 1994). Las enzimas
cloroplásticas de trigo y arveja exhiben un 50%de identidad
con la enzima citosólica de espinaca (Ladror et al., 1990).
Las enzimas cloroplásticas (arveja, papa, trigo, espinaca,
colza y Arabidopsis) (Carrasco, et al., 1994; KoBmannet
al., 19927 Raines et al., 1988; Marcus and Harrsch, 19907
Rodriguez Suarez and Wolosiuk, 1993; Horsnell and Raines,
1991 respectivamente), tienen una identidad cercana al 859.
Estos valores indicarian una clara divergencia entre las
enzimas fotosintéticas y las gluconeoqénicas apoyando la
teoria del origen endosimbionte del cloroplasto (Fonollá et
al., 1994) (figura 8). Congruente con ello Fonollá et al.
no detectaron reacción cruzada entre los anticuerpos
policlonales de las enzimas citosólicas y cloroplásticas de
arveja y espinaca, pero las enzimas cloroplasticas eran
antigenicamente similares, asi como también las
citoplasmáticas.
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Figura 8. Aiineamiento de ias seis secuencias aminoacidicas conocidas de
las FBPasas. Los residuos idénticos se muestran sobre Fondo negro. Las
sustituciones conservativas se muestran en ietras negras de trazo
grueso. La secuencia entre corchetes muestra 1a zona involucrada en 1a
reguiación por iuz, en tanto que 1a iínea punteada indica e] sitio
activo. La fiecha señala e] probabie sitio de corte en 1a subunidad de
CFBPasa.
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Estructura del sitio activo de la CFBPasa

El sitio activo de la CFBPasa fue definido por
difracción de rayos x en el cristal de los complejos entre
la enzima de riñón de cerdo, el sustrato (o análogos) y el
ion metálico (Zhang et al., 1993). Este "dominio FBP"se
divide en tres regiones: (a) de unión a 6-fosfato, (b) de
unión al anillo furanosa y (c) de unión al metal. La mayoria
de los residuos que forman este sitio activo en la enzima de
cerdo están conservados en las enzimas cloroplásticas de
espinaca (aminoácidos 299 a 307), trigo (aminoácidos 311
319) y arveja (amonoácidos 298 a 305 ) (figura 8) (Marcus,
1990: Raines, 1988; Carrasco, 1994).

Cisteinas.

En las CFBPasascloroplásticas, además de las cisteinas
223 y 228 (numeración correspondiente a la preproteina de
trigo) ya descriptas, se encuentran conservadas otras cinco
cisteinas (26, 50, 147, 208 y 240 según la numeración de la
preproteina de trigo) (Villeret et al., 1995). La cisteina
208 junto con las 223 y 228 se encuentran dentro de la
inserción de 12 aminoácidos en una zona de estructura
secundaria desorganizada (170’S loop, residuos 150-180 en
las proteinas maduras) (figura 9). Este fragmento extra de
las enzimas cloroplásticas, que se inserta entre las leu-153
y gln-154 de la enzima de cerdo, podria acomodarse en esta
estructura. En el modelo de cerdo dicha zona está expuesta
al solvente y no se encuentra involucrada en la interacción
entre subunidades (Marcus and Harrsch, 1990).
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Pig kidney 132 GIYRKNST-----DEPSEKDAL - - - - - - - - - - --QPGRNLVAAGYALY167
Sheep live: IGTIFGIYKKISK-----DDPSEKDAL---------- --QPGRNLVAAGYALY
Rat liver IGTIFGIYRKTSA-----NEPSEKDAL---------- --QPGRNLVAAGYALY
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R 59h.: VGTTFAIWPA- - - - - - --APRPNPSFL - - - - - - - - - - --RLGSELIAAGYVIY
R sph.II IGTIFSIFPA------ —-AAGPEASFL---------- --RPGTEQIAGGYIIY
“ea 140 192
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whea:
Arabidopsis
Potato
Brassica napus

Figura 9. Comparación de secuencias aminoacidicas de las
Fructosas-l,6-bisfosfatasas citoplasmáticas y
cloroplásticas. La secuencia corresponde a la región que
flanquea a los sitios de inserción de las proteinas
cloroplásticas. La numeración de los aminoácidos corresponde
a la de la enzima madura: C157 (C208), C172 (C223), C177
(C228), C189 (C240) (los números entre paréntesis
corresponden a la numeración en la preproteina)
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SEGUNDA PARTE

CUERPOS DE INCLUSION

El éxito de la biotecnología modernatiene sus raices
en los avances de la biologia molecular que permite expresar
genes "foráneos" o heterólogos en un organismo huésped. Sin
embargo la transcripción y traducción de un gen recombinante
no siempre genera una proteina soluble, correctamente
plegada y por lo tanto biológicamente activa. Una barrera
importante en la explotación de la tecnologia del ADN
recombinante en la producción de proteinas es su tendencia a
formar agregados inactivos insolubles llamados Cuerpos de
Inclusión (IB). En el interior de la célula estos IB
aparecen en las microscopias electrónicas como cuerpos
densos de morfología definida y carentes de membranas. Se
han observado tanto en células procarióticas como
eucarióticas y son muy comúnes en bacterias que expresan
proteinas de mamíferos (Mitraki and King, 1989; Marston,
1986).

En el organismo de origen las proteinas se expresan a
bajos niveles y en tipos celulares especializados. En
cambio, para las proteinas recombinantes el ambiente de la
célula huésped es muy diferente. Las propiedades químicas
(potencial redox, pH intracelular, disponibilidad de agua) y
las enzimas que catalizan las modificaciones
postraduccionales, guardan muypoca relación con las de la
célula original. Además, en la mayoria de los casos, las
proteinas recombinantes se preparan especialmente para ser
expresadas a niveles muysuperiores a los fisiológicos. Esta
enorme tasa de acumulación lleva a la célula a modificar su
metabolismo respondiendo con un estado de "estrés"
generalizado. Por ello los altos niveles de expresión de
proteinas homólogas llevan en algunos casos a la formación
de IB (Bowden, Paredes and Georgiou, 1991). Este problema se
asocia generalmente a proteinas que maduran en el citoplasma
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y no con aquellas que son exportadas fuera de la célula
(Marston, 1986).

ESTRUCTURA DE LOS CUERPOS DE INCLUSION

Los IB son estructuras intracelulares densas
desprovistas de memebranas, cuyo diámetro oscila entre 0.2 y
1.5 micrones. Generalmente se forma uno por célula,
fácilmente visible al microscopio, llegando bajo algunas
condiciones a "deformar" el aspecto de la célula.
Dependiendode la localización subcelular, los IB muestran
dramáticas diferencias morfológicas que reflejan las
restricciones espaciales en el citoplasma y el espacio
periplásmico (Bowden et al., 1991). Tienden a ser
monocomponentes extremadamente compactos que presentan
caracteristicas comparables a los cristales de proteina
(Thatcher and Hitchcock, 1994).

MECANISMO DE FORMACION DE LOS CUERPOS DE INCLUSION

La proteina sobreexpresada es el constituyente
predominante en los IB. Aunqueesta caracteristica es una
ventaja que permite obtenerla con un alto grado de pureza
después de la ruptura celular y la centrifuqación
diferencial, otros componentes celulares se encuentran
asociados a los IB. Se han extraido cantidades importantes
de ácidos nucleicos en forma de circulos cerrados rotos de
ADNplasmidico y moléculas de ARNribosomal de 168 y de 238.
El análisis por SDS-PAGEde las proteinas extraídas mostró
la presencia de las 4 subunidades de la ARN polimerasa
(0,0,3 y B'), los componenetes de la membrana externa (OmpC,
OmpF y OmpA) (Hartley and Kane, 1988) y proteinas
codificadas por el plásmido (proteinas de resistencia a
antibióticos). De modo que la transcripción de los
plásmidos, la traducción de los ARN mensajeros y la
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inmediata agregación de la proteina recién sintetizada,
ocurririan en próxima continuidad. En esta estructura
supramolecular la proporción de la proteina recombinante
respecto a la total del IB aumenta proporcionalmente con el
tiempo de fermentación a causa de la elevada expresión
diferencial del gen heterólogo.

La conformación de las proteinas dentro de los IB
varia desde estados practicamente nativos (Tokatlidis et
al., 1991), hasta estados completamentedesnaturalizados con
escasa o nula actividad biológica. En la mayoria de los
casos, los IB se forman a partir de los intermediarios de
plegamiento en el camino del "folding" de las proteinas y no
a partir de los estados nativos o totalmente desplegados de
las mismas (Mitraki and King, 1989). Las fuertes condiciones
desnaturalizantes necesarias para solubilizar los IB
(Marston, 1986) sugieren que las interacciones inter
catenarias que determinan las estructuras agregadas no
semejan a las implicadas en las proteinas precipitadas por
"salting-out".

A pesar de la importancia de la agregación de proteinas
en la producción y purificación de polipéptidos
biológicamente activos, no existe, hasta el presente,
ninguna relación simple y univoca entre los IB y los
factores fisico-quimicos que llevan a su formación.
Estudiando el "folding" y la solubilidad de las proteinas
Wilkinson y Harrison (willkinson and Harrison, 1991)
analizaron los parámetros estructurales de 81 proteinas
diferentes expresadas en E. coli. Encontraron que la carga
neta promedio del polipéptido y el numero de residuos
"formadores de vueltas" (asparagina, prolina, glicina y
serina) correlacionan positivamente con la formación de IB.
En particular la conversión del enlace x-Pro, de trans a cis
y viceversa, seria el paso limitante (Hockney, 1994). A su
vez, también correlacionan con dicho fenómeno el número de
cisteinas, el tamaño y la hidrofobicidad de la proteina . La
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fracción de cisteinas en una proteina de mamiferos expresada
en E. coli estima una medida de la dificultad que tendrá
este polipéptido para asumir su conformación final adecuada,
ya que el citoplasma bacteriano es un ambiente reductor
incapaz de formar puentes disulfuro. Sin embargo, bajo
diferentes condiciones de fermentación, la misma proteina
recombinante puede asociarse a la fracción celular soluble o
formar cuerpos de inclusión. De manera que una combinación
de factores relacionados con el estado fisiológico de la
célula huéspedy las propias caracteristicas fisicas de la
proteina determinan la formación de los IB.

INTERMEDIARIOS DE PLEGAMIENTO. ORIGEN DE LOS CUERPOS DE
INCLUSION.

La conformación nativa funcional de una proteina queda
determinada por su estructura primaria; i.e la cadena
polipeptica no requiere factores extrinsecos ni aportes
energéticos para alcanzar su conformación. Este principio,
elaborado por Anson (1945) y Anfinsen (Anfinsen, 1973) ha
sido confirmado con la reconstitución in vitro de proteinas
pequeñas monoméricas y de proteinas grandes oligoméricas
partiendo de sus cadenas polipeptidicas totalmente
desplegadas (Halenbeck et al., 1989; Vanhoveet al., 1995;
Sachetta et al., 1993; Mitraki et al., 1987; Zettlmeissi et
al., 1979).

En el caso de proteinas pequeñas monoméricas se
estableció que el plegamiento correcto in vitro ocurre
mediante un número definido de estados conformacionales
intermediarios. Parte de la estructura secundaria se forma
rapidamente durante el "refolding" generando algunos
contactos especificos de la estructura terciaria. El nivel
de estructura secundaria que conserva la proteina
desnaturalizada influye sobre la eficiencia de dicho proceso
(Puri and Cardamone, 1992). Los pasos siguientes involucran
la reorganización de los contactos terciarios en un proceso
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lento limitado por el reordenamiento de los puentes
disulfuro (Freedman, 1995) y/o la isomerización de la
uniones x-prolina (Kiefhaber et al., 1991). Por otra parte,
la reconstitución de las proteinas de mayor tamaño está
limitada por el acomodamientode los distintos dominios y en
el caso de proteinas oligoméricas, por la asociación lenta
de las subunidades.

In vitro, las interacciones improductivas de los
intermediarios de folding generarian la formación de Los
agregados inactivos, fenómeno que aumenta con el aumento de
la concentración de cadenas polipepticas desnaturalizadas
(zettlmeissl et al., 1979). En forma similar a lo que ocurre
in vitro, se puede inferir que in vivo la agregación de las
proteinas recombinantes sobreexpresadas compite con la
asociación y el "folding" correcto: la reacción de
agregación, cuya cinética es de segundo o mayor orden,
compite con las reacciones de primer orden del proceso de
"folding". Por lo tanto, al aumentar la concentración de
polipéptido desnaturalizado, la velocidad de la reacción de
"folding" se mantiene constante, mientras que la velocidad
de agregación aumenta. En consecuencia el fenómeno de
agregación predomina a altas concentraciones de la proteina
desnaturalizada (Kiefhaber et al., 1991). Sobre esta base la
alta concentración de polipéptidos nacientes desplegados
favorece esta agregación y con ello la formación de IB.
Bajo extrema sobreexpresión, las proteinas con una cinética
de plegamiento rápida, generarian predominantemente la forma
nativa, mientras que aquellas con velocidades
significativamente menores formarian cuerpos de inclusión.
El grado de agregación estaria determinado por el nivel de
expresión y las velocidades de "folding" y agregación. A
altos niveles de expresión, la cinética de segundo orden de
la agregación predominaria sobre la cinética de primer orden
del "folding". De esta manera los polipéptidos desplegados
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que no tuvieran tiempo suficiente para plegarse
correctamente formarian precipitados inactivos.

Según este modelo los precursores de la agregación
serian los intermediarios parcialmente plegados que
incrementarian durante el "refolding". In vivo la
asociación entre los intermediarios, que involucra
interacciones incorrectas entre estas especies y no la
agregación de la proteina nativa, seria el origen de los IB.

Canon ¡nuacncm
muumom lncnnoci murcnun

A IfHOIIGllOflI

Figura 10. Posibies mecanismos de agregación. (A) La Forma nativa
resuita de 1a interacción intracatenaria correcta entre ios segmentosde
estructura secundaria. Las interacciones intracatenarias incorrectas
entre intermediarios parciaimente piegados (uno en 1inea continua y e]
otro en iinea punteada) iievan a 1a formación de agregados. (B) La forma
nativa resuita de] acopiamiento intramoiecuiar correcto de 10s dominios
de 1a moiécuia. La interacción entre ios dominios es más débi] en ios
intermediarios, con 10 cua] 1a agregación resuita de 1a interacción
entre 10s dominios de moiécuias diferentes.
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Los intermediarios en la formación de IB han sido
caracterizados in vivo con la endoramnosidasa del fago P22
de Salmonella, un homotrimero termoestable (Haase-Pettingell
and King, 1988), resistente al SDS. En el camino normal de
"folding" de esta proteina trimérica existe un intermediario
monoméricotermolábil parcialmente plegado. Al aumentar la
temperatura estos intermediarios particionan hacia el camino
de la agregación. In vitro, la presencia de un agregado
dimérico, que no existe en el camino normal de "folding",
sugiere que la agregación de la endoramnosidasa involucra a
la asociación de los intermediarios monoméricos pero no
involucra a la agregación de la especie trimérica nativa
(Speed, Wang and King, 1995).

La enzima fosfoglicerato quinasa (PGK)de músculo de
caballo, una proteina monoméricacon dos dominios, es capaz
de recuperar su actividad inicial luego de ser
desnaturalizada con clorhidrato de guanidinio (HCl-de). Sin
embargo existe una concentración critica del
desnaturalizante (0.7 t 0.1 M) a la cual la
desnaturalización es irreversible. Ademas, este efecto es
dependiente de la concentración de proteina. Este minimoen
el rendimiento de enzima activa por formación de agregados
irrecuperables, se acentúa con el tiempo de incubación en el
desnaturalizante. Cuando la recuperación de la actividad
enzimática se realiza a 4°C en vez de a 23°C el fenómeno de
agregación desaparece y se obtiene enzima activa (Mitraki et
al., 1987). Esto sugiere que las interacciones que
predominan en la formación de estos agregados serian
hidrofóbicas, favorecidas a mayor temperatura. El fenómeno
de agregación y generación de IB ocurriría pués a partir de
asociaciones incorrectas entre los intermediarios de
plegamiento parcialmente desplegados, tanto ig_gigg comoigm.
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OTRAS VARIABLES QUE AFECTAN LA FORMACION DE CUERPOS DE
INCLUSION.

La temperatura de crecimiento bacteriano a la cual se
lleva a cabo la sobreexpresión de las proteinas influye
notablemente sobre la aparición de IB. Aunque la
fermentación de algunas cepas a 37°C lleva a la formación de
inclusiones citoplasmáticas, a temperaturas menores pueden
generar proteinas solubles y activas (Schein, 1989). Este
efecto de la temperatura no estaria relacionado con el
estado nativo normal de la proteina ya que los agregados
están ausentes cuando aumenta la temperatura de los cultivos
que contienen a la proteina soluble (Strandberg and Enfors,
1991). Sobre esta base la temperatura afectaría los
mecanismos de "folding" y la distribución de los
intermediarios transientes. De hecho las altas temperaturas
podrian aumentar las interacciones hidrofóbicas entre zonas
que normalmente no se encuentran expuestas. El análisis del
camino de "folding" de la endoramnosidasa de P22 mencionada
en secciones precedentes, indica que el estado final de la
proteina no lleva necesariamente a la formación de
inclusiones citoplasmáticas (Mitraki and King, 1992); a 30°C
practicamente el 100%de las cadenas polipeptidicas alcanzan
el estadio nativo del trimero, en tanto a 39°C, solamente el
30%lo alcanza. Si las proteinas nativas se producen a
temperaturas permisivas y se llevan luego a temperatura
retrictiva in vivo, mantienen sus caracteristicas -i.e son
resistentes a SDS-, demostrando que su estabilidad
intracelular no se ve alterada. De modoque la agregación
intracelular no se origina a partir de la desnaturalización
del estado nativo sino de la polimerización de algún
intermediario termosensible. La existencia de mutantes
incapaces de plegarse correctamente a temperaturas no
permisivas pero si a las permisivas (tsf), indica la
presencia de aminoácidos alternativos que no contribuyen a
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la estabilización y función de la proteina nativa pero si a
la desestabilización de los intermediarios termolábiles. 1g
gitgg estas proteinas mutantes, son tan estables comolas
salvajes, por lo que el intermediario de pleqamiento
constituiria el precursor de los IB (Mitraki and King,
1992).

Cambiosen el pH intracelular parecen influir en los
procesos de "folding" y la conformación de las proteinas.
Experimentos de Strandberg y Enfors (1991) demostraron que
para el caso de la proteina de fusión entre la proteina A de
Staphylococcus aureus y la B-galactosidasa de E. coli, la
disminución del pHdurante el crecimiento de las bacterias
recombinantes, correlaciona con el aumento en la formación
de cuerpos de inclusión. Este efecto desapareció cuando el
cultivo bacteriano se realizó bajo condiciones de pH
controlado.

CUERPOS DE INCLUSION Y LA RESPUESTA DE ESTRES.

Las chaperonas moleculares son un conjunto de proteinas
altamente conservadas y ampliamente distribuidas en la
naturaleza que al prevenir la formación de interacciones no
covalentes intra e intermoleculares inapropiadas en el
citoplasma estabilizan temporariamente los dominios
desplegados o parcialmente desplegados de sus proteinas
sustrato (Gething and Sambrook, 1992). En las células
eucaróticas se han descripto 4 clases de chaperones
moleculares, Hsp60, Hsplo, Hsp70 y Hsp90 que en E. co i
tienen su contraparte en GroEL, su compañera GroES, DnaKy
Hth. La chaperona SecB se une a las preproteinas destinadas
a ser secretadas y las mantiene en un estado competente para
la traslocación (Georgopoulos, 1992).

En contraste con los chaperones moleculares, el nombre
de "foldasas" se aplica a una serie de proteinas accesorias
que catalizan las isomerizaciones de uniones covalentes que
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limitan la velocidad de plegamiento de ciertas proteinas
(Gething and Sambrook, 1992). DsbA, una enzima
periplasmática involucrada en la formación de puentes
disulfuro, (Freedman, 1994), su oxidoreductasa DsbB
(Missiakas, Georgopoulos and Raina, 1993) y la peptidil
prolil cis-trans isomerasa (PPIasa), que cataliza la
isomerización naturalmente lenta de las uniones peptidicas
x-pro, son las más ampliamentedescriptas en E¿lei.

Esta bateria de proteinas "ayudadoras" prevendrian las
reacciones colaterales improductivas protegiendo a los
intermediarios de plegamiento (chaperonas) o acelerando los
pasos limitantes de las reacciones de "folding" (foldasas).
Solamente cuando la producción de la proteina sobrepasa al
efecto protector de las chaperonas y foldasas se hacen
visibles los efectos nocivos de la agregación. En células de
E. coli que llevan una mutación en el gen Hptr, se produce
la agregación extensiva de varias proteinas celulares
normalemente solubles. Este gen codifica a la subunidad 032
de la ARNpolimerasa responsable del reconocimiento de los
promotores de las proteinas de shock térmico (hsps). Si bien
en las mutantes el efecto es marcado a 42°C también ocurre a
30°C, lo cual demuestra que la función general de las hsps
se lleva a cabo en condiciones de estrés y también normales
(Gragerov et al., 1991). Esta acumulación masiva de
proteinas homólogas en forma de cuerpos de inclusión
demostró que la función de este gen y por lo tanto de las
proteinas de estrés, resultan claves en el "folding" de las
proteinas nativas de la bacteria. Se ha reportado en la
literatura que la formación de inclusiones citoplasmáticas
disminuye en ciertos casos si la inducción del cultivo se
realiza a 42°C (Strandberg and Enfors, 1991). Las proteinas
hsps impedirian la formación de cuerpos de inclusión a
partir de intermediarios de plegamiento o proteinas
incorrectamente plegadas.
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El estrés por altas y bajas temperaturas, el shock
osmótico y cambios de pH durante el cultivo inician la
respuesta "Heat Shock". Cepas especificas que han sido
genéticamente modificadas para producir chaperones
moleculares tienen reducida propensión a formar inclusiones
citoplasmaticas (Hockney, 1994; Blum et al., 1992). La co
expresión en E. coli de GroES y GroEL (GroESL) con la
Rubisco de Anacystis nidulans (Goloubinoff, Gatenby and
Lorimer, 1989) aumenta la proporción de la enzima soluble y
ensamblada. Por el contrario mutantes defectivas en GroESo
GroEL no generan la enzima activa. Los genes GroESL de
Chromatium vinosum, una bacteria púrpura sulfurosa,
fototrófica y anoxigénica, co-expresados en E. coli junto
con los genes de Rubisco de varias bacterias fototróficas
facilitaron el ensamblado de dicha enzima oligomérica
(Ferreyra, Soncini and Viale, 1993).

