LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Facultad de Ciencias
ESCUELA DE BIOQUiMICA

Profeosor Patrocinante
DR. ALEJANDRO J. YANEZ C.

Instituto de Bioquimica
Facultad de Ciencias

FUNCION DE LOS EXTREMOS CARBOXILO Y AMINO TERMINAL DE
FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA DE RINON DE CERDO EN SU
LOCALIZACION SUBCELULAR

Tesis de Grado presentada como parte de
los requisitos para optar al grado de
Licenciado en Bioquimica y Titulo
profesional de Bioquimico.

FREDDY ANDRES CALDERON CALDERON

VALDIVIA - CHILE
2004



A mis padres y amigos



AGRADECIMIENTOS

Es el momento de agradecer a las personas que de una forma u otra estuvieron presentes
en este trabajo y me ayudaron a llegar a buen fin, ya sea, con su mayor experiencia o0, con su
amistad y apoyo. En primer lugar, gracias al doctor Juan Carlos Slebe por la oportunidad de
realizar la tesis en su laboratorio y principalmente por su interés de ser guia de los estudiantes que
conformamos su equipo de trabajo en la medida que su trabajo lo permiti6. Para el doctor
Alejandro Yafiez, por su confianza en el trabajo que realicé; a la doctora Heide Ludwig por su
disposicion a ayudar cuando recurri a ella. Gracias a la doctora Margarita Concha por aceptar
pertenecer a mi comision y al doctor Juan Guillermo Carcamo por su vocacion como maestro.

En especial a las personas que hicieron que los momentos dificiles del trabajo no
permanecieran y fueran lo que son, solo momentos, a ellos, a mis compafieros Joel, Cristian,
Romina, Rodrigo, Carlos, Marco, Mauricio, René y Marcelo, muchas gracias.

Este trabajo fue realizado en el laboratorio de Enzimologia Molecular del Instituto de
Bioquimica de la Universidad Austral de Chile y fue financiado por los proyectos FONDECYT

1010720 y DID-UACH 200178.



2.1

2.2

23

24

3.1

3.1.1

3.2

3.2.1

3.2.2

3.23

324

INDICE DE CONTENIDOS.

Agradecimientos

Indice de figuras

Indice de Tablas

Abreviaturas

Resumen

Summary

Introduccion

La enzima fructosa-1,6-bisfosfatasa
Organizacioén celular y subcelular del metabolismo
La GFP en estudios de enzimas metabdlicas
Acerca de este estudio

Materiales y Métodos

Materiales

Reactivos

Equipos

Métodos

Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR)
Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Extraccion de DNA desde geles de agarosa

Subclonamiento de productos de amplificacion en el vector pPGEM-T

Pag.
il

v

12
13
16
16
16
17
18
18
19

20



3.2.5

3.2.6

3.2.7

3.2.8

3.2.9

3.2.10

3.2.11

3.2.12

3.2.13

4.1

4.2

4.3

44

4.5

Transformacion de bacterias E. coli

Elaboracion del medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido y con
agar

Purificacion de DNA plasmidial por el método de lisis alcalina
Analisis de digestion con endonucleasas de restriccion
Subclonamiento en los vectores pEGFP-N1 y pEGFP-CI
Purificacion de DNA plasmidial por kit comercial

Cuantificacion de DNA plasmidial

Cultivo celular

Transfecciones transientes

Resultados

Obtencion de las proteinas mutantes FBPasa-N20 y FBPasa-C38 a

través de la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR)

Clonacion de los fragmentos obtenidos en el vector comercial pGEM-

T Easy

Subclonacion de las FBPasas mutantes en los vectores pEGFP-C1 y

pEGFP-NI1
Localizacion subcelular de las enzimas mutantes y de la proteina de

tipo salvaje en la linea celular HEK-293T

Cuantificacion de la localizacion subcelular de las proteinas de fusion

en la linea celular LLC-PK1
Discusion

Bibliografia

21

22

22

23

24

25

25

26

26

28

28

33

36

47

55

il



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

INDICE DE FIGURAS

Analisis electroforético de los productos de amplificacion por PCR
Esquema de los mapas fisicos de los vectores de expresion

Analisis de restriccion de los vectores pEGFP-N1/FBPasa-N20 y
pEGFP-C1/FBPasa-C38

Localizacion subcelular de las proteinas de fusion en la linea celular
HEK 293

Localizacion de las proteinas de fusion en la linea celular HEK 293
cultivadas en distinta concentracion de glucosa

Analisis cuantitativo de la distribucion relativa nucleo/citoplasma
Localizacion de las proteinas de fusion en la linea celular LLC-PK1
Ejemplo de localizacion subcelular nuclear de la proteina de fusion en
la linea celular LLC-PK1

Analisis cuantitativo de la distribucién relativa nucleo/citoplasma en la
ubicacion nuclear de las proteinas de fusion

Ejemplo de localizacion subcelular citoplasmatica de la proteina de
fusion en la linea celular LLC-PK1

Analisis cuantitativo de la distribucién relativa nucleo/citoplasma en la
ubicacion citoplasmatica de las proteinas de fusion

Ejemplo de localizacion subcelular uniforme de las proteinas de fusion

en la linea celular LLC-PK1

Pag.

29

31

32

34

35

37

38

40

41

42

43

44

il



Figura 13:  Anadlisis cuantitativo de la distribucion relativa nucleo/citoplasma en la 45

ubicacion uniforme de las proteinas de fusion

INDICE DE TABLAS

Pag.
Tabla 1: Porcentaje de células de una poblacion total que presenta una 46
ubicacion subcelular determinada, para cada proteina de fusion y cada

concentracion de glucosa

v



AMP

ATP

BSA

C

cm

DAB
DMEM
DMSO
DNA
dNTPs
E.coli
EDTA
FBPasa
FBPasa-C38
FBPasa-N20
EGFP/FBPasa-Rc

FBPasa-Rc¢/EGFP

EGFP/FBPasa-C38

FBPasa-N20/EGFP

Fru—1,6—P2

Fru-2,6-P2

Fru-6-P

GK
GKRP

LISTA DE ABREVIATURAS.

Angstrom.

adenosina 5’-monofosfato.

adenosina trifosfato.

albumina sérica de bovino.

centigrados.

centimetro(s).

diaminobencidina.

medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco.

dimetil sulfoxido.

acido desoxiribonucleico.

deoxinucleotidos trifosfato.

Escherichia coli.

acido etilendiaminotetracético.

fructosa-1,6-bisfosfatasa.

proteina mutante truncada en los ultimos 38 aminoacidos.

proteina mutante truncada en los primeros 20 aminoacidos.

proteina de fusion entre la EGFP y la FBPasa silvestre por el extremo
carboxilo de la GFP

proteina de fusion entre la EGFP y la FBPasa silvestre por el extremo
amino de la GFP

proteina de fusion entre la EGFP y la FBPasa delecionada en los tltimos 38
aminoacidos.

proteina de fusion entre la EGFP y la FBPasa delecionada en los primeros
20 aminoacidos.

fructosa-1,6-bisfosfato.

fructosa-2,6-bisfosfato.

fructosa-6-fosfato.

enzima glucoquinasa.

proteina reguladora de glucoquinasa.



GFP green fluorescent protein (proteina verde fluorescente).
hrs horas.

LB medio de cultivo Luria - Bertani.

M molar.

mA mili Amperes.

min minuto(s).

ml mililitros.

mM mili molar.

N/C razén nucleo-citoplasma.

NES secuencia de exportacion nuclear.
NLS secuencia de localizacion nuclear.

ug Mmicrogramos.

ul microlitros.

ng nanogramos.

pb pares de base.

PCR Reaccion de la polimerasa en cadena.
Pfu Pyrococcus furiosus.