RECUPERACION DE PROTEINAS BIOLOGICAMENTE ACTIVAS A PARTIR DE
CUERPOS DE INCLUSION

La formación de cuerpos de inclusión genera tanto
problemas comooportunidades. Al lisar las celulas los IB se
mantienen particulados y su densidad permite sedimentarlos a
baja velocidad para separarlos de los debris celulares y de
las proteinas solubles. Sobre esta base, las estrategias
preparativas habituales implican la purificación seguida por
el "refolding" in vitro de la proteina inactiva. Para las
proteinas que son fácilmente degradadas por proteasas
durante su expresión en microorganismos, la producción en
forma de IB ofrece la posibilidad de estabilizarlas (Bowden
et al., 1991; Marston, 1986). En otros casos las proteinas
agregadas son más susceptibles de ser degradadas que las
nativas solubles, ya que existen proteasas que atacan
proteinas anormales y/o desplegadas (Schein, 1989: Goff and
Goldberg, 1985).

44
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El primer paso para la recuperación de las proteinas
contenidas en los IB es su solubilización en un solvente que
desnaturalice totalmente a la estructura proteica. El evento
posterior es el "refolding" in vitro iniciado con la
eliminación (dilución) del perturbante proteico. Este
esquemaimplica definir claramente los desnaturalizantes y
el "refolding".

La solubilización requiere la disrupción de uniones no
covalentes: puentes de hidrógeno, interacciones iónicas e
hidrofóbicas. La efectividad de un determinado solvente
difiere de una proteina a otra ya que algunos
desnaturalizantes modifican irreversiblemente a la proteina.
Las caracteristicas óptimas de un desnaturalizante radican
en (i) la cinética de solubilización rapida, (ii) no
interferencia con los métodos de separación de los restos
celulares, (iii) la independenciade la temperatura, (iv) la
inhibición de 1a degradación proteolitica y (v) la inercia
quimica con los aminoácidos de las proteinas.

Aunquelas soluciones ácidas o alcalinas y la alta
presión hidrostática también poseen capacidad
desnaturalizante, siendo una alternativa para disolver IB,
los compuestos mas comunmente usados son los agentes
caotrópicos y los detergentes. El uso de estos últimos
constituye uno de los métodos más económicos para
solubilizar las proteinas contenidas en los IB. Unaventaja
importante de los detergente es su capacidad para disminuir
la agregación proteica lo cual facilita la utilización de
mayores concentraciones de proteina durante el ensayo de
reactivación (Tandon and Horowitz, 1986). Por el contrario,
la principal desventaja de los detergentes es su unión a las
proteinas con fuerza variable que los hace dificiles de
eliminar, por lo que interfieren en los pasos posteriores de
purificación. Un detergente aniónico muy usado es el n
lauril sarcosina, un desnaturalizante suave que solubiliza
IB selectivamente con respecto a los agregados de proteinas
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correspondientes a las membranas externas de E. coli
(Frankel, Sohn and Leinward, 1991). La extracción previa de
los IB con detergentes remueve actividades proteoliticas
asociadas, con lo que mejora la recuperación de la actividad
enzimática luego del refolding (Babbit et al., 1990).

Los agentes caotrópicos más utilizados en el
procesamiento de los IB son el cloruro de guanidinio (HCl
de) y la urea. La concentración necesaria para la
solubilización depende de las propiedades intrínsecas de la
proteina y muestra efectos aditivos (Jaenicke and Rudolph,
1989; Tatcher and Hitchcock, 1994).

RENATURALIZACION. ESTRATEGIAS PARA LA OBTENCION DE PROTEINAS
SOLUBLES A PARTIR DE LOS IB

La renaturalización de las proteinas generalmente se
realiza en soluciones muy diluidas (Jaenicke and Rudolph,
1989). Esta táctica diluye el producto final y no siempre es
eficaz con proteinas oligoméricas ya que no se ensamblan
eficientemente. En este último caso la concentración debe
mantenerse en un umbral razonable y la agregación no puede
evitarse por simple dilución. En el caso de la lactato
deshidrogenasa de músculo se ha detectado un intermediario
monomérico, parcialmente desplegado, que dependiendo de la
concentración proteica, genera tanto el tetrámero nativo
comoagregados inactivos (zettlmeissl, 1979). En algunos
casos, durante la reacción de renaturalización, ocurren
eventos de isomerización que llevan a la precipitación de
las proteinas. La producción de precipitados insolubles
ocurre invariablemente, en mayor o menor grado. Asimismo la
contaminación con proteasas puede llevar a la degradación de
las especies parcialmente plegadas.
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D (degradada)

U (desplegada) <------------ --> N (nativa)

A (agregada)

El principal problema en los experimentos de
"unfolding/refolding" es la cinética de competencia entre el
"folding" y la agregación. Los estudios sobre el mecanismo
de plegamiento generalmente implican una etapa de dilución
de un solvente a otro. La formación de agregados es un
proceso altamente dependiente de la concentración. Algunas
proteinas se mantienen a concentraciones entre lO y 1000
ug/ml, de modoque el "refolding" despues de la dilución es
un proceso viable. sin embargo, otras son escasamente
solubles en su estado total o parcialmente desplegado. sin
embargo, ellas pueden ser renaturalizadas mediante
diluciones en dos o más etápas en uno o varios solventes
(Thatcher and Hitchcock, 1994). En otros casos se obtienen
mejores rendimientos con la diálisis lenta de la proteina
desnaturalizada en lugar de la dilución rápida.

El uso de cosolventes en sistemas acuosos ha demostrado
un aumento en los rendimientos y la disminución de agregados
durante la renaturalización. A concentraciones que van desde
3 a 30 g/l, el polietilenglicol (PEG)aumenta la tasa de
renaturalización y previene la agregación de la anhidrasa
carbónica bovina. El efecto observado se debe a la
interacción del PEGcon el primer intermediario del camino
de renaturalización, evento que facilita la formación del
segundo intermediario y previene su agregación (Cleland and
Wang, 1990).

La renaturalización asistida por micelas de detergente
ha sido reportada. En el caso de la rodanasa desnaturalizada
en presencia de urea, la presencia de micelas del detergente
no iónico lauril maltósido facilitan la reactivación
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enzimática durante la renaturalización. Aparentemente la
unión de la enzima a las micelas seria necesaria para
mantenerla desnaturalizada impidiendo su agregación.
Posiblemente, una estructura macromolecular como la micela
estabilice ciertas zonas desplegadas de la proteina
facilitando un cierto grado de renaturalización y evitando
interacciones hidrofóbicas indeseadas (Horowitz and
Criscimagna, 1986; Zardeneta and Horowitz, 1992).

Otra estrategia utilizada en la producción de proteinas
solubles radica en la modificación de sus caracteristicas
hidrofóbicas. Sin embargoesta metodologia se ve limitada a
casos donde la modificación no destruye la función biológica
de la proteina blanco. Por ejemplo, la solubilidad y
estabilidad de la glicoproteina mayoritaria del virus
respiratorio humano (proteina G del RSV)aumenta cuando los
residuos de cisteina y fenilalanina son sustituidos por
serinas (Murkyet al., 1995).

La presencia de compuestos especificos en el "buffer"
de renaturalización incrementa el rendimiento de
renaturalización de numerosas proteinas. Cofactores,
sustratos, o iones especificos pueden desempeñar un rol
esencial en la estabilización de la estructura proteica
frente a la perturbación térmica o la acción proteolitica.
Para muchas enzimas alcanzar su estado funcional depende de
la presencia de un ión metálico o de otro componente no
proteico. Posiblemente los ligandos afecten el "folding"
comoefectores o agentes "nucleadores" que influyen sobre el
plegamiento, uniéndose a los intermediarios y asi acelerando
los pasos limitantes de la reconstitución, o estabilizando
el producto final de la reacción.

FORMACION DE PUENTES DISULFURO

En ciertos protocolos la solubilización exitosa de los
IB requiere junto con los desnaturalizantes del uso de
tioles como el DTT o el DTE(ditioeritritol). Dadoque el



Introducción

citoplasma de E. coli se mantiene en un estador reductor
(Missiakas, Georgopoulos and Rania, 1993) muchos
polipéptidos eucarióticos son insolubles cuando se expresan
en esta bacteria ya que en las células de origen son
normalmentesecretados conteniendo puentes disulfuros. En
las células eucariótas la formación de enlaces -S-S- ocurre
según un intercambio tiol/disulfuro a medida que la nueva
cadena polipeptica emerge en el lúmen del reticulo
endoplasmático comose describe en la siguiente ecuación :

SH HS-S s.'\
p ‘+ ï-Ts- H (E)

La enzima capaz de acelerar esta reacción es la Protein
disulfuro isomerasa (PDI) (Freedman, 1994, 1995; Creighton,
Zapún, and Darby, 1995). Los microorganismos carecen de este
compartimento celular oxidante, por lo tanto ’tomando en
cuenta el alto nivel de expresión de los polipéptidos
eucarióticos en las bacterias transformadas y el numero
potencial de enlaces disulfuro, es poco probable que se
formen correctamente dentro del citoplasma de E. coli. Por
ello es factible que la exposición al aire durante la lisis
conduzcaa rearreglos incorrectos. Si los enlaces disulfuros
intra e intermoleculares dentro de los IB son incorrectos,
su disrupción será necesaria para recuperar la función y por
ello los tioles deben ser incluidos en los "buffers" de
desnaturalización hasta la etapa de renaturalización. El pH
durante estas etapas se transforma en un parámetro critico
ya que el intercambio tiol-disulfuro procede más rapidamente
en soluciones alcalinas.
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MAPEO Y CLONADO DEL GEN DE LA CFBPasa DE TRIGO.
CARACTERIZACION DE BACTERIAS RECOMBINANTES.

1) Gen de la CFBPasa
El gen de la CFBPasa (1.2 kbp) fue obtenido de un banco

de genes preparado del mRNApurificado de hojas de trigo
(Raines et al., 1988). Este gen, inserto en un plásmido
Bluescript, fue gentilmente cedido por el Dr. Dyer a
nuestro laboratorio.

2) Fusión de la CFBPasa de trigo a la GSTde S. japonicum

La cepa de E. coli HBlOl se transformó utilizando C12Ca

según el método convencional, con el plásmido Bluescript que

lleva inserto al gen de CFBPasaen su sitio de restricción

para EcoRI. Luego de crecer las bacterias a 37°C por 16

horas, el plásmido se preparó según una modificación del

método de minipreparación de Birboim y Doly (Sambrook et

al., 1989). Para el mapeo del gen, el ADNplasmidico se

trató con las enzimas de restricción EcoRI, XhoI y KpnI en

los buffers adecuados y el resultado de las digestiones se

analizó en gel de agarosa 1.6 %. El DNA utilizado como

estándar de peso molecular fue el DNAdel fago , digerido

por EcoRI y HindIII y el del fago 174 digerido por HaeIII.
El gen se escindió del plásmido Bluescript mediante

digestión con EcoRI durante 1.5 horas a 37°C. Luego de
purificado en un gel de agarosa 0.8 %conteniendo membranas
de DEAE-celulosa (Sambrook et al., 1989), el fragmento
liberado se ligó al plásmido pGEX-lmediante DNA-ligasa del
fago T4, en una relación de inserto a vector de 1:1 y 2:1.
Para ello el vector fue linearizado con BcoRIy tratado con
fosfatasa alcalina bacteriana para eliminar los fosfatos en
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los extremos 5'. Conel producto de la ligación las células
competentes de E. co ' DHSaF'IQ fueron transformadas
mediante electroporación y las bacterias recombinantes
fueron caracterizadas por análisis de restricción y con
anticuerpos policlonales contra CFBPasa de espinaca. El
primero se llevó a cabo purificando los plásmidos
recombinantes y cortandolos sucesivamente con EcoRI y con
una combinación de BamHI y XhoI (Vf=20 ul). El segundo se
realizó replicando las bacterias sobre filtros de
nitrocelulosa embebidos en IPTG l mMe incubandolos a 37°C
durante 5 horas. Los filtros fueron tratados sucesivamente
con cloroformo, DNAsaIy lisozima y finalmente con (1) el
anticuerpo anti-CFBPasa de espinaca y (2) con el anti-IgG de
conejo acoplado a la peroxidasa de rabanito en presencia de
4-cloronaftol.

SECUENCIACION PARCIAL DEL GEN QUE CODIFICA A LA CFBPasa
FUSIONADA AL GEN DE LA GST DE 5.japonigum

l) Purificación del plásmido pKHl
El plasmido pGEXconteniendo a la CFBPasa, plásmido

pKHl, fue purificado a partir de la cepa de E.coli
recombinante. Para ello 50 ml de un cultivo crecido a 37°C
durante toda la noche en LB/ampicilina (100 ug/ml) fue
centrifugado por 10 minutos a 5000 xg. El precipitado de
bacterias fue resuspendido en 2.5 ml de Tris HCl 50 mM(pH
8) conteniendo NaCl 50 mMy EDTA 20 mMe incubado a 0°C por
5 minutos. Se agregó primero 5 ml de SDS l % conteniendo
NaOH0.2 M y se incubó por 10 minutos, luego se añadió 3.75
ml de acetato de potasio 3 M (pH 5) y se incubó a 0°C
durante 15 minutos. La muestra se centrifugó a 30000 xg por
15 minutos y se descartó el precipitado. Al sobrenadante se
le agregó un volumen de 2-propanol, se mantuvo por 20
minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugó a
30000 xg por 10 minutos. Luego de lavar y disgregar el
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precipitado en etanol 70 %, se centrifugó por 5 minutos a
12000 xg. El sobrenadante fue descartado y el precipitado
secado fue resuspendido en 0.5 ml de buffer TE (TrisHCl 50
mM(pH 8), EDTA 10 mM). Se incubó en presencia de RNAsa (1
mg/ml) durante 60 minutos, a 37°C. Se centrifugó la
preparación por 3 minutos a 12000 xg y se sembró en una
columna de Sepharose CL-4B (0.5x15 cm) equilibrada en buffer
TE. Se recogieron alicuotas de 0.5 ml y las fracciones se
analizaron en un gel de agarosa l %. Las fracciones
conteniendo DNA fueron tratadas con acetato de sodio [0.3 M
final (pH
centrifugadas a 12000 xg por 5 minutos. Al sobrenadante se

5)], incubadas por 15 minutos en hielo y

le agregó un vol. de 2-propanol y la suspensión se dejó a"
20°C durante toda la noche. Luego de centrifugar a 12000 xg
10 minutos, el precipitado se lavó con etanol, se seco al
vacio y se resuspendió en 40 ul de buffer TE.

2) Secuenciación
El extremo 5’ del gen de la CFBPasaclonado en el sitio

EcoRI del plasmido pGEX-l fue secuenciado por el método de
Sanger (Sanger, Niklen and Coulson,1977). Para tal fin se
utilizó como primer un oligonucléotido de 18 bases que se
extendía desde la base número 609 hasta la 623 de la
secuencia de la GST localizadas 63 bp hacia el extremo 5'
del sitio BamHIde pGEX-l.

pGEX-Primer

609 623

5'-G.G.C.C.T.T.T.C.C.A.G.G.G.C.T-3’

La secuenciación se llevó a cabo sobre 5 ul (20 ug) de
la preparación de plásmido con 70 ng de primer. Para ello al
DNA,luego de diluido a 0.1 ml con agua, se le agregó 0.1
volúmen de NaOH 2 M conteniendo EDTA2 mMe incubó por 30
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minutos a 37°C. Luego de añadir 0.1 volúmen de acetato de
sodio 3 M (pH 5), el DNAfue precipitado con 4 volúmenes de
etanol e incubando por 15 minutos a -70°C. Luego de
centrifugar el DNA a 10000 xg durante 20 minutos, el
precipitado se lavó con etanol 70%y se resuspendió en 7 ul
de agua. Se agregó 2 ul de buffer de reacción y l ul del
primer (70 ng). Para facilitar el apareamiento del primer
con la secuencia complementaria en el plásmido, la solución
se entibió a 37°C por 30 minutos y luego retornó a 0°C. A
esta muestra se agregó DTT6 mM, mezcla de "labeling" (1.5
un dCTP, 1.5 pM dTTP, 1.5 un dGTP), 6 pci de [35’31qu y
3 unidades de polimerasa Sequenasa (Sequenase version 2.0
DNAsequencing kit. USB, Cleveland, Ohio) (Vf=16.5 ul).
Luego de incubada a temperatura ambiente por 5 minutos, 4
alicuotas de 3.4 ul de la muestra fueron transferidas a los
tubos de terminación conteniendo los dideoxinucleótidos (G,
A, T y C) y la incubación continuó por 10 minutos a 37°C.
La reacción se detuvo con una solución de 95 % formamida,
EDTA20 mM, azul de Bromo fenol 0.05 % y Xilene cianol FF
0.05 %. Las muestras se incubaron a 75°C por 2 minutos y se
sembraron en un gel de poliacrilamida 6 %. La electroforesis
se realizó a 60 W.

PREPARACION DE LA PROTEINA DE FUSION

La proteina de fusión entre la GSTy la CFBPasa se
indujo con IPTG 0.1 mM. Para ello, 100 ml de la cepa
recombinante en estado estacionario fueron diluidos 10 veces
en medio LB conteniendo Ap (100 ug/ml) y cultivadas con
agitación a 37°C. Luego de 1 hora (A600=0.6) se agregó el
IPTG (0.1 mMfinal) y la incubación continúo a 28°C ó a
37°C, por 4 horas. Luego de centrifugadas (5 minutos a 4000
xg) las bacterias fueron resuspendidas en buffer de lisis,
sometidas a ultrasonido y centrifugadas a 10000 xg por 10



MATERIALES Y METODOS

minutos. En esta etapa se obtuvo una fracción insoluble y
otra soluble.

a) Forma soluble de la CFBPasa

La fracción soluble se filtro por una membrana
Millipore (45 um poro) y se cromatografió en una columna de
qlutation-aqarosa. La proteina de fusión se eluyó con una
solución de GSH5 mM(Smith and Johnson, 1988). El contenido
y la composición proteica se determinaron por A280 y por
SDS-PAGErespectivamente.

b) Cuerpos de inclusión

La fracción insoluble correspondiente a 20 ml de
cultivo se resuspendió en 3 ml del buffer de lisis, se
sometió a ultrasonido y se centrifugó (12000 xq, 10
minutos). Se resuspendió el precipitado en 3 ml de buffer de
lisis, conteniendo MgC12 (8 mM)y DNAsaI (lO ug/ml) y se
incubó a 37°C por 30 minutos. Despues de centrifugar (12000
xg, 10 minutos) se descartó el sobrenadante y se agregó l ml
de buffer conteniendo lisozima (0.2 mg/ml), se incubó a
temperatura ambiente por 15 minutos y se centrifugó (12000
xq, lO minutos). El precipitado se resuspendió en 1 ml de
buffer de lisis conteniendo desoxicolato de sodio (2 mg/ml)
y se incubó 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se
centrifugó (12000 xq, 10 minutos) y resuspendió el
precipitado en l ml del buffer conteniendo Triton x-1oo (0.5
%) y EDTA10 mM. Finalmente el precipitado se lavó y se
resuspendió en 1 ml de agua (Bowden, Paredes and Georgiou,
1991). La preparación se guardó a -20°C para su uso
posterior.
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COEXPRESION DE LOS GENES DE CHAPERONINAS (qroESL) DE
Chromatium vinosum CON EL GEN DE LA CFBPasa DE LOS
CLOROPLASTOS DE TRIGO.

La cepa de E. coli que llevaba el plásmido pKHl fue
transformada por electroporación con el plásmido pACYC184
que contiene al fragmento de DNA(4 kbp) que codifica para
las chaperoninas GROESy GROEL de C. vinosum en su sitio
SalI (pCRFSl) (Ferreyra et al., 1993). Las células que
llevaban ambos plásmidos fueron seleccionadas en placas de
LBconteniendo ampicilina 100 ug/ml y cloranfenicol 34
ug/ml. Estas células fueron inducidas con 0.1 mMIPTG y se
lisaron con ultrasonido (3 veces durante 15 segundos y 2
veces por 20 segundos) en presencia de buffer de lisis. La
actividad catalitica CFBPasase determinó en alicuotas de
los lisados, en tanto que la composición proteica se estimó
en el lisado celular y las fracciones solubles e insolubles
(10000 xg, 10 minutos) por SDS-PAGE.

ENSAYO DE PROTBINAS

La determinación de proteinas se realizó mediante:

l) Procedimiento de Lowry (Lowry et al., 1951). En los
casos que las muestras contuvieran compuestos que
interfieren con el ensayo, las proteinas fueron precipitadas
con una solución de ácido tricloroacético (7.4 %) y
desoxicolato (0.13 %) (Bensadoun and Weinstein, 1976). En
todos los casos el procedimiento fue calibrado con
seroalbúmina bovina.

2) Determinación de absorbancia a 280 nm. Para ello se
estimó la relación de absorbancia a 280 nm y 260 nm (F) de
la muestra y se consideró

mg proteina/ml = F x l/d x A280
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donde d es el ancho de 1a cubeta (cm) y A280 es la
absorbancia a 280 nm. (Protein Structure. A practical
Approach (Creighton T., ed.))

3) BIO RADProtein Assay. Este ensayo colorimétrico se basa
en el método de Bradford (Bradford, M. Anal. Biochem., 72,
248 (1976)).