Re rifion de cerdo

r.p.m. revoluciones por minuto.

SDS lauril sulfato de sodio.

seg segundos.

Tampon TBE Tris-HCI 89 mM, 4cido boérico 89 mM, EDTA 2mM, pH 8,0.
Tampén TE 20 mM Tris, 1 mM EDTA.

Tampon PBS NaCl 159 mM, NaH,PO4 12 mM.
TEMED N,N,N’,N’- tetrametiletilendiamina.
Tris tris[hidroximetilJaminometano.

U unidad enzimatica.

uv ultra violeta.

\Y Volts.

W Watts.

wt wild type.

vi



1. RESUMEN

La regulacion de la glicdlisis y la gluconeogénesis es extremadamente importante y
compleja en tejido hepatico y renal. Se ha demostrado que la distribucion subcelular de algunas
enzimas glicoliticas es dinamica y responde a las condiciones metabdlicas. Nuestro laboratorio
estableci6 que FBPasa se encuentra en el citoplasma, en un compartimento en el polo apical, e
interesantemente dentro del ntcleo de algunas células de higado y rifién de rata. Esta ubicacion
podria explicarse por la presencia de una secuencia de localizacion nuclear (NLS) o de una
interaccion proteina-proteina que module la localizacion subcelular a través de un mecanismo
denominado “piggy-back”. En base a estos antecedentes planteamos que: “la funcion de la
fructosa-1,6-bisfosfatasa es regulada por modulacion de su localizacion subcelular por
metabolitos intermediarios, y que dicha localizacion es dependiente de la presencia de sefiales de
localizacion en la estructura primaria de la enzima”. Para evaluar esta hipotesis clonamos dos
mutantes de FBPasa de rifion de cerdo en el vector pEGFP, para obtener la proteina de fusién que
fue expresada en lineas celulares renales. FBPasa-GFP fue localizada solo en el citosol de las
celulas HEK-293, pero en las células LLC-PK1 la enzima fue capaz de translocar al nucleo. Esta
diferente localizacion dependiente de las lineas celulares usadas, sugiere que la interaccion
proteina-proteina es un mecanismo plausible de regulacion de la localizacion de FBPasa.
También sugerimos que FBPasa contiene dos secuencias, una importante para la exportacion de
FBPasa desde el ntcleo al citosol y otra secuencia para la importacion de FBPasa al nucleo.
Interesantemente, FBPasa estuvo presente principalmente en el citoplasma de LLC-PK1, pero la
adicion de glucosa induce la translocacion a el nucleo. Estos resultados indican que la

localizacion subcelular de FBPasa es modulada por la accién de glucosa.



SUMMARY

Regulation of glycolysis and gluconeogenesis is extremely important and complex in
renal and hepatic tissues. It has been demonstrated that the subcellular distribution of some
glycolitic enzymes is dynamic and responds to metabolic conditions. Our laboratory established
that FBPase is found in the cytoplasm, in a compartment in the apical pole, and interestingly
inside the nuclei in some cells in liver and rat kidney. This location could be attributed to a
presence of a nuclear localization signal (NLS) or to a protein-protein interaction that modulate
the subcellular location through a mechanism denominated “piggy-back”. Based on these
antecedents we outline that: “The function of the fructose-1,6-bisfosphatase is regulated by de
modulation of their subcellular localization exerted by intermediary metabolites and that this
location is dependent of the presence of signals of localization in the primary structure of the
enzyme”. To evaluate this hypothesis, we have cloned two mutants FBPase of pig kidney in the
vector pEGFP to obtain the fusion proteins which was expressed in renals lines cells. We have
found interesting results that point to the interaction protein-protein like mechanism of the
regulation of the localization, involved at the two ends of the enzyme, one in the export to the
cytosol and another in the import to the same organelle. Also, we observed that the wild type
FBPase answer to the concentration changes of glucose in the medium, altering her subcellular

location by the presence of the sugar.



2. INTRODUCCION

Gran parte de la historia de la bioquimica es la historia de la investigacion de las enzimas,
lo que ha permitido obtener notables avances en el estudio de su estructura y su relacion con la
funcion catalitica que ellas cumplen, es decir, el estudio de su naturaleza quimica, de su actividad
bioquimica y de su significado bioldgico. En estas investigaciones destacan los estudios cinéticos
realizados por Michaelis y Menten, ampliamente aplicados en esta area y en el metabolismo
intermediario. De igual manera, un hallazgo de gran importancia fue la demostracion que la
fermentacion ocurre en preparaciones acelulares, o in vitro. Con este descubrimiento se rechazé
la nocion que prevaleceria que la fermentacion estaba intimamente ligada a las células vivas. El
estudio de la cinética de la accion enzimdtica tuvo ademds otra importancia. Como era
extraordinariamente dificil conocer la estructura completa de la molécula de enzima, para
individualizarla y caracterizarla se emplearon criterios que corresponden a las caracteristicas
cinéticas de la proteina. De esta forma, estudios in vitro han contribuido a la comprension del
mecanismo de la accion catalitica y han permitido generar una gran diversidad de mecanismos
cinéticos y termodinamicos para la regulacion de las reacciones enzimaticas. El flujo a través de
las rutas metabolicas se controla mediante la regulacion de la concentracion de las enzimas
(control de la sintesis y degradacion de las enzimas), la actividad de las enzimas (a traves de las
concentraciones de sustratos, productos y efectores alostéricos, y la modificacion covalente de las
enzimas), la compartimentacion y el control hormonal. ;Como se ha abordado este tipo de
estudios en el laboratorio? Se ha buscado: (1) identificar los reactantes, productos y los
cofactores, asi como la estequiometria, de cada una de las reacciones; (2) entender como se

controla la velocidad de cada reaccion en el tejido de origen; y (3) identificar la funcidén



fisiolégica de cada reaccion y el mecanismo de control. Estos objetivos requieren aislar y
caracterizar la enzima que cataliza cada reaccion de la ruta. Esta ultima tarea, la extrapolacion de
la bioquimica del tubo de ensayo a la célula intacta, resulta especialmente dificil.

La comprension de los procesos metabdlicos requiere la identificacion de cada reaccion
de una ruta, y un conocimiento de la funcién y el control de la reaccion. Este entendimiento
requiere la experimentacion a todos los niveles de organizacion bioldgica, desde el organismo
vivo y las células intactas hasta preparados de células rotas y, finalmente, enzimas purificadas.
Las preparaciones acelulares, o in vitro, tienen la ventaja de poder manipularse de formas que no
son posibles con las células intactas, por ejemplo, mediante la adicién de sustratos y cofactores
que no atravesarian las membranas celulares. Sin embargo, los estudios in vitro, son también un
ejemplo del tipo de estudio reduccionista que domind este campo de investigacion durante los
ultimos cuarenta afios. Es asi como no existen datos in vivo suficientes que demuestren que estos
mecanismos operen en la célula como etapa limitante de una via metabolica. Una de las criticas a
estos estudios y una pregunta fundamental discutida desde hace muchos afos es ;como el
ambiente celular en el que la mayoria de las enzimas del metabolismo intermediario opera in
vivo, afecta los parametros cinéticos determinados en un ambiente artificial in vitro?
Desafortunadamente, atin cuando esta es una discusion antigua ha permanecido en el tiempo. No
obstante, en los ultimos afos, debido a la incorporacion de la biologia molecular, se han
acumulado datos importantes de secuencias nucleotidicas de enzimas y su relacion con la
estructura de muchas de ellas (Philips et al.,1981; Creighton, 1993) y acerca del mecanismo de
regulacion de la transcripcion de estos genes (Runge et al.,1991; Bergot et al., 1992; Short et al.,
1992; Eisenberger et al., 1992, Vaulont et al., 1989; Cuif et al., 1992, Gregori et al., 1993).