RBACTIVACION DE LA ACTIVIDAD DE LA CFBPasa CONTENIDA EN LA
PROTEINA DE FUSION

Se incubaron 0.1 ml de la preparación de cuerpos de
inclusión durante 1-2 horas, a 37°C, en presencia de Na2CO3
0.4 M (pH 12), DTT 5 mM, EGTA1 mMy un perturbante proteico
(urea 6 M, clorhidrato de guanidina 5 M, n-octil-B-D
glucopiranósido 30 mMo desoxicolato de sodio l %) en un
volumen final de 1.5 ml. El control se incubó en Tris HCl
(pH 7.9), DTT 5 mMy EGTAl mM. Luego de la incubación, se
centrifugó la preparación durante 10 minutos a 10000 xg y el
sobrenadante se dializó hasta el equilibrio contra Tris HCl
30 mM (pH 7.9), EGTA0.02 mM, B-mercaptoetanol 0.04 % y

MgC12 2 mM.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CFBPasa

La actividad catalitica se determinó agregando la
enzima a una solución de ensayo a 23°C conteniendo (a) Tris
HCl 50 mM (pH 7.9), DTT S mM, FBP 2.5 mM, MgC12 10 mM y EGTA

0.05 mM [alto FBP, alto Mg++]; (b) Tris HCl 50 mM(pH 7.9),
FBP 1 mM, MgC12 1 mM y EGTA 0.05 mM [bajo FBP, bajo Mg++],
en un volumen final de 0.2-1 ml. Se incubó durante los
tiempos indicados en cada experimento. La reacción se detuvo
por agregado del reactivo de Chen (Chen, Toribara and
Warner, 1966) para valorar el Pi liberado. En el caso (b) la
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enzima fue previamente activada como se explica en cada
experimento. l U CFBPasa= 1 pmol/min.

ACTIVIDAD FOSFATASA DE LA PROTEINA DE FUSION REACTIVADA

La especificidad por el sustrato en la catálisis se
determinó en presencia de 10 mM Mg++y 2.5 mM de varios
compuestos fosforilados (fosfoenol piruvato, glucosa 6
fosfato, fructosa 6-fosfato, sedoheptulosa 1,7-bisfosfato,
ribulosa 1,5-bisfosfato, adenosina difosfato, fructosa 1,6
bisfosfato, ácido fosfoglicérico, ribosa 5-fosfato),
utilizando la enzima previamente incubada por una hora con
DTT 5 mM.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GLUTATION S-TRANSFERASA DE LA
PROTEINA DE FUSION.

Se determinó la velocidad inicial de formación del
conjugado entre el sustrato 1-cloro-2,4 dinitrobenceno (0.5
mM)y el GSH (2.5 mM) mediante el cambio de absorbancia a
340 nm. La reacción se llevó a cabo a temperatura ambiente
en presencia de 0.1 Mbuffer fosfato de sodio y potasio
(pH 6.5), por cuanto a este pH la reacción no enzimática es
minima (vf=2 ml) (Habig et al., 1974). l U GST= l mmol/ min.

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Se realizaron corridas electroforéticas bajo
condiciones desnaturalizantes en presencia de SDSen geles
planos verticales, utilizando métodos ya descriptos
(Laemmli, 1970; Schagger and von Jagow, 1987). Los
porcentajes de acrilamidazbisacrilamida (30:0.8) se
ajustaron según se indica en cada experimento. Las
electroforesis no desnaturalizantes se realizaron eliminando
el SDS en la preparación de los geles, en presencia o

58
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ausencia de reductores según se especifica en cada
experimento.

CLONADODE LA ENZIMA CFBPasa DE TRIGO EN pET-22b(+)

El gen de la CFBPasade cloroplastos de trigo fue
clonado en el vector de expresión pET-22b(+). Para tal fin,
la secuencia nucleotidica correspondiente al gen, incluida
en el plásmido pKHl, fue amplificado por PCR utilizando
oligonucléotidos especificos. Estos oligonucleótidos
contenian los sitios de corte para las enzimas de
restricción NdeI y BamHI.

a) oligonuciéotido correspondiente al extremo 5' del gen

NdeI

5’-C CGG GAA CAT AEG TAC GAC ATG ATC AC-3'

sec.en 283
pKHl Y-—-->aminoácido #71 de la enz.

b) oligonucleótido correspondiente al extremo 3’ del gen

BamHI 1298

5’-C CTA GGA TCC GTT CTA CTC TGA AGA CAA-3'

STOP

De esta manera fue posible insertar el fragmento amplificado
(1017 bp) direccionado entre los sitios BamHIy NdeI del
vector.

-Desarrollo de la PCR

Se utilizó como sustrato al plásmido pKHl (2 ng),
preparado como se indica en la sección Purificación del
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plásmigg_pgfll. La reacción se llevó a cabo en un volumen
final de 50 ul conteniendo una mezcla de los cuatro dNTPs
(25 uM de cada uno), MgSO4 3 mM y 500 pM de cada
oligonucléotido, en el buffer adecuado. Se utilizó l unidad
de la polimerasa Vent. Luego se desnaturalizó el DNA por 3
minutos a 94°C. Se efectuaron 5 ciclos [30 segundos a 94°C,
30 segundos a 30°C, 2 minutos a 60°C] y 30 ciclos [30
segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, 80 segundos a 72°C] y
finalmente 2 minutos a 72°C.

El fragmento amplificado se extrajo una vez con un
volumen de Cloroformo y se purificó por Magic DNAclean-up
System (Bio-101.Inc.). Luego de digerido con BamHIy NdeI,
se repitió su purificación y se insertó en el vector de
expresión pET-22b(+) tratado con las mismas endonucleasas.
El producto de la ligación fue concentrado por precipitación
con acetato de sodio 0.3 M y un volúmen de 2-propanol, e
incubación por l hora a —20°C.Luego de centrifugar (12000
xg) se descartó el sobrenadante y se lavó el precipitado con
200 ul de etanol 70 %. El DNAobtenido fue resuspendido en 3
ul de agua. Con este plásmido recombinante concentrado se
transformaron células de E.coli de la cepa DHSamediante
electroporación. Los plásmidos de las bacterias
transformadas fueron purificados por lisis alcalina
(Sambrooket al., 1989) y la presencia del fragmento de l
kbp conteniendo el gen de la CFBPasa fue determinada con
enzimas de restricción (BamHI y NdeI). Una vez detectados
los plásmidos recombinantes, éstos se utilizaron para
electroporar células de E.coli BL21.Mediante el análisis de
restricción similar al descripto se seleccionaron tres
colonias que contenían el gen de CFBPasa.

INDUCCION DE LA CFBPasa DE TRIGO EN BACTERIAS RECOMBINANTES

Dos colonias de la cepa BL21 recombinante fueron
crecidas a 37°C por tiempos variables en LB con ampicilina
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(100 ug/ml), en presencia de IPTG 0.1 mM. Luego de
centrifugar l ml del cultivo, los precipitados bacterianos
se resuspendieron en el buffer de lisis y la suspensión fue
sometida a ultrasonido 3 veces por 30 segundos. La actividad
CFBPasase determinó sobre alicuotas de cada lisado. Se
determinó la concentración de proteinas mediante el BIO-RAD
Protein Assay. Fracciones correspondientes a proteinas
totales, solubles e insolubles, fueron analizadas por SDS
PAGE ll %.

ESTUDIOS ESPECTROFOTOMETRICOS

ect otómet o ' o e e : Para determinar el
espectro UVde las proteinas se utilizaron cubetas de cuarzo
cuya capacidad era de 0,5 ml y el paso de la luz de l cm. La
velocidad de barrido fue 60 nm/min. En todos los casos los
datos (intervalo:0.l nm) fueron transferidos por una salida
RS-232 a una computadora IBM-AT para el procesamiento
posterior. El programautilizado para la obtención de las
derivadas cuartas fue diseñado en lenguaje de programación
Pascal (M. A. Ballicora).

ESTUDIOS ESPECTROFLUOROMETRICOS

La fluorescencia intrínseca de las proteinas fue medida
con un espectrofluorómetro JASCO(modelo FB-770) en cubetas
de 1.0 x 1.0 cm. La longitud de onda de excitación de la
CFBPasa fue 280 nm y si no se indica otra cosa la de emisión
fue 334 nm. Ambos "slit" fueron de 10 nm.
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EFECTO DE LA UREA SOBRE LA CFBPasa

La proteina de fusión reactivada se incubó durante toda
la noche en Tris+m1 30nm (N17.9), en presencia de DTT 5 mMy
concentraciones variables de urea (0-2.8 M) (vf=0.2 ml). Se
determinó la actividad GST monitoreando el aumento de la
absorbancia a 340 nm según Habig et al. (1974). Se determinó
la actividad CFBPasa en un solo paso en presencia de DTT5
mMy altas concentraciones de FBP y Mg2+ (Vf=l ml). Todas
las determinaciones se hicieron en presencia de urea 0.14 M.

La CFBPasa libre del extremo GSTse incubó en Tris-HCl
50 mM (pH 7.9) en presencia de concentraciones variables de
urea y el modulador indicado en cada experimento (vf=0;2
ml). La actividad remanente se determinó en altas o bajas
concentraciones de FBPy M92+ según el experimento, en
presencia de concentraciones de urea constantes.

CLONADO Y EXPRESION DE LA PROTEINA DE 35 kDa. OBTENCION DEL
FRAGMENTO AMINOACIDICO COMPRENDIDO ENTRE LOS AMINOACIDOS 140
Y 240.

La secuencia nucleotidica desde la base 638 hasta la
850 se amplificó por PCR -tal como se indica en las
secciones precedentes- sobre el cDNAdel gen de la CFBPasa
de trigo contenido en el plásmido Bluescript. Para ello se
diseñaron los siguientes oligonucléotidos:

638

5' CC GGA TCC GAC GCC GCC GTC TCC ACC 3'

BamHI

850

3' CC CCA CAT GCA CAA GTG CCT TAA GGG 5’

BcoRI
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Estos contienen los sitios de corte para BamHIen el
extremo correspondiente al 5' de la secuencia y el
correspondiente a EcoRI en el 3'. El fragmento amplificado
fue digerido con ambas enzimas de restricción en los buffers
adecuados e insertado en el vector pGEx-2Ttratado con las
mismas endonucleasas. La reacción de ligación se realizó
comose explica en secciones previas. Con el resultado de la
ligación se transformó la cepa DHSaF’IQpor electroporación.
La proteina de fusión se purificó comocuerpos de inclusión
comose ha explicado anteriormente.

PREPARACION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

La proteina de fusión GST-CFBPasa purificada por
cromatografía de afinidad se usó como inmunógeno. La
proteina, disuelta en adyuvante de Freund incompleto, se
inyectó en conejos. Se repitieron las inyecciones a los 8
dias y a los 38 dias. La producción de anticuerpos
especificos se siguió por Dot Blot y Western Blot y los
sueros se recolectaron a los 45 dias. Se procedió de manera
similar con la proteina GSTy con la proteina de 35 kDa (ver
mas adelante).

PREPARACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALBS

Con un intervalo de 10 dias, cinco ratones Balb/c
fueron inoculados intraperitonealmente con cuerpos de
inclusión (50 ug) disueltos en 20 mMbuffer fosfato de sodio
(pH 7.4) conteniendo NaCl 150 mM y emulsionado con un
volúmen igual de adyuvante de Freund completo. Despues de la
inyección de refuerzo se inyectó la mismadosis de antígeno
en presencia de adyuvante incompleto a los 60, 90 y 120
dias. Tres dias antes de la hibridización celular, los
animales recibieron una inyección intraperitoneal de 20 ug
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de antígeno disuelto en 30 mMbuffer Tris-HCl (pH 7.9) o 30
mMbuffer acetato de sodio (pH 5.5).

Los anticuerpos monoclonales derivaron de híbridos
entre células de mieloma NSOcon las células de los bazos
obtenidos a partir de ratones que mostraron una alta
respuesta inmunológica contra la proteina de fusión (Galfr
and Milstein, 1981). Una vez que los sobrenadantes de los
hibridomas fueron analizados por Dot Blot y Western Blot en
busca de anticuerpos especificos, las células positivas se
clonaron mediante el método de la dilución limite (Oi and
Herzenberg, 1980).

Los anticuerpos dirigidos contra la GST-CFBPasao la
GSTfueron detectados en sueros de ratones inmunizados y en
los sobrenadantes de los cultivos de hibridomas por el
método de ELISAcon inmunoglobulinas de conejo anti-ratón
conjugadas a la peroxidasa de rabanito (dilución 1:1000).

INMUNOBLOTS

Las fracciones proteicas fueron separadas en SDS-PAGEy
transferidas electroforéticamente a membranas de
nitrocelulosa en presencia de buffer de transferencia
(Trizma base 20 mM, glicina 150 mM, metanol 20 %) a 200 V
durante 2 horas. Las membranasse lavaron y los sitios
inespecificos se bloquearon durante una hora con buffer TBS
(Tris-HCl 50 mMpH 8, NaCl 150 mM)conteniendo 2 % glicina y
3 % leche descremada. Las membranas asi tratadas se
incubaron durante 1,5 a 16 horas con los sueros
correspondientes diluidos en el mismobuffer (1:500-1:1000
según el experimento). Luego de exhaustivos lavados con TBS
los anticuerpos unidos a la membranafueron Visualizados con
un segundo anticuerpo, preparado en cabra contra IgG de
ratón o de conejo, acoplados (1) a la peroxidasa de
rabanito, (2) a la fosfatasa alcalina. El ensayo de
actividad peroxidasa se realizó en presencia de 4
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cloronaftol 2.8 mMy H202 0.1 % en TBS conteniendo 16 %
metanol. La determinación de fosfatasa alcalina se realizó
en presencia de 5-bromo-6-cloro-3-indolil fosfato 0.15 mg/ml
y nitro blue tetrazolium 0.3 mg/ml en Tris-HCL 0.1 MpH 9.5,
conteniendo NaCl 0,1 M y MgC12 50 mM.
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PRIMERA PARTE. ANALISIS ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA
CFBPasa DE TRIGO FUSIONADAA LA GST DE S. japgnicum

La obtención de grandes cantidades de proteinas en
sistemas bacterianos ha facilitado el estudio de las
caracteristicas moleculares, funcionales y estructurales de
numerosasproteinas virales, animales y vegetales. Si bien
es aceptado que la estructura primaria contiene la
información para la estructura funcional, los procesos de
plegamiento pueden conducir también a formas aberrantes.
Además, otros aspectos deben ser contemplados. Primero, la
expresión de genes foráneos puede provocar la degradación de
las proteinas heterólogas por las proteasas del organismo
huesped. Segundo, la mayoria de las actividades cataliticas
residen en una estructura cuaternaria compuesta por
polipéptidos idénticos o diferentes. Tercero, una gran
variedad de enzimas requieren una modificación post
traduccional o un proceso de activación para manifestar su
actividad.

La generación de proteinas de fusión mediante vectores
de expresión representa una estrategia ampliamenteutilizada
ya que facilita el procedimiento de purificación. En estos
casos una función residente en un polipéptido codificado por
el vector provee el mecanismoque permite la purificación
mediante el uso de cromatografía de afinidad. La ventaja de
estos sistemas de expresión es evidente aunque a menudo

1) se generen complejos proteicos altamente insolubles,
conocidos como Cuerpos de Inclusión, que dificultan la
recuperación de la estructura y actividad biológica,

2) la presencia de un polipéptido relativamente grande puede
conferir a la proteina objeto del estudio propiedades
diferentes a las observadas con la forma nativa.
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Las proteinas de fusión son compuestos novedosos que no
solo permiten el análisis de problemas bioquímicos sino que
tambien pueden ser utilizados con fines biotecnlógicos. En
general, han sido preparadas con polipéptidos cuya función
reside en la estructura monoméricay se desconoce su efecto
sobre las proteinas que se ensamblan en estructuras de mayor
grado de polimerización.

Las CFBpasas son homotetrámeros cuya actividad es
estimulada por el intercambio tiol/disulfuro -mediado por la
Trx- y la modificación de las interacciones no covalentes
promovida por moduladores. La multiplicidad de
procedimientos para obtener su activación in vitro la
convierten en un modelo adecuado para el análisis de los
requerimienmtos que conducen a su forma activa. En este
contexto, fue abordada la preparación y caracterización de
la CFBPasade trigo fusionada por su extremo N-terminal a la
GSTdel helminto Schistosoma japonicum.

MAPEO Y CLONADO DEL GEN DE LA CFBPasa DE TRIGO

Con el fin de expresar la CFBPasa de trigo en
bacterias, el cDNAcorrespondiente fue caracterizado con
endonucleasas de restricción y clonado en el vector de
expresión pGEX-l. El vector pGEXcontiene (i) el promotor
Tac, seguido por la secuencia completa de la GSTen la que
el codón de terminación normal ha sido reemplazado por un
"polilinker" que contiene los sitios de restricción para las
enzimas BamHI, SmaI y EcoRI, seguido por un codón de
terminación, (ii) el gen que codifica para la B-lactamasa
(ApR), (iii) el alelo lacIQ del represor del operón Lac,
(iv) parte del gen LacZ. Este vector dirige la sintesis de
polipéptidos foráneos fusionados con la GST (SJ26) del
helminto Schistosoma jagonicum. Las proteinas quiméricas
generadas pueden ser purificadas por cromatografía de
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afinidad utilizando glutation inmovilizado sobre agarosa
(Smith and Johnson, 1988).

En general las CFBPasas (peso molecular c.a 160000) son
enzimas constituidas por cuatro subunidades idénticas. El
cDNA,que codifica a la enzima de trigo, sintetizado a
partir del ARNmensajero de hojas (Raines et al., 1988),
contiene un marco de lectura abierto de 1230 bp que codifica
para una proteina de 409 aminoácidos (figura ll). La
secuencia aminoacidica está constituida por el péptido
tránsito (51 residuos) y la proteina madura (358
aminoácidos). La masa molecular estimada de la subunidad
madura es de 39,778 Da.

El patrón de bandas de restricción obtenido a partir
del plásmido Bluescript que incluye al gen de la CFBPasase
muestra en la figura 12a. Las enzimas de restricción
utilizadas fueron seleccionadas sobre la secuencia
nucleotidica del cDNAmediante el programa de computación
DNASIS.La digestión parcial del cDNA generó un fragmento
EcoRI-EcoRI de aproximadamente 1.2 kbp mientras que la
digestión con EcoRI/xhoI produjo dos bandas de 0.5 y 0.6 kbp
(figura 12a). La incorporación de la enzima de restricción
KpnI a esta última reacción removió el fragmento de 0.6 kbp,
generando en su lugar dos bandas nuevas de movilidad cercana
a 0.3 kbp. La aparición de estas dos últimas bandas de menor
tamaño permitió elaborar el mapade la figura 12h, e indica
que el fragmento XhoI—EcoRI que incluye al sitio KpnI en
este clon está completo (0.6 kbp). En cambio el fragmento
EcoRI-XhoIcorrespondiente al extremo 5’ del clon está
incompleto ya que no posee 796 bp indicadas por la secuencia
nucleotidica de la figura 11. De estos resultados se
desprende que el clon carece de una parte de la secuencia 5'
del gen que incluye al péptido tránsito y a un fragmento N
terminal de la proteina madura. El fragmento EcoRI-EcoRI de
1200 bp correspondiente al cDNAdel gen de la CFBPasa de



RESULTADOS Y DISCUSION

trigo fue insertado en el sitio EcoRIdel vector pGEx-l
generándose un nuevo plásmido: el pKHl.

CARACTERIZACION DE LAS BACTBRIAS RECOMBINANTES

La cepa de E. coli DHSa F'IQ fue transformada por
electroporación con el producto de la ligación entre el
vector pGEX-l y el gen de la CFBPasa. Las bacterias
recombinantes fueron caracterizadas por mapeode restricción
a fin de seleccionar las que contenían al gen en la
orientación adecuada para su expresión comofusión con la
GST. Según el mapa de la figura 12b, la digestión con BamHI
y XhoI del plásmido recombinante conteniendo al inserto en
la dirección 5’-->3', generaría un fragmento de 560 pb. Si
la inserción fuese 3’-->5’ generaría uno de 610 pb. Estos
fragmentos son fácilmente identificables en un gel de
agarosa 1.6 %tal como se ve en la figura 13. Solamente el
fragmento de 1.2 kb insertado en la orientación 5'-->3'
fusiona su extremo N-terminal con la GST. Los clones
positivos analizados por restricción, presentaron el
fragmento BamHI-XhoI de 560 pb. Congruente con estos
resultados, los mismosclones fueron inmunoreactivos con los
anticuerpos policlonales contra la CFBPasade espinaca.
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M (1<bp)

O(3F4HN OOJOlAo
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Figura 12. (A) Eiectroforesis en ge] de agarosa 1.6% de ios productos de
digestión enzimática de] plásmido Biuescript (2.9 kbp) que c0ntiene a1
cDNAde ia CFBPasa de trigo (1.2 kbp). E: EcoRI, X: XhoI, K: KpnI. M: PM
estándar. (B) Mapa de] piásmido pKHl. Se muestran ios sitios únicos de
restricción para EcoRI y KpnI.
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M (kbp)

1.353
1.078

0.603

0.310
0.281
0.271
0.234

Figura 13. Eiectroforesis en ge] de agarosa 1.6% de ios productos de
digestión enzimática de] piásmido pKHl conteniendo a] gen de ia CFBPasa

1en ambas orientaciones posibies. E: EcoRI, B: BamHI, X: XhoI. a, L, 2,
3, m, 11: coionias recombinantes.

SECUENCIACION PARCIAL DEL EXTREMO 5’ DEL GEN QUE CODIFICA A
LA CFBPasa FUSIONADO AL GEN DE LA GST.

El análisis por restricción del cDNA de la CFBPasa
reveló la ausencia de una parte de la secuencia del extremo
5’ del gen. Con la finalidad de conocer con exactitud el
numerode bases faltantes y por lo tanto la identidad de los
aminoácidos ausentes, se procedió a secuenciar parte del gen
de la enzima cloroplastica fusionado al gen de la GST.

71
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El plásmido pKHl fue purificado a partir de las
bacterias E. coli transformadas. El extremo 5' del gen de
la CFBPasa clonado en la orientación 5'-->3' en el plásmido
pGEX-l, fue secuenciado por el método de Sanqer utilizando
como"primer" un oligonucléotido que se extiende desde la
base 609 hasta la base 623 de la secuencia de la GST
codificada por el vector. La secuencia obtenida (Figura 14)
indica que el gen de la CFBPasa de trigo clonado en pGEX-l
carece de la totalidad del péptido señal y de las 60 bp que
corresponden a los 20 aminoácidos del extremo N-terminal de
la proteina madura. La proteina codificada tiene 340
aminoácidos (PM 38 kDa), extendiéndose desde el número 71
hasta el 409 (ver figura 11) según la numeración
correspondiente a la proteina que incluye al péptido señal.

GS CFBPasa-——>

BamHI EcoRI 283
5’-AC CAT CCT CCA AAA TCG GAT CCC CGG GAA TTC GGC TAC GAC

D H P P K S D P R E F G Y D

ATG ATC ACG CTG ACG ACG TGG CTG...-3'
M I T L T T W L

Figura 14. Secuencia nuc1eotídica parcia] de] extremo 5’ de] gen de 1a
CFBPasa contenida en e] sitio EcoRI del plásmido pKHl. La secuencia de
1a CFBPasa comienza en e] aminoácido #71 de] precursor [tirosina (Y)]
que es codificado por e] codón que comienza en Ia base #283.