Ademas, la existencia de 6rganos bi-funcionales, como higado y riiidén, que expresan enzimas



especificas para la gluconeogénesis y glicdlisis crea la necesidad de un sistema de control muy
sensible a los requerimientos celulares. El reciclaje de sustratos y productos de estas reacciones
opuestas debe ser controlado coordinadamente en forma precisa para evitar el consumo
inapropiado de ATP, lo que se refleja en la formacion de ciclos futiles. Basandose en estos
antecedentes, creemos que para el avance del conocimiento sobre el metabolismo de hidratos de
carbono es indispensable estudiar a las enzimas no como proteinas individuales sino en su
ambiente celular. Para ello, se requiere integrar la regulaciéon del metabolismo celular con
técnicas apropiadas del campo de la biologia celular y molecular. En este contexto, poco se
conoce acerca de la organizaciéon y dinamica del metabolismo en diferentes células, en
condiciones in vivo. Para esto, creemos que se deben utilizar aproximaciones experimentales que
permitan observar y analizar la distribucidon subcelular de las enzimas en diferentes tejidos en

respuesta a diferentes metabolitos o condiciones fisiologicas.

2.1 La enzima fructosa-1,6-bisfosfatasa

La enzima fructosa-1,6-bisfosfatasa (D-fructosa-1,6-bisfosfato-1-fosfohidrolasa EC
3.1.3.11) es una enzima clave del proceso conocido como gluconeogénesis que cataliza la
formacion de fructosa-6-fosfato desde fructosa-1,6-bisfosfato (Van Schaftingen, 1987), reaccion
inversa a la etapa catalizada por la enzima glicolitica fosfofructoquinasa. Se han aislado y
estudiado en detalle bisfosfatasas de numerosas fuentes, entre las que se incluyen: higado, rifion,
intestino, musculo, microorganismos y plantas, entre otras (referencias en Carcamo, 1999). Estas,
a pesar de provenir de distintas fuentes mantienen muchas propiedades comunes. La FBPasa de

rindn de cerdo es un tetramero de 36,5 kDa por subunidad que requiere la presencia de iones



metéalicos bivalentes, Mg®" o Mn>" y responde a una gran variedad de sefiales metabolicas
(Benkovic & deMaine, 1982; Tejwani, 1983). Es regulada por inhibicién a concentraciones
micromolares de AMP y fructosa-2,6-bisfosfato y, separadamente por altas concentraciones de
Fru-1,6-P,. Existe ademas un potente sinergismo entre las inhibiciones provocadas por Fru-2,6-P,
y AMP, efecto que se piensa es el principal mecanismo de control del flujo de la via
gluconeogénica (Hers & Hue, 1983; Van Schaftingen, 1987). Por otro lado, la enzima es activada
por algunos cationes monovalentes, tales como K y NH;  (Hubert et al., 1970). Ademas,
recientemente se ha informado de una nueva clase de inhibidores. La nueva familia de
anilinoquinazolinas inhibidoras fue descubierta en la busqueda de potenciales drogas en el
tratamiento de la diabetes no dependiente de insulina (Wright, S. W., et al 2002). Un rastreo para
encontrar nuevos inhibidores de FBPasa resultd en el descubrimiento de una molécula distinta
(OC252-324, desde ahora OC252) que se une al mismo sitio en FBPasa que las
anilinoquinazolinas, y que es un tetrapeptido que se une a través de un puente de hidrogeno a un
aspartato, el 187, altamente conservado (Choe y col., 2003). Aunque el sitio de uniéon a FBPasa
esta identificado, el mecanismo de inhibiciéon para esta nueva clase de inhibidores no fue
informado. La cantidad de variados modelos de regulacion y caracteristicas particulares,
relativamente conservadas entre las FBPasas de organismos superiores, ha provocado un
permanente interés en el andlisis de esta enzima desde un punto de vista funcional, estructural y
cinético.

El alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las fructosa-1,6-bisfosfatasas de
diversas fuentes (Ke et al., 1990b) muestra que la identidad entre las distintas isoformas es
cercana a un 40%. Asimismo, las secuencias muestran regiones de alta similitud (70-80%),

indicando que se han conservado ciertos elementos estructurales importantes para la actividad y



regulacion de la enzima. En efecto, 14 de 18 residuos descritos en interacciones en el sitio activo
son conservados (Ke et al., 1990b). También es conservada la similitud estructural de los residuos
que interactiian con el inhibidor alostérico AMP (El-Maghrabi et al., 1993). Mediante difraccion
de rayos X se ha refinado a resoluciones entre 2,1 a 3,0 A la estructura tridimensional de la
FBPasa renal de cerdo y los complejos entre ella y el producto Fru-6-P, los inhibidores Fru-2,6-P;
y AMP, el sustrato Fru-1,6-P, y dos analogos de sustrato (Ke et al., 1989, 1990a, 1990b, 1991a,
1991b; Liang et al., 1992, 1993; Zhang et al., 1993, 1994; Xue et al., 1994; Giroux et al., 1994;
Villeret et al., 1995a, 1995b). La enzima mostr6 tener una estructura homotetramérica por lo que
los 335 residuos de cada mondmero de la proteina se ordenan en un tinico dominio que tiene una
forma hexaédrica. Las dos subunidades superiores adyacentes forman una unidad dimérica
asimétrica (C1-C2) que posee una forma de piramide truncada (Figura 1). El tetramero que se
forma por sobreposicion de dos dimeros (C1-C2—C3-C4), presenta sélo dos tipos de interfases
intersubunidades, la interfase C1-C2 que es exactamente la misma que C3-C4 (Intradimérica) y la
interfase C1-C4 que es idéntica a C2-C3 (Interdimérica). El sustrato y sus analogos, el producto,
e inhibidor Fru-2,6-P; y los iones metalicos se unen todos en, o cerca del sitio activo, que se

encuentra adyacente a la interfase interdimérica C1-C2.



Figura 1: Estructura de la fructosa-1,6-bisfosfatasa obtenida de la difraccion de rayos X,
mostrando el dimero superior del tetramero formado por las subunidades C1 y C2. En celeste, la
subunidad C1 que es homologa a la C4, y en azul la subunidad C2 homologa a la C3. Se observa

en amarillo el sustrato, y en rojo el inhibidor AMP.

2.2 Organizacion celular y subcelular del metabolismo

Se han descrito multiples argumentos en favor de la existencia de interacciones
especificas entre muchas enzimas secuenciales "solubles" de distintas vias metabdlicas (para
revisiones ver: Srere, 1987, Ovadi & Srere, 1996). De esta forma las enzimas estarian formando
complejos multienzimaticos especificos para cada una de las vias del metabolismo. Existe amplia
evidencia de que la mayoria de las enzimas del metabolismo intermediario operan in vivo en
asociacion a estructuras particuladas (Srere, 1987; Uyeda, 1992). Se ha argumentado que las
interacciones heterologas entre enzimas secuenciales proveen una ventaja cinética en cuanto al

flujo de metabolitos a través de una via metabdlica (Ovadi, 1988, 1991). Este mecanismo



propuesto fue denominado como canalizacion de sustratos o “channeling” (Ovadi, 1991). Sin
embargo, este ultimo punto ain esta sujeto a debate (Cornish-Bowden & Cardenas, 1993; Welch
& Easterby, 1994). Asimismo, existe evidencia que estos complejos operan en compartimientos
subcelulares diferentes (Uyeda, 1992). Por lo tanto, la separaciéon de las vias glicolitica y
gluconeogénica dentro de la célula podria constituir un nuevo mecanismo que explica cémo el
higado y el rifién son capaces de segregar intermediarios metabdlicos. Esta organizacion puede
comprender asociacion a subestructuras citologicas y/o la formacion de complejos
proteina-proteina. En este sentido, Ureta (1978) defini6 a las vias metabdlicas como "reacciones
secuenciales, unidireccionales, catalizadas por isoenzimas especificas asociadas en complejos
poli-isoenzimaticos" y postuld que el metabolismo hidrocarbonado es el conjunto de varias vias
metabolicas con muy pocos puntos de contacto entre ellas (Ureta, 1985). Para las enzimas
glicoliticas existen pruebas que sugieren una organizacion por interaccion entre enzimas
secuenciales, pero no existen datos para las enzimas de la via gluconeogénica (Ovadi, 1988). La
interaccidon proteina-proteina cumple un papel importante en la localizacion de las proteinas.
Wojtas et al., (1997) demostraron elegantemente que existe una relacion directa entre la
localizacion y funcidon de una enzima. Estos investigadores determinaron que mutaciones en el gen
de la isoforma I de glicerol fosfato deshidrogenasa (GPDH-I) de Drosophila melanogaster resultan
en una mosca deficiente en vuelo. Demostraron que el fenotipo obtenido es producto de una
alteracion en la localizacion intracelular de GPDH, aldolasa y gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa. Estos resultados mostraron que la glicolisis ocurre en un compartimiento celular
especializado y que la ausencia de colocalizacion entre estas enzimas inhibe el flujo metabdlico al
alterar la canalizacion de sustratos. Inesperadamente, la sobreexpresion de la isoenzima III de

GPDH demostrdé que la presencia de la actividad catalitica apropiada no fue suficiente para
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restablecer la capacidad de vuelo en estas moscas. Estos resultados sugieren que es indispensable la
presencia de la isoforma especifica y que ésta contiene las sefnales de localizacion e interaccion con
las isoenzimas de su via metabdlica (Wojtas et al., 1997). Finalmente, estos y otros resultados
respaldan la idea que la localizacién de enzimas o complejos enzimaticos en compartimientos
celulares especificos es indispensable para la regulacion del metabolismo celular (Ureta, 1991;
Yafiez et al., 2003).

Nuestro laboratorio ha obtenido resultados que indican que existe zonacion de las enzimas
del metabolismo de hidratos de carbono en 6rganos bifuncionales tales como higado y rifidon. Por
ejemplo, se demostré que en tejido renal la FBPasa y aldolasa B se encuentran en una alta
concentracion en los tubulos epiteliales proximales (Sdez et al,. 2000), sugiriendo que los
sustratos reabsorbidos por estos tubulos pueden ser usados directamente en este sitio en sintesis
de glucosa. Por el contrario, se ha descrito que en tejido renal las enzimas glicoliticas se
localizarian en los tubulos epiteliales distales y en el tubulo colector. En higado de rata se ha
observado una inmunotincién consistente con una zonacién metabolica de las enzimas; FBPasa y
aldolasa B, que se localizan preferentemente en la zona periportal, y las enzimas glicoliticas en
una zona perivenosa (Lawrence et al., 1986). Estos estudios nos llevan a pensar que FBPasa y
aldolasa B podrian formar un complejo multienzimatico, pues en higado y rifion estas enzimas
claramente muestran una distribucion similar (Saez et al., 2000).

Guinovart y colaboradores han hecho interesantes avances usando la proteina verde
fluorescente (GFP). Este grupo trabajo con las enzimas glucdgeno sintasa (Ferrer et al., 1997) y
glucoquinasa (de la Iglesia et al., 1999) encontrando que estas proteinas tienen una localizacion
subcelular dependiente de las condiciones celulares presentes. Determinaron que la disminucion