72
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EXPRESION DE LA PROTEINA DE FUSION GST-CFBPasa

Frecuentemente las proteinas eucarióticas producidas en
microorganismos (Marston, 1986; Bowden, Paredes and
Georgiou, 1991: Mitraki and King, 1989) generan cuerpos de
inclusión, en los que la estructura de la proteina varia
desde estados nativos hasta estados totalmente
desnaturalizados (Marston, 1986: Mitraki and King, 1989:
Hartley and Kane, 19887 Schein, 1989; Friguet, Djavadi
Ohaniance and Goldberg, 1989). Favorece esta situación la
formación incorrecta de los puentes disulfuro que
interfieren con la conformación final nativa y estable
(Schein, 1989; Creigthon, 1977). La expresión del
polipéptido compuesto por la GSTy la CFBPasa (65 kDa) se
indujo en las bacterias recombinantes con 0.1 mMIPTG. Su
sobreexpresión generó cuerpos de inclusión en el interior de
la célula bacteriana visibles al microscopio óptico como
corpúsculos oscuros localizados en ambospolos de la célula
(figura 15).

PURIFICACION DE LA GST-CFBPasa

Las bacterias fueron lisadas por sonicación o con una
French Press y el contenido proteico de las fracciones
solubles (sobrenadante) e insolubles (pellet) fue analizado
por SDS-PAGE. De acuerdo con la observación microscópica la
proteina de fusión particionó mayoritariamente en forma
insoluble (ca 90%), como cuerpos de inclusión y en menor
grado como proteina soluble (ca 10%) (figura 16). A su vez
la proteina de fusión soluble representó un 8-10% de las
proteinas solubles de E. coli (Figura 17).

El tratamiento de los cuerpos de inclusión con
detergentes o agentes caotrópicos ha permitido en varias
ocasiones la solubilización del contenido proteico (Bowden,
Paredes and Georgiou, 1991). Por ello, los cuerpos de
inclusión conteniendo a la GST-CFBPasa fueron incubados
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sucesivamente con lisozima, desoxicolato de sodio y Triton
x-100 según el esquema de la figura 18a. Dado que la mayor
parte de la proteina de fusión GST-CFBPasaaún permanecía
en la fracción particulada, los cuerpos de inclusión fueron
resuspendidos a pH 12 en una solución de urea 6 M y DTT5
mM.Al remover el exceso de urea y llevar el pH a 7.9, la
fracción soluble contenía la mayor parte de la proteina de
fusión (cf. figura 26). Si bien una fracción de esta forma
solubilizada interaccionó con columnasde glutation-agarosa
y eluyó especificamente con glutation reducido, la mayor
proporción no fue retenida por la columna.

Figura 15. Formación de cuerpos de inclusión en células de
E. coli transformadas con pKHl.
a) Células inducidas con IPTG.
b) Células control.

74



RESULTADOS Y DISCUSION 75

66

29

24

20.1

Figura 16. SDS-PAGE(11%). Proteinas, extraídas por sonícación, de un
cuïtívo de E. coli inducido con IPTG.
1 Proteínas soïub1es de] cuïtivo transformado con pGEX-l.)

2) Proteínas totaïes de] cuïtivo transformado con pGEX-l.
3) Contro] sin inducir. Proteínas tota1es de] cuïtivo

transformado con pGEX-l.
4) Proteínas totales de] cultivo transformado con pKHl.
5) Proteínas solubïes de] cu1tívo transformado con pKHl.
6) Cuerpos de incïusíón de] cu1tivo transformado con pKHl.
7) M: Std. PM.

1 2 kDa

- 180 Figura 17. SUS-PAGE (11%).
Proteinas solubles del cultivo

116 transformado con pKHl, extraídas
por sonicación.

84 (l) 4 horas de inducción con
IPTG.

58 (2) Sin inducir.

48

36
26
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'L Esquema de Purificacion de18 (A) Cuerpos de Inclusion en E. coli
celulas

French Press

J J
precipitado sobrenadante

1 DNAsal

1 Lisozima

1 Desoxicolato de Sodio

l Triton x-1oo

l Cuerpos de Inclusion I

18 (B)

Figura 18.
A) Esquema de purificación de Cuerpos de Inclusión.
B) SDS-PAGE(11%) de 1a proteína de fusión

purificada como Cuerpo de Inc1usíón.
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Por otra parte, la proteina de fusión presente en
los sobrenadantes de los extractos bacterianos fue
purificada mediante cromatografía de afinidad en una columna
de glutation-agarosa (Simmonsand Vander Jagt, 1977; Smith
et al., 1986; Smith and Johnson, 1988), obteniéndose l,5—2
mgde proteina pura por litro de cultivo (figura 19). La
gran afinidad por el glutation inmovilizado de la enzima
inicialmente soluble respecto a la resolubilizada sugiere
que el drástico desplegamiento y replegamiento de la GST
CFBPasaaltera la conformación del dominio GSTmodificando
su afinidad por el sustrato inmovilizado.

Los anticuerpos policlonales preparados contra la
enzima de hojas de espinaca fueron utilizados para detectar
los clones positivos de la genoteca de cDNA de hojas de
trigo (Raines et al., 1988). Por ello la proteina de fusión
fue identificada con dicho anticuerpo, tanto en las
diferentes fracciones crudas (figura 20a) como en las
fracciones purificadas (figura 20h). En este contexto, las
bandas positivas de menor tamaño corresponderian a los
productos de degradación que contienen la porción CFBPasa.
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Figura 19. (A) Cromatografía en coiumna de giutation-agarosa de 1a
fracción soluble que contiene ia GST-CFBPasa. La Fracción solubie de]
iisado bacteriano (40 mg) fue cromatografiada en una coiumna de
giutation-agarosa (1 x 5 cm) según se describe en Materiales y Métodos y
1a presencia de proteina fue estimada por fiuorescencia (excitación 280
nm). GSH: Giutation reducido. (B) SUS-PAGE (11%) de 1a GST-CFBPasa
purificada por afinidad. Una aiicuota de 1a fracción que eiuyó
especificamente con glutation reducido 5 mM(15 ug de proteina) y otra
de 1a fracción rnhnerc> 11 fueron sometidas a SBS-PAGE.
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a b c d e f kDa

+84
in» g¡' ” '<_{58+52

-<—29

e-2 6.6
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Figura 20a. Anáiisis por Inmunobïot de ias proteinas de E. coïi. Las
proteinas (2 #9) Fueron sometidas a SUS-PAGE.Para 1a detección en e]
Western Biot, 1a di1ución de] Ab (anti-CFBPasa de espinaca) fue 1/600 en
tanto que e] segundo Ab fue IgG de cabra anticonejo unido a peroxidasa.
Carriies a, b: extractos totaies de céiuias no inducidas, transformadas
con pGEX-l y pKHl respectivamente. Carriies c, d y e: proteinas
soiubies, totaïes e insoïubies respectivamente, de céiuias transformadas
con pKHI e inducidas con IPTG. Carri] F: preparación homogénea de
CFBPasa de espinaca.

4 3 2 BSA kDa

180

116

84
58
48.5

36.5
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Figura 20b. Western Biot de 1a GST-CFBPasapurificada por cromatografía
de afinidad en gïutation-agarosa ta] comoen 1a fig. 19a. Se uti1izó un
Abpoiicionai anti-CFBPasa de espinaca en una diiución 1/300. 2-4: Número
de fracción.
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA GENERACION DE CUERPOS DE
INCLUSION

La temperatura es uno de los factores fisicos que
influyen sobre la formación de inclusiones citoplasmáticas
dentro de la célula (Schein, 1989). Para estudiar si este
factor altera la distribución de la GST-CFBPasaentre los
cuerpos de inclusión y la fracción soluble, las proteinas
provenientes de los cultivos inducidos a 28°C y a 37°C se
analizaron por SBS-PAGE. En ambos casos la mayor proporción
de la GST-CFBPasase encontró como inclusiones insolubles
(figura 21 (lineas 3 y 6)). Aparentemente, la temperatura
no perturba la formación de los cuerpos de inclusión que
contienen la GST-CFBPasa.

COEXPRESION DE LAS CHAPERONINAS DE Chromatium vinosum CON LA
GST-CFBPasa

La familia de proteinas conocidas como chaperoninas,
presente en las eubacterias y en las organelas eucarioticas,
promueveel ensamblado correcto de las estructuras celulares
macromoleculares (Ellis, 1990; Zeilstra-Ryalls and
Georopoulos, 1991). Los genes groE forman parte del regulón
de proteinas de estrés (Heat Shock) en todas la eubacterias
analizadas y su sobreexpresión disminuye la propensión a
formar cuerpos de inclusión (Hockney, 1994; Blum et al
1992). En particular, la sobreexpresión en E. coli de los
genes gggg; y grggL de Chromatium vinosum facilitó el
ensamblado de los productos génicos correspondientes a la
Rubiscode bacterias fototróficas (Ferreyra et al., 1993).
Sobre la base de estos resultados analizamos si la
sobreexpresión de los genes grgg de C. vinosum modificaba el
estado de la proteina de fusión expresada en E. coli.
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kDa

66

Figura 21. Análisis de las proteínas ge E. c011 transformadas con pKHl.
Las bacterias fueron cultivadas a 37 C hasta°alcanzar A650=0.6. Luego,
la inducción con IPTG fue realizada a 28 C y a 37 C. Alícuotas
comparables de los lisados (100 #1) fueron analizadas por SDS-PAGE
(11%). Carriles 1 y 4: proteínas totales, Carriles 2 y 5: proteínas
solubles, Carriles 3 y 6: proteínas insolubles (4 ul) (cuerpos de
inclusión).

La cepa de E. coli que contenía el plásmido pKHl fue
transformada por electroporación con el plásmido pACYC184,
en el cual un fragmento de 4 kbp en el sitio SalI (pCRFSl)
contenía los genes codificantes para groES y grggL de
Chromatiumvinosum. Luego de seleccionar las bacterias que
llevaban ambos plásmidos por su resistencia a cloranfenicol
y ampicilina (figura 22), las proteinas inducidas con 0.1 mM
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IPTG fueron analizadas mediante SBS-PAGE.En la figura 23a
se observa que la proteina inducible con IPTG(cf lineas l y
2) apareció en la fracción proteica insoluble (linea 5). En
la cepa de E. coli que contenia ambos plásmidos (fig.23b),
la banda de 59 kDa evidenció la presencia de la proteina
GROEL(cf lineas 1-6). Esta proteina era "constitutiva" y
soluble (cf lineas 3 y 5). Ademásel análisis en geles de
SDS-PAGE(Tricina), que resuelven mejor las proteinas de
bajo PM, reveló la presencia de GROES(10 kDa) (figura 24b:
cf lineas 1-4 con 5 y 6).

A pesar de la sobreexpresión de las chaperoninas la
GST-CFBPasaestuvo asociada a los cuerpos de inclusión.
Consistente con este resultado, la presencia o ausencia de
las chaperoninas no modificó la actividad CFBPasade los
lisados de E. coli (figura 25). Los genes gggg de C. vinosum
presentan niveles de homologia remarcables con la
contraparte de varias eubacterias y organelas eucarióticas
(Ferreyra et al., 1993). Si bien sus productos participan en
el ensamblado de la Rubisco de diversas bacterias
fototróficas, no fueron efectivos en aumentar la
proporción de la GST-CFBPasaen la fase soluble.

-pCRF51

-pKHl

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa 0.7% del DNAplasmídico de
E. c011 transformadas con pKHl (6.1 kbp) y pCRFSl (8.2 kbp). Estas
doble transformantes fueron resistentes a ampicilina y a cloranfenicol.
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Figura 23. Anáïisís por SOS-PAGE(11%) de 1as
transformadas con (A) pKHl y (B) 'U 7K
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proteínas de E. c011

Carrí1es: 1: proteínas totales, inducidas con IPTG.2: proteínas totaïes
sin inducir. 3: proteínas soïubïes, inducidas
solubïes sin inducir. 5: proteínas insolubïes,
proteínas insolubles sin inducir.

con IPTG. 4: proteínas
inducidas con IPTG. 6:
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Anáïisis por SOS-PAGE(Trícína) (11%) de 1as proteínas de E;
c011 transformadas con (A) pKHl y (B) pKHl y pCRFSl.
Carriïes: 1:
sin inducir. 3: proteínas soïubïes, inducidas
soïubïes sin inducir. S: proteínas insolubïes,
proteínas inso1ubïes sin inducir.

proteínas totaïes, inducidas con IPTG. 2: proteínas totaïes
c0n IPTG. 4: proteinas

inducidas con IPTG. 6:
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Figura 25. Actividad CFBPasade ios iisados de E. coii transformadas con
(a) pKHl (GST-CFBPasa), (b) pKHl (GST-CFBEasa) y pCRFSI (gr_g). Los
cuitivos bacterianos fueron crecidos a 37 C hasta A550=0.6. Luego se
indujo 1a expresión de 1a GST-CFBPasa con IPTG, durante 3 horas. La
expresión de GroES (59 kDa) y GroEL (10 kDa) Fue constitutiva.

La actividad CFBPasase determinó sobre aiicuotas de ios iisados
en presencia de DTT 5 mMy aitas concentraciones de FBP y Mg +, según se
especifica en Materiaies y Métodos. Lisados bacterianas sin inducir, con
uno u ambos piásmidos fueron inciuidos como contro] en todas ias
determinaciones.
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REACTIVACION DE LA ACTIVIDAD CFBPasa A PARTIR DE LOS CUERPOS
DE INCLUSION

Un método usual para convertir las proteinas de los
cuerpos de inclusión a su forma funcional es la
solubilización con desnaturalizantes fuertes (cloruro de
guanidina, urea) y la posterior eliminación del perturbante.
El pH, la temperatura, el entorno iónico y la concentración
de proteinas son importantes factores en la elaboración del
protocolo de renaturalización para obtener actividad
biológica (Esquema I) (Marston, 1986; Jaenicke and Rudolph,
1989).

ESQUEMA I

Celulas
Proteinas A
Solubles

{Cuerpos de lnclusionl

Solubilizacion y
Desnaturalizacion

Renaturalizacion

Enzima Nativa Inactiva

1T

i Enzima Activa I
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A) Efecto de diferentes perturbantes proteicos sobre la
recuperación de la actividad catalitica de la GST-CFBPasa.

Con la intención de solubilizar la GST-CFBPasa, los
cuerpos de inclusión fueron resuspendidos por una hora a pH
12 y a 37°C en presencia de diferentes desnaturalizantes y
luego dializados a pH 7.9 para remover los perturbantes
proteicos. La urea y el cloruro de guanidina fueron
funcionales en el proceso de solubilización, en tanto que el
octil-glucósido y el desoxicolato de sodio fueron
inefectivos (figura 26). Paralelamente la actividad CFBPasa
de la proteina solubilizada fue analizada a altas
concentraciones de FBP y Mgz+ en presencia de DTT 10 mM
(tabla I). Nuevamente, la urea y el cloruro de guanidina
fueron más efectivos en la recuperación de la actividad
enzimática de la proteina de fusión contenida en los cuerpos
de inclusión. Experimentos preliminares mostraron que este
proceso requiere estrictamente DTTdurante la solubilización
y la activación de la enzima. Por ello en los experimentos
posteriores se incluyó 5-10 mMDTTdurante ambos procesos.
Además,se agregó glicerol 10%para estabilizar la actividad
catalitica durante el almacenamiento de GST-CFBPasa

La actividad CFBPasade los cuerpos de inclusión (0,07
U/mg) fue 30 veces inferior a la actividad CFBPasade la
enzima renaturalizada (l.5-2.5 U/mg. prot.). Este último
valor fue similar a la actividad CFBPasade la GST-CFBPasa
soluble purificada por columnas de Glutation-agarosa (1.5
U/mq.prot.), pero fue inferior a las actividades
especificas observadas con las contrapartes purificadas de
hojas de espinaca y colza (40-50 U/mg. prot.). Si bien las
enzimas nativas de hojas son 30 veces más activa, debe
tenerse en cuenta que la enzima recombinante es una proteina
de fusión cuya estructura primaria difiere de la
contraparte foliar.

A fin de caracterizar y descartar la presencia de
ácidos nucleicos contaminantes, la GST-CFBPasa
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renaturalizada fue analizada espectrofotométricamente. La
figura 27 muestra el espectro de absorción de la enzima
solubilizada por urea 6 M, y la cuarta derivada
correspondiente. El espectro de absorbancia de la enzima
solubilizada con urea 6 M posee un máximo ca. 280 nm cuya
relación respecto a 260 nm (A280/A260=1.48) indica un
contenido de ácidos nucleicos menor del 0.5%. Además, los
picos a 284 nm y a 292 nm en la cuarta derivada del
espectro, característicos de los residuos tirosina y
triptofanos, evidencian una alta proporción proteica.

TABLA l
DESNATURALIZACION Y RENATURALIZACION DB LA CFBPasa

ir i

AGENTE DESNATURALIZANTE ACT'V'D’ÏïfiELAT'VAiï
É

í UREA 6M 83

Na2COS 0,5M HCI de GUANIDINA5M 100 i
i

DTT SmM N-OCTIL-B-D-GLUCO- 1 6 ;
PIRANOSIDO 30 mM ’

EGTA1mN4 y g

DESOXICOLATO de 6
pH 12 5 SODIO 1%

! ' í

í - 2 2

L TRIS-HCI 30mM i 3 '

É DTTSmM í _ É 11

1 EGTA 1mM

pH 8 '

Los Cuerpos de Incïusión fueron (a) incubados durante 1.5 horas a 37°C
en 0.4 M Na C03 (pH 12) conteniendo 5 mMDTT, 1 mMEDTAy e] perturbante
indicado, (É) díaïizados dos veces durante 16 horas contra buffer Tris
HC] 30 mM (pH 7 9), 0.02 mM EDTA, 2 mM MgC12, 0.04% (v/v) 2
mercaptoetano] y (c) centrifugados durante 10 minutos a lOOOOxg.La
actividad CFBPasase determinó comose explica en Materiales
y Métodos. Control: 1.8 U/mq. prot.
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Figura 26. Efecto de 1os perturbantes sobre 1a fracción insoïub1e
de 10s Iisados de E c011. Los Cuerpos de Inc1usión Fueron tratados como
se expïica en 1a 1eyenda de 1a TABLA1. E1 sobrenadante cïarificado se
sometió a SOS-PAGE. Durante e] proceso de desnaturaïizacíón
("unfoïding") 1a GST-CFBPasafue incubada a a pH8 (carriï f) o a pH 12
sin agregados (carriï a), o en presencia de: urea 6 M (carriï b),
c1oruro de guanídína (carril c), 30 mMocti1-B-D-gïucosido (carriï d) o
1%(p/v) desoxícoïato de sodio (carriï e).
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A280

0’12 . ...,. ...¡. ..... .... ....

Figura 27. Espectro de Absorción de 1a GST-CFBPasasolubiïizada en urea
6M (-) y su cuarta derivada (. .

B) Efecto del ditiotreitol sobre la actividad CFBPasa
de la GST-CFBPasa.

Si bien altas concentraciones de DTT (10 mM) en
incubaciones prolongadas (24 horas) estimulan la actividad
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de la CFBPasa de espinaca, menores concentraciones son
requeridas en presencia de un azúcar bisfosfato, un catión
bivalente y la Trx-f (Zimmermannet al., 1976; Hertig and
Wolosiuk, 1983; Schurmann and Wolosiuk, 1978). otros
ditioles (glicol dimercaptoacetato, qlicol
dimercaptopropionato, 2,3-dimercaptopropanol) también
estimulan la actividad enzimática en tanto los monotioles
son menos efectivos (Corley and Wolosiuk, 1985). Estos
resultados condujeron a ensayar la acción de los tioles
sobre la proteina quimérica. Luego de solubilizar la GST
CFBPasa, la incubación en presencia de DTT (5 mM)incrementó
la actividad catalitica cuatro veces (figura 28). Además,
la enzima que fuera inactivada por oxidación al aire
recuperó su actividad original luego de incubarla con 5 mM
DTTdurante 2 horas. En cambio a una concentración de 20
mM,los monotioles (dietilaminoetanetiol, tioglicolato, B
mercaptoetanol) no superaron el 20% de la activación
obtenida con DTT.Los estudios paralelos realizados en el
laboratorio mostraron que (l) la acción concertada del Ca2+
y del FBP aumentó 20% la activación mediada por DTTy (2)
extractos de cloroplastos de espinaca enriquecidos en
tiorredoxina estimularon la activación de la CFBPasa de
trigo contenida en la proteina de fusión.

Estos resultados indican que los factores implicados en
el proceso de activación de las formas nativas de la CFBPasa
contribuyen a la recuperación de la actividad catalitica en
la proteinas de fusión (Hertig and Wolosiuk, 1980, 1983;
Corley and Wolosiuk, 1985; Stein and Wolosiuk, 1987; Prat
Gay et al., 1991).
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Actividadrelativa

0o 5'0 1óo 150 200

Tiempo (minutos)

Figura 28. Efecto del DTTsobre la actividad CFBPasa. La
GST-CFBPasarenaturalizada (100 ug/ml) fue preincubada con
Tris-HCl 30 mMpH 7.9, en presencia de 5 mM DTT (23°C).
Alicuotas (2 ug) fueron extraídas a los tiempos indicados y
la actividad enzimática se midió a altas concentraciones de
FBP y Mq2+ en presencia de 5 mM DTT durante 20 minutos
(V=0.2 ml). El DTTque acompañó a la enzima en la inyección
(500 uM), no ejerció un efecto activador sobre la catálisis.

C) Caracteristicas cataliticas de la proteina de fusión

La GST-CFBPasa solubilizada a pH 7.9 con urea 6 M y DTT
5 mM, fue dializada contra 30 mMTris-HCl pH‘7.9 e incubada
durante una hora con DTT5 mM.A fin de caracterizar la
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especificidad catalitica y descartar fosfatasas
inespecificas, la catálisis se ensayó en presencia de DTT5
mM, MgC12 10 mM, EGTA 0.05 mM y diferentes compuestos
fosforilados (2.5 mM), (fosfoenol piruvato, glucosa 6
fosfato, fructosa 6-fosfato, sedoheptulosa 1,7-bisfosfato,
ribulosa 1,5-bisfosfato, adenosinadifosfato, fructosa 1,6
bisfosfato, ácido fosfoglicérico, ribosa S-fosfato). Tomando
la actividad en presencia de fructosa 1,6-bisfosfato como
100% solamente la hidrólisis de sedoheptulosa-1,7
bisfosfatasa alcanzó 23%, en tanto que los demás compuestos
fosforilados ensayados no fueron sustratos alternativos para
la enzima reactivada. Por otra parte, 22uM de Ca2+ y 32uM
Ca2+inhibió un 50%la actividad catalitica en presencia de
bajas y altas concentraciones de Mg2+, respectivamente.
Cualitativamente estos resultados son similares a los
observados con la actividad catalitica de la CFBPasa de
espinaca (Hertig and Wolosiuk, 1983).

D) Efecto de otros moduladores sobre la actividad catalitica
de la proteina de fusión

Estudios previos mostraron que los cosolventes y los
aniones caotrópicos reemplazan a la tiorredoxina en la
estimulación de la activación enzimática (Stein and
Wolosiuk, 1987). Para establecer si estos perturbantes
proteicos ejercían un efecto similar sobre la proteina de
fusión, la enzima solubilizada se incubó en presencia de DTT
(5 mM), FBP (2.5 mM), Ca2+ (0.4 mM) y 2-propanol 15% y luego
se midió su actividad. A diferencia de la CFBPasa de
espinaca (Corley and Wolosiuk, 1985), el 2-propanol inactiva
a la GST-CFBPasa(figura 29). Una concentración de 3.5% de
2-propanol durante la fase de activación inhibió el 50%de
la actividad enzimática. Congruente con la separación
experimental de las fases de activación y catálisis, una
concentración menor de 2-propanol (1.5%) durante el ensayo
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de actividad produjo una inhibición similar (datos no
mostrados). La inhibición fue total cuando ademas de 2
propanol durante la activación (15%), se midió la catálisis
en presencia del cosolvente (1.5%) (cf. figura 29).

Por otra parte, 0.15 MNaTCAno modificó la actividad
CFBPasa de la proteina quimérica (figura 30). A la
concentración que potencia 10 veces la actividad de la
enzima de espinaca (Stein and Wolosiuk, 1987), el anión
caotrópico fue inefectivo y pasados los 30 minutos de
incubación comenzó su efecto desnaturalizante. En este
aspecto la GST-CFBPasacontrasta con la CFBPasade trigo
(cf. fig. 44) cuya actividad es estimulada por el NaTCA.

OTRAS ESTRATEGIAS PARA RECUPERAR LA ACTIVIDAD CATALITICA DE
GST-CFBPasa

En los estudios descritos, la GST-CFBPasarecuperó la
actividad catalitica luego de remover por diálisis los
perturbantes proteicos. Conel objetivo de disponer otras
alternativas para el análisis de la recuperación de la
actividad enzimática se ensayaron otras estrategias (Esquema
II). Los cuerpos de inclusión fueron tratados con urea 6 M
en presencia de DTT5 mM,y luego sometidos a dilución o a
filtración molecular para disminuir la concentración de los
perturbantes.
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Figura 29. Efecto dei 2-Propan01 sobre 1a GST-CFBPasa. La proteina de
fusión GST-CFBPasa renaturaiizada (6 ug) fue incubada durante ios
tiempos indicados, en 50 mMTris-HC] (pH 7.9) conteniendo 5 mMDTT, 2:5
mMFBP, 0.2 mM CaC12 y 2-propan01 15% (v/v) (V=0.l m1). La actividad
CFBPasade ias aiícuotas (1.2 ug) Fue ensayada duragte 30 minutos a 23 Cen presencia de bajas concentraciones de FBP y Mg+ (1 mMde cada uno)

(V=0 2 m1).1ágtividad máxima: 1.8 U/mg prot.
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Figura 30. Efecto de] NaTCAsobre 1a GST-CFBPasa. La proteina de fusión
renaturaiizada (7 ug) fue incubada durante ios tiempos indicados, en SO
mMTris-HC] (pH 7.9) conteniendo 5 mMDTT, 2.5 mMFBP, 0.4 mMCaC12 y
0.15 M NaTCA(V=0 1 m1). La actividad cataiítica de ias aiícuotas (1.4
ng) Fue ensayada a 23 C dur nte 20 minutos, en presencia de bajas
concentraciones de FBP y Mg + (1 mMde cada uno) y NaTCA 15 mM(V=0.2
m1). Actividad máxima=2 U/mg prot.
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ESQUEMA II

CUERPOS DE INCLUSIÓN

centrífugación 10000 xg

Ï___-*SOBRENADANTE
PRECHHTADO

l. Tris HCl 50 mM, pH 7.9/ DTT 5 mM/ urea 6 M

2. 1-2 horas a 37°C.

centñfugacíón 10000 xgLa)

PRECHÜTADO

SOBREÏADANTE

l l 7
filtración y dihición l/lOMáüüs düudón UlOO

A) Recu eración de la actividad CFBPasa de la roteina
uimérica mediante la dilución del erturbante roteico.

La dilución es una estrategia que presenta ventajas
respecto de la diálisis en el estudio de los cambios
conformacionales ocurridos en la proteina durante el
fenómeno de renaturalización. Permite usar determinados
moduladores, efectores y anticuerpos en las soluciones de
dilución para evidenciar los cambios estructurales que
ocurren durante la renaturalización y recuperación de la
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actividad enzimática. Simultáneamentefacilita el empleode
técnicas espectrométricas para estudiar la cinética del
fenómeno.

A.l) Efecto del DTT, FBP y Cagï.

Los cuerpos de inclusión fueron (1) resuspendidos en
urea 6 M y DTT 5 mM, (2) incubados durante 1 hora a 37°C y
(3) centrifugados. El sobrenadante fue diluido 100 veces en
Tris HCl 30 mM (pH 7.9) a 0°C, y al cabo de 20 horas se
ensayo la actividad CFBPasaen presencia y ausencia de DTT.
La figura 31 muestra que la actividad GST-CFBPasano superó
las 0.3 U/mg. prot. y se detectó únicamente en presencia del
reductor. Sobre esta base, y teniendo en cuenta. los
resultados previos que indicaban actividades especificas
superiores obtenidos en los experimentos de diálisis (1.5-2
U/mq), los ensayos de renaturalización y las determinaciones
de actividad posteriores se realizaron en presencia de DTT
5-10 mM.

Experimentos realizados en el laboratorio con la
CFBPasade cloroplastos de espinaca mostraron que el FBPy
el Ca2+ modulan positivamente la actividad de la enzima de
espinaca (Hertig and Wolosiuk, 1983) e impiden la pérdida de
actividad originada por la alteración de las interacciones
no covalentes (Ballicora and Wolosiuk, 1994). Con el fin de
determinar el efecto de los moduladores [el Ca2+, el FBPy
el DTT] (Hertig and Wolosiuk, 1980, 1983) sobre la
funcionalidad de la GST-CFBPasa,la preparación tratada con
urea y DTT, fue diluida en soluciones conteniendo: a) DTT;
b) FBP y Ca2+; y c) FBP, Ca2+ y DTT (figura 32). La
presencia constante del reductor durante el ensayo de
renaturalización (dilución) aumentóla actividad enzimática.
Por otra parte, el FBPy el Ca2+ ejercieron inicialmente
efecto potenciador pero decayó luego de 6 horas post
dilución. Como la ausencia del reductor tambien presenta un
perfil similar es posible que ciertos grupos -SH esenciales
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para la actividad catalitica fueran oxidados en las 6 horas
post-dilución. En cambio la combinación de los tres
moduladores favorece sinérgicamente la recuperación de la
funcionalidad y estabilidad de la enzima. Estos resultados
confirman la importancia del DTTy del efecto positivo que
los azúcares bisfosfato y metales bivalentes ejercen sobre
la estabilidad funcional de las CFBPasascloroplásticas.

120/

A 100/
si
g 80/
c_u

e 60/
8
2 40-M

É 20/ 20

—DTT

Figura 31. Recuperación de 1a actividad CFBPasapor dilución de ia
proteina de fusión desnaturalizada. La preparación de cuerpos de
inclusión se resuspendió en Tris-HCi 30 mM,pH 7.9, en presencia de urea
6 M y DTT 5 mM. Luego de 1 hora de incubación a 37 C con agitación
suave, se centrifugó y e] sobrenadante se diluyó 100 veces en Tris-HCi
30 mM, pH 7.9 a 0 C. A1 cabo de 20 horas se determinó ia actividadCFBPasa en Tris-HC] 30 mM, pH 7.9 y altas concentraciones de FBP y Mg +
(2.5 mM y 10 mMrespectivamente), en presencia o ausencia de DTT 5 mM
(V=0.2 m1). Actividad máxima: 0.3 U/mg. prot.
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Figura 32. Efecto de DTT, FBP y Ca2+ en ia reactivación de ia CFBPasa.
La preparación de cuerpos de inciusión se resuspendió en Tris-HCi 30 mM,
pH 7.9, en presencia de urea 6 M y DTT 5 mM. Luego de 1 hora de
incubación a 37 C con agitación suave, se centrifugó y ei sobrenadante
se diiuyó 70 veces en buffer Tris-HCi 30 mM (pH 7.9) conteniendo,
cuando se especifica, DTT 5 mM, FBP 1 mMy CaC12 0.1 mM. Se determinó ia
actividad CFBPasa a ios tiempos indicados, sobre aiicuotas de 1a

preparacign (6 ug) en Tris-HCi 30 mM,pH 7.9, aitas concentraciones de
FBP y Mg + (2.5 mMy 10 mM respectivamente) y DTT 5 mM (V=0.2 mi).
Actividad a ias 24 hs en presencia de DTT, FBP y Ca2+= 1.8 U/mg. prot =
100%.

A.2) Efecto de la temperatura.

Ante la posibilidad de que la temperatura pudiera ser
un factor importante en la cinética de la recuperación, la
muestra fue diluida a 0°C y a 24 °C en Tris-HCl 30 mM(pH
7.9) y DTT5 mMy luego la actividad enzimática fue ensayada



RESULTADOS Y DISCUSION 100

según se describe en Materiales y Métodos (figura 33). La
recuperacion de la capacidad funcional a 24°C no sólo fue 25
s mayor que la obtenida a 0°C sino también más rápida, ya
que los t0.5 fueron 2.5 horas y 4 horas, respectivamente.

C

24°Cx

/a
0%)

Actividad(nmolesPi/min.)

0 I I l l , 5 3 x

0 1 2 3 4 24

Tiempo (horas)
Figura 33. Efecto de 1a temperatura en 1a recuperación de 1a actividad
CFBPasa. La preparación de cuerpos de inclusión tratada como se indica
en 1a Figura 32, se diluyg 100 veces en Tris-HCl 30 mM, pH 7.9
conteniendo 5 mMDTT, a 0 C y a 24 C. A 10s tiempos indicados se

determinó la actividad CFBPgsa en Tris-HC] 30 mM, pH 7.9, altas
concentraciones de FBP y Mg + (2.5 mMy 10 mMrespectivamente) y DTT 5
mM (V=0.2 mi).

A.3) Efecto de los anticuerpos.

Durante el fenómeno de replegamiento o "refolding" de
las proteinas ocurren, en los distintos dominios de la
molécula, plegamientos locales con diferentes cinéticas que
desplazan el equilibrio hacia las formas correctamente
plegadas o estabilizan conformaciones incorrectas. La
caracteristica fundamental de los anticuerpos radica en su
estructura tridimensional que reconoce especificamente al
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antígeno. Para analizar el efecto de los anticuerpos
policlonales preparados contra la proteina de fusión (Ab
GST-CFBPasa) y contra 1a GST (Ab-GST), los cuerpos de
inclusión solubilizados fueron diluidos en presencia del
reductor y (a) Ab-GST, (b) Ab-GST-CFBPasa, o (c) un suero
normal. La figura 34 muestra que el Abdiriqido al dominio
GSTde la proteina quimérica aumentó 15 % la fracción de
enzima activa. Si bien el incremento fue bajo, su
persistencia sugiere que la estabilización del dominio GST
lleva a una mayor recuperación de la estructura funcional
activa de la CFBPasa.
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Figura 34. Efecto de ios anticuerpos sobre ia recuperación de 1a
CFBPasa. La GST-CFBPasa fue incubada en buffer Tris-HC] 30 mM, pH 7.9,
engpresencia de 6 M urea, 5 mMDTT y 0.2 mMEGTA, durante 1.5 horas a
37 C. Luego, aiicuotas idénticas fueron diiuidas 70 veces en Tris-HC] 30
mM, pH 7.9, DTT 5 mMy (a) Ab-GST; (b) Ab-GST-CFBPasa y (c) suero norma]

[diiución de Ab 1/170]. Se determinó ia actividad CFBPasa a tiempgsvariabies después de 1a diiución, en aitas concentraciones de FBPy Mg+
y DTT 5 mM.
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B) Recuperación de la actividad catalitica por filtración
molecular

A fin de optimizar la renaturalización de la CFBPasa,
se ensayo la eliminación de la urea mediante filtración en
una columna de Sephadex G-25. Las fracciones eluidas fueron
diluidas 10 veces en Tris HCl 30 mM (pH 7.9)/ 5 mM DTT
previo al ensayo de actividad. La actividad aumentó 1.4
veces luego de 24 horas post-dilución. En este experimento
preliminar, la enzima fue ensayada por 50 minutos en
presencia de altas concentraciones de FBP, Mg2+ y DTT.
Estas condiciones pueden favorecer la activación de la
enzima por el sustrato y el cofactor. La tabla II muestra
que este es el caso. La actividad a las 20 horas post
dilución permaneció relativamente constante pero la
correspondiente al momentode la dilución aumentó dos veces
con el tiempo de ensayo. Claramente, la actividad enzimática
debe ser medida en tiempos cortos para minimizar la
activación por el reductor, el sustrato y el cofactor
durante el proceso catalitico.

ensayo

TABLAII. Renaturalización de la proteina de fusión BST-CFBPasamediante
la remoción de la urea por filtración molecular. La preparación de
cuerpos de inclusión tratada como se explica en la figura 34, se sembró
en una columna de filtración molecular Sephadex G-25 (1 x 5 cm). Luego
de recuperar las fracciones conteniendo la proteina, se las diluyó 10
veces en Tris-HCl 30 mM, pH 7.9, y 5 mMDTT. La actividad CFBPasa se
determinó después de 0 y 120 minutos de la dilución, según se indica en
la figura 34.
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DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LA PROTEINA DE FUSION.

La estructura cuaternaria de las CFBPasasde espinaca,
arveja y colza son similares; i.e. un tetrámero constituido
por subunidades idénticas (c.a. 40 kDa). Para determinar el
peso molecular (PM) de la forma activa , la GST-CFBPasafue
sometida a filtración molecular (Ultrogel-ACA 34),
estimándose la enzima por ensayos de actividad y por
fluorescencia. El patrón de elución de la actividad CFBPasa
(figura 35a) correspondió a una proteina cuya masa
molecular (ca. 140 kDa) era coherente con una especie
formada por dos polipéptidos GST-CFBPasa(figura 35h). De
manera que, en contraste con los homotetrámeros de las
CFBPasasnativas, la forma activa de la proteina de fusión
se ensambló comoun dimero. El perfil de elución analizado
por fluorescencia también mostró la presencia de componentes
de alto y bajo peso molecular (figura 35, a) desprovistos de
actividad catalitica. Comola muestra sembrada en la columna
está constituida por monómeroscuya masa molecular es ca. 65
kDa (cf. figura 26), es posible inferir que los primeros
constituyen agregados proteicos y los segundos los monómeros
de la mismaespecie, amboscataliticamente inactivos.

En la mayoria de los organismos estudiados las
Glutation S-transferasas constituyen una familia de
proteinas diméricas (homoy hetero dimeros c.a 50 kDa)
(Simons and Jagt, 1977; Mannervick et al., 1985; Trottein et
al., 1992; Tomarev et al., 1993; Ahmadet al., 1993; Smith
et al., 1986). Ello sugiere que la estructura cuaternaria de
la forma activa de la GST-CFBPasaestaria determinada por la
interacción entre los "dominios" de GSTde cada monómerode
proteina de fusión. Para corroborar esta suposición la GST
de S. japonicum fue expresada en E. coli y purificada
mediante cromatografía en Glutation-agarosa. El perfil de la
purificación se ve en la figura 36. Los análisis de la GST
por SDS-PAGEy filtración molecular indican que la proteina
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expresada en la bacteria también es un dimero y que la
interacción entre las dos subunidades esta basada en
interacciones no covalentes (figuras 37a y b). Estos

las evidencias de que los puentes disulfuro en
(Villeret et

resultados y
la CFBPasa
al., 1995),
necesaria para

de espinaca son intrasubunitarios
sugieren que la reducción de puentes disulfuro,

1a actividad de la CFBPasade la proteina de
fusión, ocurre en las subunidades de la enzima dimérica.
Además, los resultados muestran que dos polipéptidos
fusionados -uno con tendencia a la dimerización y el otro
proclive a la formación de tetrámeros- determinan una
estructura cuaternaria que semeja a uno de ellos.
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Figura 35. Determinación del peso molecular de la GST-CFBPasa. (A)
Cromatografía en Ultrogel ACA 34 de la proteina de Fusión
renaturalizada. La proteina (500 ug) fue sembrada en una columna (1 x 67
cm), en presencia de Tris-HCl 30 mM, pH 7.9 eluida con un Flujo de S
ml/h. El perfil de elución se analizó mediante la emisión de
Fluorescencia a 335 nm (excitación: 280 nm). La actividad CFBPasafue
determinada a altas concentraciones de FBP y Mg+ y en presencia de DTT
10 mM. V0 representa el volúmen de elución del azul dextrano y Vt el
volúmen de elución del Pi (7 pmoles) que acompaña a la muestra cuando
se siembra, determinado por el método de Chen (Chen et al., 1966). Ve=
volúmen de elución.
(B) Determinación gráfica del Peso Molecular por comparación con
proteinas estándares que se sometieron a filtración en geles Ultrogel

34.
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Figura 36. Cromatografía en coiumna de giutation agarosa de 1a fracción
soluble de E. coii expresando 1a GSTde S. jagonicum. La Fracción
soiubie de] iisado bacteriano (10 m1) fue diaiizada contra Tris-HC] 30
mM,pH 7.9 y Fiitrada a través de membranas de Miiiipore (0.6 um).
Luego, 7.5 mi (3.8 mg/mi) fueron sembradas en una coiumna de giutation
agarosa (1 x S cm). La columna Fue 1avada con 10 m] de Tris-HC] 30 mM,
pH 7.9 y 1a proteina adsorbida e1uida con 10 m1 de] mismo buffer
conteniendo 10% de giiceroi y 5 mMGSH. Se determinó 1a fiuorescencia a
335 nm y 1a actividad GSTcomo se expiica en Materiaies y Métodos.
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Figura 37. Caracterización de 1a GST (A) SDS-PAGE (11%) de 1a GST
purificada a partir de E. coii transformadas con pGEX-l e inducidas con
IPTG, en presencia (1) o ausencia (2) de reductor.
(B) Cromatografía en Uitrogei ACA34 de 1a GSTexpresada en E. coii. La
proteina (700 ug) fue sembrada en una coiumna de Uitroge] ACA34 (1 x
67 cm), en presencia de Tris-HC] 30 mM, pH 7.9 y y eiuida con Tris-HC]
30 mM, pH 7.9 con un flujo de 5 mI/h. E1 perfii de eiución se analizó
mediante 1a emisión de fiuorescencia a 335 nm (excitación: 280 nm). El
Peso Molecular de la GSTse determinó por comparación con el
de proteinas estándares.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GST DE LA PROTEINA DE FUSION.

Las GST son enzimas diméricas, no alostéricas, cuyas
subunidades individuales contienen un sitio activo completo,
que cinética y estructuralmente es independiente de la
subunidad vecina (Danielson and Mannervick, 1985).
Establecida la actividad CFBPasa restaba conocer si la
proteina de fusión poseía actividad GST. Para ello la
actividad GST se determinó usando como sustratos 0.5 mMde
l-cloro-2,4-dinitrobenceno y 2.5 mMde glutation reducido.
La actividad especifica de la proteina de fusión (0.5 U/mg.
prot.) fue el 25 %de la contraparte GSTexpresada en E¿
ggii y purificada por cromatografía de afinidad (2 U/mg.
prot.). Si consideramos que la porción GST representa un
40 % de la masa de la proteina de fusión, entonces la GST
quimérica poseia un 60 %de la actividad observada en la GST
recombinante.

TABLA III

U/nlq U/mol GST

__;;T —————__ 2 53.2

GST-CFBPasa 0 5 32 5

EFECTO DE LA UREA SOBRE LA PROTEINA DE FUSION

La GST-CFBPasapresentó dos dominios bien definidos GST
y CFBPasadotados con la respectiva actividad enzimática. El
dominio GSTaportaria la capacidad dimerizante generando con
ello la forma estructural que presenta actividad CFBPasa.
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Si un desnaturalizante afecta sensiblemente un dominio
mientras no modifica el otro, entonces la respuesta de las
actividades cataliticas al perturbante mostraria diferentes
perfiles. Por ello la proteina de fusión renaturalizada
mediante la técnica de diálisis se incubó por 16 horas a
temperatura ambiente, en presencia de DTTy concentraciones
variables de urea y luego se midieron las actividades
CFBPasa y GST. Comose muestra en la figura 38, la
actividad GST fue mucho más resistente a la
desnaturalización que la actividad CFBPasa. Esta última
decayó rapidamente (10'5=0.4 M), en tanto que la primera
permaneció constante hasta concentraciones de urea
superiores a 2 M. La acción diferencial de la urea indicó
claramente que las actividades cataliticas de la GSt-CFBPaSa
residen en dos dominios con caracteristicas estructurales
independientes.
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Figura 38. Efecto de 1a urea sobre ias actividades cataiiticas de 1a
GST-CFBPasa.La proteina de fusión renaturalizada fue incubada durante
16 horas a 23 C, en Tris-HCi 30 mM(pH 7.9), 5 mMDTT y concentraciones
variables de urea (0-2 8 M). Las actividades GST y CFBPasa fueron
determinadas en presencia de urea 140 mM según se especifica en
Materiales y Métodos. (-x --í-) actividad GST, (-Q --o -) actividad
CFBPasa.



CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

La agregación de proteinas heterólogas sobreexpresadas
en sistemas bacterianos implica un problema conformacional.
La conformación de las proteinas en los cuerpos de
inclusión varia desde los estados prácticamente nativos,
hasta los estados totalmente desnaturalizados. En esta
última forma los polipéptidos "desarmados" se encuentran

puentes disulfuro ounidos covalentemente por
interaccionando no-covalentemente en ensamblados
incorrectos. Recuperar la actividad biológica de las
proteinas a partir de estos cuerpos de inclusión implica
encontrar las condiciones óptimas para que la proteina
adquiera en el espacio una estructura tridimensional similar
a la nativa. En las proteinas eucariotas expresadas en
sistemas procariotas este proceso es de sumointerés por ser
requerido para la obtención de proteinas recombinantes de
importancia económica, farmacológica o clinica. Para ello es
necesaria la disrupción de los cuerpos de inclusión y la
posterior resolubilización de sus proteinas constituyentes.
Unavez solubles y desplegadas, las cadenas polipeptidicas
deben recuperar su estado plegado nativo a fin de ser
funcionalmente activas. Experimentalmentees posible llevar
a cabo con relativa facilidad el desplegamiento de las
proteinas pero es extremadamentedificultosa la reacción de
plegamiento. Las condiciones óptimas para estos procesos
(i.e pH, fuerza iónica, polaridad del solvente, poder
reductor, etc) son particulares para cada proteina y deben
ser determinadas empiricamente. Las proteinas oligoméricas
imponen una restricción adicional al fenómeno de
plegamiento in vitro ya que la asociación de subunidades se
convierte en un paso critico.
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En la presente tesis el gen de la forma madura de la
CFBPasade trigo, en el que falta la secuencia que codifica
los 20 aminoácidos del extremo N-terminal, fue clonado en un
vector de expresión a continuación del gen de la GST. La
expresión de este gen produjo en E¿_ggli una proteina que
fue recuperada en forma soluble y activa, con un rendimiento
de 1-2 mg por litro de cultivo. Sin embargo, más del 90 %
de la proteina quimérica particionó en los cuerpos de
inclusión insolubles que presentaban muy baja actividad
enzimática. Esta proteina quimérica insoluble recuperó su
capacidad catalitica, tanto CFBPasa como GST, por la
solubilización de los cuerpos de inclusión en presencia de
urea 6M y DTT5-10 mM.En este aspecto las tres estrategias
ensayadas (la diálisis, la dilución y la filtración
molecular) han sido efectivas para eliminar la urea ‘y
permitir la renaturalización de la proteina de fusión.
Resulta interesante que la ausencia de los 20 aminoácidos de
la región N-terminal de la CFBPasa de trigo no afecte la
capacidad catalitica. Comose verá en la segunda parte de
esta tesis, este hecho fue corroborado con la especie
desprovista de la porción GST. De manera que una región
altamente variable en las FBPasa, tanto cloroplásticas como
no-cloroplásticas, no tendria participación en el mecanismo
catalitico.

Simultáneamenteaspectos estructurales y cinéticos de
la GST-CFBPasa reconstituida fueron caracterizados. La
actividad CFBPasa es activable por DTT y por Trx, en un
proceso que es estimulado por FBPy Ca2+. Si bien en estos
aspectos la proteina de fusión semeja a la enzima de los
cloroplastos de espinaca, la activación por moduladores no
fisiológicos como NaTCAy 2-propanol no fue observada. Más
bien la desaparición de la actividad catalitica indicó que
estos perturbantes proteicos ejercieron solamente su
conocido efecto desnaturalizante.

Por otra parte fue determinado que la estructura
cuaternaria de la proteina de fusión con actividad CFBPasa
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es un homodimero (peso molecular 140000). Este aspecto
constituyó un resultado novedoso en el contexto de las
CFBPasas. Las formas cataliticamente activas de las CFBPasas
purificadas fueron homotetrámeros cuya subunidad tiene masa
cercana a 40 kDa. Más aún la porción CFBPasa de la proteina
de fusión utilizada en la segunda parte de esta tesis
tambien se ensambló como un tetrámero funcional. Aunque la
capacidad catalitica está reducida 10 veces, la proteina de
fusión reveló que la forma tetramérica no es un requisito
indispensable para la actividad CFBPasa.Aparentemente, la
porción GSTinduce a la proteina de fusión a integrarse como
un dimero, ya que las GST, tanto recombinantes como
purificadas de diversos organismos, poseen una estructura
dimérica.

Si bien la porción GSTdetermina que el ensamblado de
la GST-CFBPasa produzca un dimero, ambos dominios fueron
funcionalmente independientes. Los ensayos de sensibilidad a
la urea mostraron que la actividad catalitica de la GSTno
es alterada cuando la capacidad funcional de la CFBPasafue

conformacionales.anulada por modificaciones
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SEGUNDA PARTE. ANALISIS ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA
CFBPasa DE TRIGO

La expresión de la CFBPasa de trigo fusionada al
extremo GST generó en la fracción insoluble del lisado
bacteriano una proteina quimérica con ambas actividades
enzimáticas. Sin embargo, es esperable que la estructura y
la función de la enzima cloroplastica esté afectada por la
presencia del polipéptido adicional. Por ello, con la
intención de obtener solamente la CFBPasade trigo encaramos
el clonado y la expresión del gen en un nuevo vector de
expresión: el plasmido pET-22. Luego abordamos el estudio de
las caracteristicas cinéticas y estructurales de la
proteina recombinante, obtenida en forma homogénea y
funcional a partir de un cultivo de células de E. coli.

CLONADO DBL GEN DE LA CFBPasa DE TRIGO EN EL VECTOR DE
EXPRESION pET-22.

El cDNA que codifica para la CFBPasa de trigo,
contenido en el plásmido pKHl, fue amplificado por PCR. Con
este fin el oligonucléotido correspondiente al extremo 5’
del gen contenia un sitio de restricción para la
endonucleasa NdeI, en tanto que el correspondiente al

secuencia especifica para laextremo 3' poseía una
endonucleasa BamHI:

a) oligonucléotido correspondiente al extremo 5' del gen

NdeI
5’-C CGG GAA CAT ATG TAC GAC ATG ATC AC-3’

sec.en 233_____________>
pKHl YDMI

aa #71
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b) oligonucleótido correspondiente al extremo 3' del gen

BamHI 1293

5’-C CTA_QQA_:QC GTT CTA CTC TGA AGA CAA-3' (hebra complem.)
STOP <___________ _

E s s L
aa #409

La metodologia utilizada y los pasos realizados durante la
reacción de amplificación están detallados en la sección de
Materiales y Métodos. El fragmento obtenido (l kbp), fue
purificado, tratado con las enzimas de restricción NdeI y
BamHIe insertado en los sitios respectivos del vector de
expresión pET-22 (figura 39). Las bacterias recombinantes se
caracterizaron por analisis de restricción utilizando las
mismas endonucleasas a fin de determinar cuales eran los
Clones portadores del plásmido con el gen recombinante
(pKH2).

INDUCCION DE LA CFBPasa DE TRIGO EN BACTERIAS RECOMBINANTES
DE E. coli BL21.

La figura 40 muestra las proteinas presentes en los
lisados de E. coli luego que la expresión del gen de la
CFBPasa de trigo (38 kDa) fuese inducida con IPTG.
Paralelamente a este evento la actividad CFBPasa en los
lisados bacterianos aumentó con el tiempo de inducción
(figura 41). Al cabo de 2 horas, la proteina inducida
representó aproximadamenteel 40%de las proteinas celulares
totales encontrándose la mayorparte en la fracción soluble,
en tanto una proporción minoritaria residía en el pellet
insoluble. Dado que estos resultados sugerian que la
proteina recombinante era la CFBPasa, se efectuó su
purificación.
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Figura 39. Amp1ifícación de] gen de 1a CFBPasa. Cïonado en e] vector
pET-22b(+).
E1 gen de 1a CFBPasa (1.2 kbp), contenido en e] pïásmido pKHl, fue
ampïificado por PCR. E1 fragmento de DNAfue purificado y 1igado en 105
sitios NdeI y BamHI de] vector pET-22b(+). Luego de ampïificar e]
pïásmido obtenido (pKH2) en cé1u1as de E. coïi DH5a, fue transferido a
E. c011 BL21 y 1a expresión de 1a CFBPasa fue inducida en estas
bacterias con 0.1 mMIPTG.
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COLONIA 7 COLONIA l
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Figura 40. Anáiisis por SDS-PAGEde ias proteinas de E. coii
transformadas con pKH2.
Luego de transformadas con pKH2e inducidas por tiempos variabïes con
IPTG, ias céiuias de E. coii fueron homogenizadas como se indica en
Materiaies y Métodos. Aiicuotas de 10s iisados (30 ug) (inducidos
durante 1, 2 y 3.5 hs.) fueron anaiizadas por SDS-PAGE. S: Fracción
correspondiente a ias proteinas soïubies después de 3.5 horas de
inducción. P: fracción correspondiente a 1as proteinas insoiubies
después de 3.5 horas de inducción.
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Figura 41. Actividad CFBPasaen ios iisados de E. coii transformadas con
pKH2.
La actividad CFBPasase determinó sobre aiicuotas (5 ui) de ios iisados
de E. coii transformadas con pKH2e inducidas durante tiempos variabies
con IPTG, según se expiica en Materiaies y Métodos.
- Coionia 1
n Coionia 7

PURIFICACION DE LA CFBPasa DB TRIGO EXPRESADAEN E.coli.

Las bacterias BL21 recombinantes inducidas con
IPTGfueron centrifugadas y el precipitado resultante fue
resuspendido en buffer TE (TrisHCl 50 mM(pH 8), EDTA10
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mM). Luego de congelar y descongelar 1a suspensión
bacteriana, su disrupción se llevo a cabo mediante dos
pasajes por French Press y posterior ultrasonicación (4
veces, 30 segundos). El lisado (38 ml) fue fraccionado con
sulfato de amonio sólido entre 20%y 90%de saturación. El
precipitado final fue resuspendido en 20 ml de acetato de
sodio 30 mM(pH 5.5) conteniendo EDTA0.2 mMy dializado dos
veces contra el mismo buffer. La muestra (25 ml) se sembró
en una columna de DRAE-celulosa previamente equilibrada con
buffer acetato de sodio 30 mM(pH 5.5) conteniendo NaCl 20
mM.La columna se lavó con 3 volúmenes del buffer de
equilibrio y la enzima se eluyó con 10 vol. de un gradiente
lineal de NaCl [0.02 a 0.5 M] en el mismo buffer (figura
42). Similar a lo observado con otras CFBPasas, las
fracciones conteniendo la mayor proporción de la actividad
CFBPasa eluyeron a NaCl 0.25 M. Luego de juntar las
fracciones (volúmen de elución 350 ml-450 ml: pool 1;
volúmen de elución 450 m1-500 ml: pool 2), se concentraron
por ultrafiltración utilizando una membranaDiaflo PM-lo (MW
cut-off: 10 kDa), hasta 0.25 del volumen original. La
fracción con actividad enzimática que eluyó antes de la
aplicación del gradiente fue descartada porque contenía el
grueso de la proteina y representaba sólo una pequeña
fracción de la actividad enzimática total. Las dos
fracciones con alta actividad fueron dializadas durante toda
la noche en buffer acetato de sodio 50 mM(pH 5.5).

Alicuotas correspondientes al homogenato total, al
lavado de la columna y a las dos fracciones eluidas fueron
analizadas por SDS-PAGE(figura 43a). Dado que el SDS-PAGE
reveló la presencia de varias proteinas en las fracciones
correspondientes al "pool 1", esta preparación enzimática
fue purificada mediante cromatografía en una columna de
MONO-Q.Para ello la fracción enzimática fue inyectada en la
columna preequilibrada con buffer acetato de sodio 30 mM(pH
5.5), y la elución efectuada con un gradiente lineal de NaCl
[0-600 mM] (1 ml/min). En forma continua fue estimada la
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absorbancia a 280 nm. Las fracciones con actividad, que
eluyeron aproximadamente a NaCl 0.35 Mfueron dializadas

acetato de sodio 30 mM (pH 5.5). La
preparación se conservó a -20°C en alicuotas de 0.2 ml para
contra buffer

su uso posterior. La proteina recombinante purificada se
obtuvo con un rendimiento de 18 mg de enzima por litro de
cultivo y un grado de pureza superior al 95%(figura 43h).

Dadoel alto rendimiento y grado de purificación
logrado con el "pool 1" de la columna de DEAE-celulosa, la
purificación de la CFBPasade trigo a partir del "pool 2" no
fue encarada en nuestros estudios.

L4 oe

i12- 3a '

gg ' —o4
V 0.84- “13
13 CD
cu _ _ oo

TE p N
.2 w <
3 056- _Hfi_ al
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Figura 42. Cromatografía en DEAE-ceiuiosa de 1a CFBPasa. La muestra fue
sembrada en una coiumna (2 x 13.5 cm) equiiibrada con buffer acetato de
sodio 30 mM(pH 5.5) conteniendo NaC] 0.02 M. Luego de 1avar 1a coiumna
con 125 m1 de este buffer, 1a eiución se efectuó con 400 m1 de un
gradiente 1inea1 de NaC1 [0.02 a 0.5 M] en acetato de sodio 30 mM(pH
5.5). Voiumen de 1a fracción: 5 m1.

Se determinó 1a actividad enzimática como se expiica en Materiaies y
Métodos. Las proteinas fueron dosadas por absorbancia a 280 nm (A280). 
--:r Actividad, - h-\- A280, NaCi (M)
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Figura 43. SDS-PAGEde ias fracciones obtenidas durante 1a purificación
de 1a CFBPasa recombinante.

(A) Aiicuotas (30 ug de proteina) correspondientes a:
1) extracto crudo ceiuiar
2) 1avado de 1a DEAE-ceiuiosa
3) eiuido de 1a DEAE-ceiuiosa (NaCi 0.3 M) conteniendo 1a CFBPasa
(pooi 1).
4) eiuido de 1a DEAE-ceiuiosa conteniendo 1a CFBPasa
(pooi 2).

(B) Anáiisis de ias fracciones correspondientes a1 eiuido de 1a MONO-Q
(Nati 0.35 M). En 10s carriies 1-4, 2-5 y 3-6 se sembraron 4, 2.5 y 1
ng respectivamente, de ias proteinas correspondientes a1 "pooi 1" que
contiene a 1a CFBPasa.
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ACTIVIDAD DE LA CFBPasa DE TRIGO

En general, las CFBPasas son funcionales cuando el
ensayo de actividad se efectua a pH superiores a 7.8 y en
presencia de altas concentraciones de FBP y Mg2+. Sin
embargo, los ditioles estimulan la capacidad hidrolitica de
la CFBPasa en presencia de bajas concentraciones de FBPy
Mg2+(Scheibe, 1991; Buchannan, 1991). La importancia de los
agentes reductores en estimular la actividad CFBPasaradica
en que posibilitan la conversión de uniones disulfuro
intramoleculares a grupos sulfhidrilo:

,s H
E | + DTTred---------- --> E + D'I'Tox
‘s ‘SH

Dado que la actividad de la CFBPasa involucra dos
procesos con diferentes caracteristicas comola activación y
la catálisis, éstos pueden analizarse por separado. La
estrategia experimental requiere dos etápas: luego de
incubar la enzima bajo condiciones especificas (modulación)
se ensaya la conversión de sustratos a productos
(catálisis). De esta manera la lenta conversión de una
forma enzimática inactiva a otra activa puede estudiarse en
forma independiente de la transformación de sustratos. si la
actividad fuese medida en un solo paso la formación de
productos mostraria una fase lag. thendiendo el tiempo de
modulación en el ensayo en dos etápas desaparece la forma
transiente.

La actividad catalitica de la CFBPasade trigo se
determinó en un sólo paso con altas concentraciones de FBP
(2.5 mM) y Mg2+ (10 mM) y en presencia o ausencia de un
ditiol. Los resultados obtenidos mostraron que el DTT
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estimuló diez veces la actividad (7.6 U/mg.prot vs. 0.8
U/mg.prot.).

Para el ensayo en dos etapas, la CFBPasade trigo fue
preincubada durante 50 minutos con DTT (5 mM), FBP (3 mM) y
Ca2+ (0,1 mM)y luego su actividad catalitica ensayada con
Mg2+ 1 mMy FBP 1 mM. Los resultados indicaron que la
generación de una enzima cataliticamente activa en este
ensayo requiere estrictamente la presencia de los tres
moduladores durante la fase de activación (2.5 U/mg.prot.).

EFECTO DE LOS MODULADORES NO FISIOLOGICOS SOBRE LA ACTIVIDAD
CFBPasa DE LOS CLOROPLASTOS DE TRIGO.

Los aniones caotrópicos generalmente son
desnaturalizantes proteicos que en el caso particular de las
enzimas llevan a una pérdida de la actividad (Yvon, Chabanet
and Pelissier, 1989). Este efecto tiene su origen en la
alteración de la estructura del agua la cual favorece la
transferencia de las regiones apolares alojadas en el
interior de las proteinas hacia la fase acuosa (VonHippel
and Wong, 1964; Hanstein et al., 1971). Experimentos
realizados en el laboratorio (Ballicora and Wolosiuk, 1994:
Stein, 1987), mostraron que la CFBPasade espinaca no es una
excepción a la regla, ya que la incubación con NaTCA0,15 M
anuló en forma irreversible el 90%de su actividad. Más aún,
en la primera parte de esta tesis hemos mostrado que el
NaTCAtiende a modificar la actividad CFBPasade la proteina
quimérica (cf. fig. 30).

Sin embargo, los cambios conformacionales mediados por
conducir a conformacionesel anión caotrópico pueden

intermedias cuyas propiedades cinéticas son diferentes
respecto al estado nativo. Estas formas, que escapan al
proceso de desnaturalización, pueden ser cataliticamente
activas dependiendo de las condiciones en que se realiza el
ensayo. Estudios previos mostraron que DTT, FBP, Ca2+ y Trx
convierten a la enzima nativa en una forma cataliticamente
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activa con bajas concentraciones de FBP (0,8 mM)y Mgz+ (1
mM)(Hertig and Wolosiuk, 1983). En estos experimentos, los
aniones caotrópicos reemplazan a la Trx (Stein and
Wolosiuk, 1987; Corley and Wolosiuk, 1985; Prat-Gay et al.,
1991).
CFBPasade espinaca mediaria un cambio conformacional que

Más aún, el efecto activador del NaTCAsobre la

acelera la activación reductiva de la enzima (Ballicora and
Wolosiuk, 1994)..

Sobre esta base, se ensayó el efecto del NaTCAsobre la
CFBPasarecombinante de trigo. La enzima fue preincubada
durante 30 minutos con DTT 5 mM, FBP 1 mM, Ca2+ 0.05 mMy
concentraciones variables de NaTCA y luego la actividad
catalitica fue estimada a bajas concentraciones de Mg2+ y
FBP. La figura 44 muestra que el NaTCAestimuló la actividad
de 1a CFBPasa de trigo. La enzima recombinante alcanzó su
máxima actividad (25.5 U/mg) con una concentración de NaTCA
(0.225 M) mayor que la correspondiente para la enzima de
espinaca (0.15 M). Las concentraciones superiores al óptimo
mostraron el conocido efecto desnaturalizante del NaTCA.Por
el contrario, concentraciones crecientes de NaTCAen la
etapa de catálisis disminuyeron la actividad (Io_5=0.11 M).
Sobre estos resultados es posible concluir que, tal comola
contraparte de hojas de espinaca (Stein and Wolosiuk, 1987),
la CFBPasa puede ser estimulada por aniones caotrópicos en
su fase de modulacióne inhibida en su fase catalitica.

Una estimulación similar (30 U/mg) fue obtenida luego
de preincubar la CFBPasa con DTT 5 mM, FBP 1mMy Ca2+ 0.05
mM,en presencia de 2-propanol 15% (datos no mostrados).
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Figura 44. Efecto de] NaTCAsobre 1a activacign de 1a CFBPasa. La enzima
(1 ug) se preincubó durante 30 minutos a 23 C en presencia de Tris-HC1
30 mM (pH 7.9), DTT 5 mM, FBP 1 mM, CaC12 50 uM y NaTCA.
Se determinó 1a actividad cataiitica durante 10 minutos a 0.8 ng de
enzima activada, en presencia de NaTCA 18 mM, FBP 1 mM, MgC12 1 mM, DTT
5 mM y EGTA 50 #M (V=1 m1)

EFECTO DE LOS MODULADORES FISIOLOGICOS

La Trx de E. coli, clonada y purificada en el
laboratorio (Mora Garcia, Hagelin and Wolosiuk, 1995),
activó 1a CFBPasa de espinaca en presencia de FBP, Ca2+,
NaTCAy DTT (Mora Garcia, Ballicora and Wolosiuk, 1996).
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Comportamientos similares fueron observados con las enzimas
originadas de hojas de espinaca y una forma recombinante de
colza. Como muestra la TABLA IV, esta Trx promovió la
activación de la CFBPasa de trigo (cf.figura 58). El mismo
grado de activación fue observado cuando la enzima de trigo
fue incubada con la Trx-f de espinaca (cf. figura 59). De
manera que en presencia de FBP y Ca2+, tanto la Trx-f
cloroplástica como la Trx de E. coli fueron efectivas en la
estimulación de la CFBPasarecombinante de trigo.

TABLA IV

Efecto de las Trxs sobre 1a CFBPasade trigo

Actividad CFBPasa
Preincubación (U/mgprot.).

control --

plus Trx 3

plus Trx-f 12.9

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA CUATERNARIA DE LA CFBPasa DE
TRIGO.

Para estudiar la estructura cuaternaria de la CFBPasa
recombinante de trigo su movilidad fue analizada en columnas
de filtración por geles. Segúnmuestra la figura 45, el
perfil de elución en Superosa 12 correspondió a un peso
molecular aparente de 160.000. Dado que en SDS-PAGE el
monómeroera un polipéptido de 40 kDa (teórico: 37.578 kDa),
estos resultados implicaban que la forma funcional de la
CFBPasade trigo era un homotetrámero. De manera que las
caracteristicas cinéticas, la estructura primaria y la
cuaternaria de la enzima recombinante de trigo fueron
similares a las observadas con las enzimas preparadas a
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partir de hojas de espinaca, arveja y colza, asi como
también a la recombinante de esta última (Rodriguez Suárez
and Wolosiuk, 1995). Dos aspectos hacen particularmente
notable el ensamblado de la forma recombinante como un
tetrámero cataliticamente activo. Primero los polipéptidos
constituyentes carecían de los primeros 20 aminoácidos
correspondientes al extremo amino-terminal. Segundo, la
agregación funcional de la enzima fue llevada a cabo en el
citosol de B. coli.

6- 158400 Aldolasa‘
E "
5° A ’- BSA\‘

ïmz ' oc r I

Figura 45. Determinación del peso molecular de la CFBPasa recombinante
de trigo. La muestra (0.5 ml, 250 ug), disuelta en acetato de sodio 30
mM(pH 5.5)/NaCl 100 mM, fue sembrada en una columna de Superosa 12 (1 x
25) y la elución se llevó a cabo con el mismobuffer. En las fracciones
(0.5 ml) la actividad enzimática fue determinada a altas concentraciones
de FBP y Mg + y DTT 10 mM. Los estándares de peso molecular se describen
en la figura.
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DESNATURALIZACION DE LA CFBPasa DE TRIGO POR EFECTO DE LA
UREA.

Las proteinas adquieren su estructura tridimensional en
forma autónoma, basada en el orden especifico y secuencial
de los aminoácidos de la cadena polipeptídica. Una manera de
desentrañar los pasos individuales del plegamiento in vivo
es el análisis de los procesos de plegamiento in vitro. Las
propiedades de una proteina cambian cuando se desnaturaliza.
Existen, por lo tanto, distintas técnicas que permiten
analizar el cambio de una dada conformación a otra y el
retorno a la forma original (Pace, 1986; Jaenicke and
Rudolph,1989). Básicamente, las técnicas utilizadas para el
análisis in vitro de los procesos de desnaturalización y
renaturalización de las proteinas radican en introducir una
perturbación quimica o fisica y luego en establecer los
cambios en

(a) Las funciones biológicas. En el caso de las enzimas
la extrema sensibilidad de la actividad catalitica a las
perturbaciones hace de esta medición uno de los
procedimientos que mejor estiman el plegamiento correcto de
las proteinas.

(b) Las características conformacionales. Este enfoque
recurre al análisis de las propiedades espectrales de las
proteinas mediante fluorescencia, espectroscopía de
absorbancia, NMR. Estas técnicas permiten caracterizar no
solo los estados nativos y desnaturalizados sino también los
intermediarios de vida media suficientemente larga (Pappa
and Cass, 1993; Mitraki et a1., 1987).

Altas concentraciones de urea desestabilizan las
interacciones intramoleculares que contribuyen al
plegamiento correcto de los distintos dominios y con ello la
proteina adquiere una estructura totalmente desenrollada. La
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posterior remoción del perturbante conduce a la proteina a
una estructura más compacta cuya conformación puede
coincidir, o no, con el estado inicial. En este contexto, la
conformación inicial de las proteínas condiciona la
respuesta al perturbante, i.e, el perfil de
desnaturalización será diferente cuando las estructuras
terciarias sean distintas. Numerososestudios mostraron que
el FBP, el Ca2+, la Trx y los moduladores no-fisiológicos
inducen cambios estructurales y funcionales en las CFBPasas
(Ballicora, M.A. 1994). Con el fin de corroborar la
existencia de dichas conformaciones, la acción de los
perturbantes quimicos fue analizada sobre la CFBPasa de
trigo.

Efecto de la urea sobre la actividad de la CFBPasa.

Para caracterizar el efecto de la urea sobre el
"unfolding" de la CFBPasade trigo se determinó la actividad
catalitica remanente de la enzima luego de su incubación por
tiempos variables con concentraciones crecientes de urea y
DTT 10 mM. Como se ve en la figura 49, la actividad
catalitica disminuyó marcadamenteno solo en función de la
concentración de urea sino tambien del tiempo de incubación.
En cambio al realizar la incubación con urea en presencia
de FBP y Ca2+la disminución de la actividad catalitica fue
similar después de 1.5 horas o de 24 horas de incubación con
el desnaturalizante (figura 47). La comparación de las
concentraciones de urea necesarias para disminuir al 50 %la
actividad original ilustra sobre un estado conformacional
estabilizado por los moduladores (tabla V). Claramente, la
desnaturalización de la enzima incubada con FBP y Ca2+
requiere una concentración de urea (2.2 M) mayor que la
enzima nativa (0.35 M). En este contexto la incorporación de
NaTCAdurante la preincubación con urea produjo un efecto
desestabilizador sobre la enzima, ya que los valores de I0_5
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caen de 2.2 M a 1.1 M. sin embargo, la presencia de FBP y
Ca2+restringió las variaciones temporales observadas con la
forma tratada únicamente con DTT.

120
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Figura 46. Efecto de 1a urea sobre 1a °CBFPasa. La enzima (10 ug) fue
incubada por 10s tiempos indicados a 23 C, en presencia de Tris-HCI 50
mM(pH 7.9) y DTT10 mMconteniendo concentraciones crecientes de urea
(V=0.2 m1). La actividad cataïitica se determinó sobre aiicuotas (1 ug).
A1 diiuir dicha aiicuota 1a soiución para e] ensago de 1a actividaddescripto en Materiaies y Métodos [aito FBP, aito Mg+] contenía además
urea 80 mM(V=1 m1). Actividad contro] (incubación por 24 hs. sin urea):
81 pmmoies de Pi 1iberados. min-1. mg-l.
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Figura 47. Efecto de 1a urea sobre 1a CFBPasa en presencia de Ca2+ y
FBP.
La enzima (3 ng) fue incubada por ios tiempos indicados a 23°C, en Tris
HC] 50 mM (pH 7.9), DTT 10 mM, FBP 1.5 mMy CaC12 0.15 mM, conteniendo
concentraciones crecientes de urea (V=0.2 m1). La actividad cataiitica
se determinó sobre una aiiguota (0.6 ug) en presencia de DTT5 mM,aitaconcentración de FBP y Mg + (2.5 mMy 10 mMrespectivamente) y urea 80
mM(V=1 mi). Actividad contro] (incubación por 24 hs. sin urea): 85
umoïes de Pi 1iberados. min-l.mg-1.
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[05(BÁ)

Preincubación Tiempo(horas)
1.5 24

IJ
r DTT 2 0.35
e
a DTT/FBP/Ca++ 2.2 2.2

DTT/FBP/Ca++/NaTCA 1.25 l. l

Tabia V. Acción de 10s moduiadores sobre 1a estabiiidad de 1a CFBPasa.
La enzima fue preincubada durante tiempos variabies en presencia de
concen raciones crecientes de urea y según se indica DTT10 mM,FBP 1.5
mM, Ca + 0.15 mM y NaTCA 0.18 M. La actividad se determinó sobre
aiicuotas tai comoen ias figuras 46 y 47. Los vaiores de Io 5
representan 1a concentración de urea a 1a cua] se obtiene e] 50%de 1a
inhibición de 1a actividad enzimática.
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Efecto de la urea sobre la fluorescencia intrínseca de la
CFBPasa.

Las caracteristicas conformacionales de la enzima
durante los experimentos de desnaturalización y
renaturalización fueron analizadas a través de los cambios
en la fluorescencia intrínseca de la CFBPasa.

La forma madura de la CFBPasa de trigo posee tres
triptofános y 18 tirosinas. En la enzima nativa, el máximo
de emisión a 334 nm sugiere un entorno no acuoso rodeando a
estos cromóforos (figura 48). En presencia de urea 8 Mel
espectro de emisión mostró un máximo a 343.5 nm. Este
desplazamiento hacia el rojo es característico de la pérdida
de la estructura terciaria de las proteínas que conlleva a
la exposición al solvente de los residuos triptofáno por
cuanto el máximode emisión del triptofáno en agua es 350
nm. La concentración de urea condicionó la velocidad con que
varia el entorno de rodea los cromóforos intrinsecos. En
urea 8 M, la desnaturalización de la CFBPasa fue
prácticamente instantánea: el máximode emisión del espectro
fue 342.5 nm y 343.5 para el espectro medido de inmediato y
a los 40 minutos respectivamente. En cambio, los máximosde
emisión fueron 339 nm y 342.5 nm después de 10 y 30 minutos
de incubación, respectivamente en presencia de 6 Murea.

Comolos moduladores podrían estabilizar determinadas
regiones contrarrestando el efecto desnaturalizante de la
urea monitoreamos su efecto sobre el máximode emisión. La
incubación a 23°C durante 16 horas en presencia de DTT,
produjo un máximode emisión a 337 nm, el cual se desplazó
hacia el rojo por el agregado de concentraciones crecientes
de desnaturalizante. El cambio significativo ocurrió a 6 M
urea, alcanzando valores de 344 nm. Para provocar estos
cambios en la fluorescencia fue necesaria una concentración
de desnaturalizante 10 veces mayor que 1a utilizada para la
inactivación de la enzima. A modocomparativo las figuras 49
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y 50 incluyen los resultados obtenidos en los experimentos
de actividad: la actividad enzimática y la fluorescencia
intrínseca alcanzaron la mitad del valor inicial a 0.35 My
4 M urea, respectivamente (figura 49). El valor deIÁ 0.5
indica la concentración de urea a la cual se obtiene el 50 %
del desplazamiento del máximo de emisión de fluorescencia
intrínseca. En presencia de FBPy Ca2+ 50 %de inactivación
ocurrió a 2.2 M urea, en tanto que un cambio similar en la
fluorescencia fue obtenido con 6 M urea. Los valores
condensados en la la tabla VI muestran que el FBPy el Ca2+
aumentaron la concentración de urea necesaria para lograr
tanto la inactivación como el cambio en la fluorescencia
intrínseca. En conclusión ambos moduladores contribuyen a
estabilizar la estructura terciaria de la CFBPasa. Estos
resultados mostraron además que la pérdida de actividad
enzimática precede a los cambios conformacionales, por lo
que habria una mayor flexibilidad conformacional en el
sitio activo de la enzima que en la molécula comoun todo
(Tsou, 1993).
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1a CFBPasanativa y desnaturaiizada.
La enzima (5 pg) fue agregada a una soiución que contenía Tris-HC] 30 mM
(pH 7.9) y cuando se indica 8 M urea. Voiúmen fina]: 3 mi. Luego se
reaiizó e] espectro de emisión de fiuorescencia excitando a 280 nm. E1
espectro de 1a enzima en urea 8 M representa e] de 1a enzima
desnaturaiizada. Todos ios espectros fueron corregidos sustrayendo un
espectro de 1a soiución que contenía 10s agregados exceptuando 1a
enzima.

Figura 48. Espectro de emisión de
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Figura 49. Efecto diferencia] de 1a urea sobre 1a CFBPasa.
La desnaturaiización se anaïizó mediante cambios en 1a actividad
enzimática (-B--u-) y e] despiazamiento de] A ¿X de f1uorescencia
intrínseca (-A--4-). La enzima (3 ug/mi) se incubo en presencia de Tris
HC1 50 mM(pH 7.9),cDTT 5 mM y concentraciones variabies de urea,
durante 24 horas a 23 C. Luego se determinó su espectro de fiuorescencia
intrínseca (- -- -), excitando 1a muestra a 280 nm (V=3 m1). Todos ios
espectros fueron corregidos sustrayendo un espectro bianco en e] cua] se
hicieron ios mismos agregados exceptuando 1a enzima. Para 1a
determinación de 1a actividad enzimática se procedió comoen 1a figura
46.
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Figurïi 50. Efecto de] FBPy e] Ca2+ sobre 1a desnaturaïización de 1a
CFBPasa mediada por urea. La enzima (3 ug/mi) fue incubada en
presencia de Tris-HC] 50 mM(pH 7.9), DTT 5 mM, FBP 1.5 mM, CQCÏZ 0.15
mMy concentraciones variabies de urea, durante 24 horas a 23 C. Luego
se determinó e] espectro de fiuorescencia intrínseca (-A--4-), excitando
a 280 nm (V=3 m1). Todos ios espectros fueron corregidos sustrayendo un
espectro bianco en e] cua] se hicieron 10s mismos agregados exceptuando
1a enzima. Para 1a determinación de 1a actividad enzimática, 3 ug de
enzima se incubaron en 1as mismas condiciones durante 1.5 y 24 horas, a
23 C (V=0.2 m1) y 1a actividad remanente fue medida como se expïica en
1a figura 47 (-o--h-).
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I0.5 7»0.5

Preincubación 24 horas
ll
r DTT 0.35 4
e

a I DTT/FBP/Ca++ 2.2 6

Tabia VI. Efecto de 1a urea sobre 1a actividad y fiuorescencia
intrínseca de 1a CFBPasa.
Ei cambio reiativo en e] despiazamiento dei máximode emisión se anaiizó
a partir de ios espectros de emisión de fiuorescencia excitando a 280
nm. E1 vaior de 710 5 indica 1a concentración de urea a 1a cua] se
obtiene ei 50%dei despiazamiento dei máximode emisión de fiuorecencia
intrínseca. Se consideró 100%de cambio reiativo a1 máximode emisión de
1a enzima en ausencia de urea. Los datos corresponden a ios experimentos
descriptos en ias figuras 49 y 50. E1 vaior de Io. representa 1a
concentración de urea a 1a cuai se obtiene ei 50% ge 1a actividad
enzimática inicia].

Efecto de la urea sobre la absorbancia de la CFBPasa al
Ultravioleta.

Otra alternativa para caracterizar los cambios
conformacionales de la CFBPasa de trigo producidos por la
urea fue el análisis de los espectros de absorbancia en el
ultravioleta. La absorción de las proteinas en el rango de
230-300 nmestá determinada por las cadenas laterales de los
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aminoácidosaromáticos tirosina, triptofáno y fenilalanina.
Los espectros de absorción de los estados nativo y
desnaturalizado aportan pequeñas diferencias que son
demasiado complejas para establecer la contribución
individual de cada aminoácido. Sin embargo, estos espectros
son sumamente útiles para detectar los cambios
conformacionales de las proteinas.

El espectro de absorción de la CFBPasafue determinado
en presencia de los moduladores (FBP 1.5 mM, Ca2+ 0.15 mM)y
de urea (6 M) y los datos transferidos a una computadora. La
cuarta derivada de los mismos fue obtenida mediante un
programa en lenguaje Pascal, desarrollado en el laboratorio
(M.A. Ballicora). La enzima nativa presentó dos picos
mayoritarios (290 nm y 279 nm) y un pico pequeño (286 nm)
(figura 51). El agregado de FBPy Ca2+ desplazó uno de los
máximos hacia el azul: de 279 nm hasta 277.8 nm. El espectro
de la CFBPasa en presencia de urea 6 M presentó 3 máximos
bien definidos, uno a 291.2 nm, otro a 277 nmy el tercero,
de gran intensidad, a 284.5 nm. Mientras el primero se
desplazó levemente hacia el azul (290 nm), los dos restantes
permanecieron invariables por la presencia de FBPy Ca2+.
Congruente con los estudios previos, los resultados
obtenidos con este protocolo alternativo corroboran que los
moduladores y los perturbantes proteicos median en la
formación de diferentes estados conformacionales.
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Figura 51. Anáïisis de 1a cuarta derivada de1 espectro de 1a CFBPasaen
e] u1travio1eta. La enzima (100 ug) fue incubada durante 5 minutos en
una so1ución que contenía Tris-HC] 30 mM (pH 7.9) y según se indica
urea 6 M, FBP 1.5 mM y CaCÏZ 0.15 mM(V=0.4 m1). Cada espectro se
registró tres veces, Ios datos se transfirieron a una computadoray 1a
cuarta derivada fue caïcuïada a partir de] promedio de 105 tres
espectros.
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Estados conformacionales de la CFBPfiAdetrigo

El análisis del fenómeno de desnaturalización de la
CFBPasa de trigo mediado por urea, ha permitido la
caracterización de cuatro posibles estados conformacionales
de la enzima, dependientes de la presencia de FBPy Ca2+z
E0, El, E2 y E3.

DTT E1 red.act.

?

++E0 inact."">DTT/FBP/ca "" '—>El red.act.'-’>32red. act.

/Ca +/NaTCA

donde Ex representa un posible estado conformacional de la
enzima.

La diferente susceptibilidad a la urea que presentaron
estas formas reducidas activas El, E2 y E3 indica
claramente la existencia de estructuras tridimensionales
distintas. En ellas los estados E2 y E3 representarian las
conformaciones estabilizadas por los moduladores.

análisis cinéticos y
estructurales realizados con la CFBPasa de
(Ballicora, M.A and Wolosiuk, R.A. (1994)) indicaron la
existencia de tres formas enzimáticas oxidadas diferentes,

Es destacable que los
espinaca

la enzima nativa inactiva (E'O), susceptible de ser
desnaturalizada irreversiblemente por NaTCA; la enzima E'l

2+ y

la forma E'2 cuyas caracteristicas estructurales se originan
originada por la incubación de la forma E'O con FBPy Ca
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por incubación de E’l con NaTCA(o cosolventes). Estas tres
formas enzimáticas oxidadas fueron sustrato para la
reducción por DTT, lo cual generó con diferentes
velocidades una forma reducida cataliticamente activa, E'3.
Esta forma reducida E'3 representaría uno o varios estados
reducidos activos de la CFBPasa. Más aún, experimentos
posteriores (Mora Garcia, S. and Wolosiuk, R.A. (1996))
demostraron que en presencia de DTT, la Trx-f activa
preferencialmente a la forma E'o, en tanto la acción
concertada del FBPy el Ca2+lleva a la aparición reversible
de la forma E'l, cuya actividad es estimulada con mayor
eficiencia por la Trx-m y Trxs bacterianas. En este punto,
el NaTCA o el 2-propanol llevan a la CFBPasa a una
conformación productiva E’2, en lugar de desnaturalizarla,
de modo que la activación de la enzima por Trxs bacterianas
es indistinguible de la activación por Trx-f.

Las formas cataliticamente activas que se originaron
por reducción mediada por DTTy Trx (E'3) podrian ser una o
varias especies diferentes. En apoyo de esta última
hipótesis, los experimentos de desnaturalización mediadapor
urea indicarian la existencia de tres especies reducidas y
activas B1, E2 y E3 representantes de tres formas
conformacionales diferentes .

Estructura cuaternaria de la CFBPasaen presencia de urea

A fin de establecer la estructura cuaternaria en
presencia de urea y DTT, la enzima fue primero incubada
durante 4 horas a temperatura ambiente en Tris HCl 50 mM
(pH 7.9), DTT 5 mM, EGTA 0.05 mMy 4 M urea y luego
analizada mediante filtración molecular. El perfil de
elución en Superosa 12 mostró solamente la presencia de la
forma monómerica (figura 52). Según la fig.46, dicha
concentración de urea inactiva a la enzima después de 3

incubación. Estehoras de resultado indica que la
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inactivación mediada por 1a urea se deberia a la disociación
en las respectivas subunidades. Tomadosen conjunto, los
resultados indican que los cambios en la fluorescencia
intrínseca evidencian la desnaturalización de la CFBPasa.
Sin embargo, concentraciones mucho menores del perturbante
provocan la pérdida de la actividad catalitica. Sobre estas
bases, la alteración del dominio implicado en la catálisis
precede a la modificación de la estructura total. Este hecho
refleja claramente la flexibilidad diferente de los dominios
que componen la CFBPasa (Tsou, 1993).

A l
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Figura 52. Análisis del peso molecular de la CFBPasaen presencia de
urea 4 M.

(A) La CFBPasa fue incubada en Tris-HCl 50 mM(pH 7.9) conteniendo DTT 5
mM, EGTA 50 #M y urea 4 M, durante 4 horas a 23 C y sembrada en una
columna de Superosa 12. La flecha indica la posición de BSA(66 kDa).
(B) Alicuotas de las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE(11%).
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RENATURALIZACION DE LA CFBPasa

La actividad enzimática depende de la integridad
conformacional de la enzima y por ello es un parámetro
inequivoco de la obtención del estado funcional. La
recuperación de las funciones biológicas es un indicador de
la reversibilidad del plegamiento. Por ello el fenómenode
renaturalización de la CFBPasa fue estudiado siguiendo la
actividad catalitica luego de la remoción del
desnaturalizante. A altas concentraciones de urea este
proceso implica el ensamblado de los monómerosinactivos (E)
en el tetrámero con actividad catalitica (E4)

4 E (inactiva)< -------- -->E4 (activa)

Del variado númerode factores capaces de afectar la
reestructuración de una proteina, estudiamos el efecto del
pH y los moduladores sobre el plegamiento de la CFBPasa. La
enzima, incubada en presencia de urea 6 M y DTT lo mM,
durante 140 minutos a 37°C fue diluida 25 veces, en
soluciones de Tris-HCl 30 mM(pH 7.9) o Acetato de sodio 30
mM(pH 5.5) ambas conteniendo el reductor. La actividad
enzimática fue analizada a altas concentraciones de FBPy
Mgz+. La figura 53 muestra que la CFBPasa alcanzó la máxima
actividad especifica (38.4 U/mg) 30 minutos despues de la
dilución a pH 5.5 y la mantuvo durante las siguientes 3
horas. Por el contrario, a pH7.9 la actividad catalitica no
superó el 20-25%de la actividad máxima. sin embargo, la
posterior acidificación de esta solución indujo un aumento
brusco en la actividad catalitica evidenciando un efecto
positivo de la concentración de protones sobre la formación
del estado funcional.
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Teniendo en cuenta el efecto estabilizador del FBPy el
Ca2+sobre la estructura de la CFBPasa, se efectuaron los
experimentos de renaturalización en presencia de estos
moduladores. Siguiendo el esquema del experimento anterior
la enzima desnaturalizada en urea fue diluida en Tris-HCl
(pH 7.9) conteniendo FBP 1.5 mMy Ca2+ 0.15 mM. Notablemente
ambos metabolitos a pH 7.9 produjeron un efecto similar al
obtenido a pH 5.5 (actividad especifica: 34 U/mg) con una
cinética practicamente idéntica (figura 54).

El ensamblado de los monómeros de la CFBPasa en la

forma tetramérica funcional fue logrado por dos caminos que,
aparentemente, implican mecanismosdiferentes. En el primero
la protonación de las cadenas laterales de los residuos de
aminoácidos causó la agregación de la enzima. En el segundo,

modificación de lasdos moduladores mediaron la
interacciones no-covalentes que contribuyeron a la
estabilización de la enzima. Aunque es evidente que,
removidoel perturbante, la recuperación de la actividad
catalitica siguió dos caminos diferentes, es desconocidosi
las conformaciones activas que se obtienen son similares.

ackoo'co

Y“.Acoulo do Na pH 5.5

Actlvldad(%)

Trio HCI pH 7.9

( ú 1& 1% 2m
Tiempo (minutos)

Figura 53. Efecto de] pH sobre e] "refoiding" o renaturalización de la
CFBPasa. La enzima se incubó a 37 C durante 140 minutos en presencia de
Tris-HCi 30 mM (pH 7.9), DTT 10 mM¿ EGTA 0.4 mMy urea 6 M. Alicuotas
(25 ug) fueron diluidas 25 veces a 24 C, en (i) Tris-HCi 30 mM(pH 7.9),
DTT 5 mM; (ii) acetato de sodio 30 mM(pH 5.5), DTT 5 mM. Cuando se
indica se agregó ácido acético hasta pH 5-6. Luego de ia dilución
(tiempo cero) se midió 1a actividad cataiitica sobre Siicuotas, enpresencia de DTT5 mMy altas concentraciones de FBP y Mg + (V=0.2 mi).
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Figura 54. Efecto de moduiadores y anticuerpos sobre ei "refoiding" de
ia CFBPasa. La enzima se incubó a 37 C durante 2 horas en presencia de
Tris-HCi 30 mM(pH 7.9), DTT 10 mM, EGIA 0.4 mMy urea 6 M. Aiicuotas
(20 pg) fueron diiuidas 25 veces, a 23 C, en Tris-HC] 30 mM(pH 7.9),
DTT 5 mMconteniendo (i) FBP 1.5 mMy Ca2+ 0.15 mM; (ii) Ab-GST-CFBPasa
(1/180); (iii) suero contro]. Cuandose indica se agregó ácido acético
hasta pH 5-6. Luego de ia diiución (tiempo ce o) 1a actividad cataiitica
se midió a aitas concentraciones de FBP y Mg + en presencia de DTT5 mM
(V=0.2 mi).
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CONCLUSIONES

El conocimiento actual sobre las CFBPasas
cloroplásticas se basa principalmente en los estudios
realizados con las enzimas purificadas a partir de hojas de
colza, espinaca y arveja. La ausencia de modificaciones
postraduccionales en las enzimas cloroplásticas permite que
los sistemas procarióticos de sobreexpresión representen una
alternativa adecuada para la obtención de grandes cantidades
de proteinas. Durante la segunda parte de la tesis, hemos
sobreexpresado a la CFBPasa de trigo, en forma soluble y
libre del extremo GST, mediante la utilización de un nuevo
vector de expresión: el plásmido pET-22. Este sistema
permite clonar los genes de interés bajo el control
inducible de las señales fuertes de transcripción y
traducción del bacteriófago T7. La proteina clonada puede
alcanzar, en pocas horas de inducción, hasta el 50 %de la
proteina celular total. De esta manera hemosrecuperado de
los lisados de E. coli, grandes cantidades de la proteina
soluble constituida por la secuencia aminoacídica de la
CFBPasade trigo en la cual faltan los 20 aminoácidos del
extremo amino terminal de su forma madura. La producción de
esta proteina recombinante superó las limitaciones causadas
por la formación de cuerpos de inclusión no solo por
particionar en la fracción soluble sino tambien por poseer
una actividad catalitica similar a las obtenidas con arveja,
espinaca y colza.

La enzima purificada se comportó como un homotetrámero
de peso molecular c.a 160000, tal como las enzimas
cloroplásticas purificadas de hojas. La actividad catalitica
fue potenciada por un agente reductor como el DTT en
presencia de altas concentraciones de FBPy Mg2+,en tanto
que a bajas concentraciones de estos metabolitos fue
necesaria la presencia previa de los moduladores DTT, FBPy
Ca2+. Es importante destacar que la Trx de E. coli y la Trxf
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de espinaca activan a la enzima de trigo durante los ensayos
en dos etapas. Aún más, agentes no fisiológicos como el
NaTCAy el 2-propanol potenciaron esta activación ya que a
FBP 1 mM, Ca2+ 0.05 mMy en presencia de DTT, se obtuvieron
los máximosvalores de actividad enzimática.

Cabe destacar que, aunque la enzima carece de los 20
aminoácidos del extremo N-terminal, las propiedades
estructurales y cataliticas de la CFBPasa de trigo fue
semejante a las observadas con las contrapartes de arveja,
colza y espinaca. Sobre esta base diseñamos los experimentos
con la forma truncada de la proteina madura a fin de
analizar la importancia de esta región de la proteina sobre
las caracteristicas cinéticas y estructurales de la CFBPasa.
Estos resultados permiten concluir que el aporte del extremo
amino-terminal a la estructura tridimensional funcional y
por lo tanto a la actividad catalitica es minimoo nulo. Sin
embargo podria extenderse a otras CFBPasas porque la
comparaciónde las estructuras primarias reveló que el
extremo N-terminal es la región donde difieren notablemente
tanto las cloroplásticas comolas no-cloroplásticas.

En las secciones precedentes se ha analizado el efecto
estabilizador de los moduladores FBP y Ca2+ sobre la
estructura de la CFBPasa y por lo tanto su relación con el
fenómenode activación que estos metabolitos ejercen ig
vit; . Con el objetivo de detectar diferentes estados
conformacionales de la enzima en presencia de dichos
moduladores, se utilizaron las propiedades desnaturalizantes
de la urea para el estudio del plegamiento de la CFBPasa. El
comportamiento diferencial que los moduladores provocan en
la respuesta de la CFBPasaa la desnaturalización por urea
indica la existencia de estados conformacionales diferentes.
En base a las propiedades cinéticas y espectrales se han
discriminado cuatro estados conformacionales de
caracteristicas distintas: 1) un estado nativo inactivo (Ei)
susceptible de ser activado; 2) un estado reducido activo
(E0) de corta vida media debido
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posiblemente a la reoxidación al aire favorecida por el pH
alcalino; 3) un estado reducido activo, estabilizado por la
presencia de moduladores fisiológicos como el FBPy el Ca2+
(El) y 4) un estado reducido activo (E2), estabilizado por
el FBP y el Ca2+, que en presencia del modulador no
fisiológico NaTCAmostró mayor susceptibilidad a la urea
(E3). Es importante remarcar que la inactivación causada por
el tratamiento de la enzima por 4 horas con urea 4 M
correlaciona con la pérdida de su estructura cuaternaria. En
estas condiciones la CFBPasa es un monómero sin función
catalítica. Sin embargo, después de 24 horas en presencia de
concentraciones de urea menores de 2 M la enzima fue
inactivada aunque la estructura cuaternaria, caracterizada
por ensayos de fluorescencia, no sufriera modificaciones.
En conjunto los resultados obtenidos son congruentes con una
mayorflexibilidad, y por lo tanto mayor inestabilidad, del
sitio activo con respecto al resto de la molécula (Tsou,
1993).
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ANTICUERPOS Y ANALISIS ESTRUCTURAL

Las interacciones proteina-proteina representan una
alternativa experimental para el estudio de la estructura y
la conformación de las proteinas. En este sentido, la
reacción de los anticuerpos con los epitopes expuestos del
antígeno constituye una herramienta adecuada para el
análisis de los cambios conformacionales de las enzimas. Si
bien las enzimas pueden ser inhibidas por sus
correspondientes anticuerpos, es posible generar anticuerpos
que interactúen con los dominios que no participan del
centro activo y en consecuencia no modifican la actividad.
En el curso de esta tesis fueron preparados varios
anticuerpos con las CFBPasaspurificadas a homogeneidad cuya
especificidad fue determinada en los ensayos de Western
Blot. Sin embargo, la efectividad para influir sobre la
actividad de la CFBPasafue altamente variable.

A) REACCION CRUZADA INTERESPECIFICA DE UN ANTICUERPO
MONOCLONAL DIRIGIDO CONTRA LA CFBPasa DE >CLOROPLASTOS DE
TRIGO

Las estructuras primarias deducidas a partir de cDNA
(Carrasco, et al., 1994; Horsnell and Raines, 1991; KoBmann
et al., 1992; Raines et al., 1988; Rodriguez Suárez and
Wolosiuk, 1993) y la única establecida mediante la
degradación de Edman(Marcus and Harrsch, 1990) revelaron
que las CFBPasasson proteinas homólogas, relacionadas en
tamaño. En contraste con la variedad de secuencias
aminoacidicas, los datos concernientes a las propiedades
cinéticas y estructurales se circunscriben a las enzimas
aisladas de espinaca (Wolosiuk et al., 1993), arveja
(Carrasco, 1994) y colza (Rodriguez suarez and Wolosiuk,
1995).
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A pesar de que los anticuerpos generados contra la
CFBPasade espinaca inmunoreaccionan con sus contrapartes de
arveja (Fonollá et al., 1994), trigo (Raines et al., 1988) y
colza (Rodriguez Suárez and Wolosiuk, 1993), los anticuerpos
policlonales no son idóneos para establecer epitopes
comunes, ya que reconocen varios sitios antigénicos. Los
anticuerpos monoclonales preparados por Hermoso y
colaboradores (1990) reaccionan en forma cruzada con la
enzima de espinaca y la de arveja, pero faltan datos con
respecto a las CFBPasas de otros origenes. En función de
estos datos fue de interés establecer regiones especificas y
precisas con anticuerpos monoespecificos. La proteina de
fusión entre la GST y la CFBPasade cloroplastos de trigo,
obtenida durante la presente tésis, fue utilizada en la
preparación de un anticuerpo monoclonal inmunoreactivo con
la porción CFBPasade la proteina quimérica, la CFBPasade
trigo y la CFBPasade otras hojas.

La inmunización de ratones que se llevó a cabo con
dicha proteina de fusión, generó varios hibridomas
fuertemente positivos, de los cuales se seleccionó uno al
que se denominó F10. Este clon fue seleccionado por su alta
reactividad con la GST-CFBPasapero absoluta inefectividad
en el reconocimiento de la GST(figura 55). A partir de un
ensayo de doble inmunodifusión (Outcherlony) llevado a cabo
con inmunoglobulinas especificas (dato no mostrado) se
concluyó que el isotipo del anticuerpo monoclonal F10 era
IgGl. Aparentemente este anticuerpo reconoció
especificamente a la porción CFBPasa de la proteina de
fusión porque la reacción positiva obtenida con
preparaciones homogéneas de CFBPasade espinaca y colza
coincidió en análisis de Western Blot con la posición de la
subunidad de la enzima (0.a 40 kDa) (figura 55). Además, en
apoyo de esta observación, tambien fueron detectadas
proteinas de 42 kDa en preparaciones crudas de hojas de
otras variedades de trigo (Triticum speltaI T. duruml I.
aestivum) (datos no mostrados). Estos resultados indican
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claramente la existencia de un epitope comúnno solo en las
CFBPasas de arveja y espinaca (Hermoso et al., 1990) sino
también en otras CFBPasasde origen filogenético diferente 
Poaceae (trigo), Chenopodiaceae (espinaca) y Brassicaceae
(colza)-. En conjunto con las estructuras primarias y el
tamaño de las subunidades, estos datos indican que las
CFBPasasSOI']enzimas estructuralmente relacionanadas.

A pesar de reconocer especificamente a las CFBPasas
cloroplásticas en ensayos de Western Blot, el anticuerpo
monoclonal no inhibió la actividad enzimática de la CFBPasa
de trigo (datos no mostrados).

,cc b “c FL

.——._.—...- _.._._ __.

Figura 55. Análisis por Inmunoblot de la CFBPasa. Después
del SDS-PAGEde 1 ug de la CFBPasapurificada, se realizó el
ensayo de Western blot utilizando el anticuerpo monoclonal
F10 y un segundo anticuerpo, IgG anti-ratón biotinilado. La
reacción se reveló con estreptoavidina unida a fosfatasa
alcalina. carril a: CFBPasa de espinaca, carril b: CFBPasa
de colza, carril c: CST-CFBPasa,carril d: CFBPasade trigo.
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B) CFBPasa DE ESPINACA: INHIBICION DIFERENCIAL DE LA
ACTIVIDAD POR UN ANTICUERPO POLICLONAL HOMOLOGO.

Los estados conformacionales de la CFBPasa generados
durante la activación por los moduladores (FBP, Ca2+, DTT,
NaTCA,Trx) serian los responsables del aumento de la
actividad enzimática. Con ello variaria la afinidad de
anticuerpos especificos y en consecuencia la modificación de
la actividad seguiría perfiles diferentes.

El anticuerpo policlonal preparado en conejos contra la
CFBPasade espinaca, fue ensayado con la enzima de espinaca
nativa y con la enzima previamente incubada con DTT, FBP,
Ca2+y Trx. La inhibición que ejerce el anticuerpo sobre la
actividad de la enzima depende de su estado de activación

y tabla VII, columnas 1 y 3) y de la
concentración de FBPy Mg2+utilizados durante la catálisis
(figura 56

(figura 56 y tabla VII, columnas 1 y 2) ya que los valores
de Io_5 son diferentes cuando la enzima ha sido activada y
cuando se mide su actividad catalitica en altas o bajas
concentraciones de FBP y Mg2+. Esto sugiere que la
interacción proteina-proteina es diferente si la enzimafue
activada y si la catálisis se mide en presencia de
concentraciones diferentes de M92+ y FBP. El efecto es
similar tanto si la enzima se preincuba con el anticuerpo
previamente a la catálisis (esquema III, A) como si se
adiciona durante la catálisis (esquema III, B). Estos
resultados indican que la capacidad de interacción entre la
CFBPasade espinaca y su anticuerpo homólogo, dependeria de
cambios conformacionales causados por la acción de sus
moduladores que se traducirian en la exposición al solvente
de superficies diferentes sobre la enzima.
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Esquema III
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Figura 56. E1 efecto inhibitorio de anticuerpos poiicionaies se
determinó sobre 1a CFBPasa purificada a homogeneidad a partir de hojas
de espinaca, según e] Esquema III. En e] caso (A) 1a enzima se preincubó
con e] anticuerpo antes de medir su actividad cataiitica y en e] caso
(B) se determinó dicha actividad cataiitica directamente en presencia
dei anticuerpo. E1 desarroiio de 1a catáïisis se anaiizó tanto a bajas
como a a1tas concentraciones de FBPy Mgz+. La actividad cataiitica de
1a enzima nativa se determinó a a1tas concentraciones de dichos
moduiadores.

CFBPasaactivada -A--A- catáiisis a aitgs concentraciones de
¿Er-Gi FBP (3 mM) y Mg + (10 mM)

-o--c» catáiisis a bajas concentraciones de
-a--s- FBP (1 mM) y Mg + (1 mM)

CFBPasanativa 3m—-4-catáiisis a aitas concentraciones de
-fi--A- FBP (3 mM) y Mg + (10 mM)
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Tabla VII

Inhibicióndc la actividad chrosa-1,6-bisfosfalaxa

' ('F'BPasa) dc espinaca por cl p _
.,.....................................................................\._...........................¿anticuerpo homÓIOgo ...........Á.-------.:........................ ....................................................

FBPma

Agregado del Ab Activada Nativa

Alto Bajo Alto

A 1/200 1/562 1/800

B 1/300 1/6300 1/1000
I

Tabia VII. Se indican 10s valores de IO 5 obtenidos en ios experimentos
descriptos en 1a figura 56. Dichos va ores representan 1a dilución de
anticuerpos a 1a cuai se obtiene e] 50%de 1a inhibición de 1a actividad
cataiitica de 1a enzima en ias condiciones indicadas.

En el caso de la CFBPasa de trigo, el anticuerpo
policlonal preparado contra la proteina de fusión GST
CFBPasadescripta en la primer parte de esta tesis, carece
de efectos, positivos o negativos, sobre la renaturalización
de la CFBPasa(fig. 54). Además, a pesar de existir epitopes
antigénicos, reconocidos en ensayos de ELISAy Western Blot
por el anticuerpo monoclonal y por el policlonal, la
interacción de éstos con la CFBPasa de trigo no produjo
efecto inhibitorio sobre la actividad enzimática.
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C) PROTEINA DE FUSION DE 35 KDA

En el centro de la estructura primaria las CFBPasas
contienen una secuencia aminoacidica cuyo grado de identidad
es casi total.

—Arg-Cys-Val-Va1—Asn-Val-Cys-Gly- espinaca

trigo, colza, papa,-Arg—Cys-I1e-Val-Asn-Val-Cys-Gly
arabidopsis

Por el contrario, la homologia es extremadamente baja
en la región que la precede. Aparentemente, esta región
denominada170'S loop, está involucrada en la activación por
luz via sistema Ferredoxina-Tiorredoxina.

La estructura cristalográfica de la CFBPasa de
cloroplastos de espinaca (Villeret et al., 1995), mostró que
el 170'S loop está insertado entre los residuos Leu 153 y
Gln 154 de la FBPasa de riñón de cerdo como una protrusión
expuesta al solvente que no interacciona con las restantes
subunidades (Marcus, Moberly and Labtshaw, 1988). La
secuencia parcial del gen de la CFBPasa de trigo
correspondiente a los aminoácidos 190 al 260 fue preparada
mediante técnicas de PCR y análisis de restricción. Este
fragmento de ADNfue expresado en B. coli en forma de
proteina de fusión con la GST, la cual fue purificada
mediante cromatografía de afinidad. Con esta proteina de
fusión se procedió a preparar un anticuerpo policlonal en
conejos.
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Clonado y expresión de la proteina de fusión de 35 kDa.

La secuencia nucleotidica que codifica para el 170'S
loop fue amplificado por PCRsobre el cDNA del gen de la
enzima de trigo contenido en el plásmido Bluescript. El
sitio de restricción para la enzima BamHIse incluyó en el
oligonucléotido correspondiente al extremo 5', en tanto que
el sitio de restricción para EcoRI se incluyó en el
correspondiente al 3'. El fragmento amplificado se clonó
direccionado en los sitios BamHI-EcoRIdel polilinker del
vector de expresión pGEx-ZT. Se transformó la cepa DHSaF'IQ
por electroporación y los clones obtenidos se caracterizaron
por análisis de restricción.

La expresión de la proteina de fusión de 35 kDa se
indujo con 0.1 mM IPTG según se ve en la figura 57. Esta
proteina permanece practicamente en la fracción insoluble
correspondiente a los cuerpos de inclusión. Su purificación
se inició a partir de un precipitado de bacterias inducidas,
resuspendidas en Tris HCl 10 mM(pH 8): NaCl 150 mM; EDTA5
mMy tratadas con lisozima, DTT 5 mMy N-Lauroylsarcosina
1.5%. Luego de sonicar y centrifugar esta preparación se le
agregó al sobrenadante Tritón X-lOO 3%y se lo sembró en
una columna de GSH inmovilizado en agarosa. La proteina de
fusión se eluyó en presencia de DTT, Tritón x-100 y GSH5 mM
(Frangioni and Neel, 1993). Las fracciones enriquecidas en
la proteina de 35 kDa, volvieron a sembrarse en una columna
de GSH-agarosaobteniéndose una fracción proteica pura (0.65
mg/ml) que se utilizó en la preparación de un anticuerpo
policlonal. Dicho anticuerpo policlonal reconoce a la GSTde
S. japonicum, a la proteina de fusión GST-CFBPasade 65 kDa,
a la CFBPasa recombinante de trigo y en menor medida a la
CFBPasade cloroplastos purificada a partir de hojas de
espinaca.

En experimentos de activación de la CFBPasade trigo
con NaTCA, el anticuerpo contra la proteina de 35 kDa no
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reveló ningún efecto significativo sobre el proceso de
activación (figura 58). Este anticuerpo también fue incapaz
de impedir la activación enzimática mediada por la Trx de E;
99;; o la Trx-f de espinaca (figuras 59 y 60). En cambio,
el anticuerpo policlonal preparado contra la CFBPasa de
espinaca es capaz de disminuir 70%la actividad catalitica
de la enzima de trigo (véase figura 61).

Figura 57. Expresión de 1a proteína de fusión de 35 kDa. Anáïisis por
SDS-PAGE(11%) de 1as proteínas de E. coli inducidas con IPTG, que
expresan 1a proteína de 35 kDa.

1 Proteínas soïubïes de] cuïtivo inducido.
Proteínas soïub1es de] cu1tivo sin inducir.
Fracción insoïuble o cuerpos de inc1usión, de] cuïtivo
inducido.

(4) Proteínas totaïes de] cuïtivo inducido.

(2
(3

Vvv



APENDICE l

Actividad(%)

1 2 3

fi controlÉ Abcontrolm Ab2K

Figura 58. La CFBPasa (1 ug) se incubó durante 2 horas a 24°C en
presencia de Tris-HCI 50 mM(pH 7.9) y una diiución 1/14 de ios
anticuerpos poiicionaies (i) contro], (ii) Ab2K, contra e] fragmento
"extra" de ias CFBPasas autotróficas. Luego se agregó a 1a enzima una
mezcia de activación que contenía DTT (5 mM), FBP (1 mM), CaC] (50 uM)
y NaTCA (0.21 M) (V=50 ui) con 1a cua] se incubó durante 3 minutos
(V=50#1). Finaimente se eterminó 1a actividad remanente a bajas
concentraciones de FBP y Mg + durante 10 minutos (V= 1 m1).
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Figura 59. La enzima (5 ug) se incubó durante 30 minutos a 24°C en
presencia de Tris-HC] 50 mM(pH 7.9) y (i) Ab2K (1/10), (ii) suero
norma] (1/10) (V=45 #1). Luego se agregó a 1a soiución de enzima DTT5
mMy Trx de E. coii (2.5 uM) en ios casos indicados (V=50 #1). Se
incubó durante 30 minutos y se determinó 1a actividad cataiitica
agregando una soiución que contenia bajas concentraciones de FBPy Mg+
(V=250 ui).
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Actividad(%)

1 2 3

fi AbcontrolÉ Ab2k control

Figura 60. E1 experimento se reaiizó como e] de 1a figura 58. La
diferencia radica en que 1a enzima se activó en presencia de DTT5 mMy
Trx-f de espinaca (2.5 uM).
Bianco sin Trx-f: actividad: 0%

con Trx-f: actividad contr01= 100%(12.9 U/mg)
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120
Ab

GST-FBPasa

Actividad(%)

Figura 61. ia CFBPasa (4 ug) se incubó por una hora a 24°C en presencia
de tris-HC] 50 mM (pH 7.9) y una diiución 1/20 de ios anticuerpos
poiicionaies contra (i) BST-CFBPasa, (ii) CFBPasa de espinaca, (iii)
GST. Luego se determinó 1a actividgd remanente en presencia de DTT5 mMy aitas concentraciones de FBP y Mg+ (V=0.2 m1).
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