en la concentracion de glucosa del medio induce el traslado de GK y GS muscular desde el
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citoplasma al nucleo, y que el aumento de ella restaura la localizacion citoplasmatica. Estos
estudios sugieren fuertemente que la localizacion intracelular de proteinas es compleja y que es
una caracteristica intrinseca de ellas y dependiente del estado metabdlico de la célula. Es asi
como la formacion de este complejo en el caso de GK, se asocia a una proteina reguladora que no
solo modula su actividad catalitica sino que también su localizacion (de la Iglesia et al., 1999;
Shiota et al., 1999). Esta proteina reguladora interacciona con la GK a bajas concentraciones de
glucosa, la secuestra hacia el nucleo y luego, cuando los niveles de glucosa aumentan, la libera al
citoplasma, mecanismo denominado “piggy-back”. También se han descrito secuencias
encargadas de la importacion hacia el nucleo, las cuales se han denominado secuencias de
importaciéon nuclear (NLS). Las proteinas con sefial de importacion nuclear necesitan una
maquinaria que las reconozca y normalmente son proteinas solubles que interaccionan con estas
secuencias ricas en aminoacidos basicos.

Sorprendentemente, estudios de inmunodeteccion y microscopia confocal realizados en nuestro
laboratorio, demostraron que en hepatocitos de rata la fructosa 1,6-bisfosfatasa (FBPasa) se
localiza en un compartimiento de la membrana plasmatica y dentro del nucleo (Yafiez et al.,
2003). En FBPasa de higado de rata se ha descrito la existencia de una secuencia NLS entre los
aminoacidos 108 y 114, que también estd presente en la secuencia de FBPasa de rinén de cerdo.
Sin embargo, aun no se ha demostrado que ésta u otra secuencia de la FBPasa sea capaz de
direccionar a esta enzima al nucleo. Tampoco se han realizado estudios que establezcan la region
responsable de la localizacién intracelular y de la dinamica de FBPasa, en respuesta a glucosa,
hormonas u otros metabolitos. En cuanto a estas posibles regiones la responsabilidad puede
recaer en una secuencia o una estructura especifica. Con respecto a este ultimo enfoque, se ha

descubierto a través de estudios de mutagénesis y de localizacion con GFP que en la enzima 5-
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lipooxigenasa, la region N-terminal (Chen & Funk, 2001), que en esta proteina es una estructura
tipo barril beta, juega un rol esencial en la translocacion a la membrana nuclear desde el
citoplasma o carioplasma. En FBPasa, la region N-terminal se ha sindicado como responsable de
la inhibicion de la enzima por AMP (Chatterjee et al., 1985). Mediante estudios de proteolisis
controlada de la FBPasa con tripsina, estos autores muestran que se, generan una enzima truncada
en los primeros 25 aminoacidos, con un peso molecular de 34000 Da, que no responde al
inhibidor alostérico AMP sino hasta concentraciones mayores a 2 mM. Ello contrasta con la
enzima nativa que presenta un K; para AMP de 14 uM, valor que disminuye en presencia de
fructosa-2,6-bisfosfato siendo de 5,5 uM. Considerando que, AMP regula la formacion de
producto y, que la reclusion en el ntcleo también, podemos pensar entonces que la region
responsable del primer hecho podria tener importancia en el segundo, la dindmica subcelular de
la enzima. Aunque no existen estudios que muestren al extremo C-terminal jugando algun rol en
la cinética de la enzima, ni menos en su dindmica, resulta interesante estudiarla por la marcada

singularidad de su estructura, una a-helice en los vértices del tetramero.

2.3 La GFP en estudios de enzimas metabolicas

El descubrimiento de la denominada proteina verde fluorescente generd una gran
herramienta para el desarrollo de la biologia celular. Esta proteina con propiedades fluorescentes,
obtenida principalmente de la medusa Aequorea victoria (Cubitt et al., 1995), es usada como
molécula reportera para el monitoreo de la expresion de genes y localizacion de proteinas in vivo,
in situ, y en tiempo real (Chalfie ef al., 1994; Prasher et al., 1992; Wang et al., 1994; Inouye et

al., 1994; Kain et al., 1995). La GFP de Aequorea es una proteina de 238 aminoécidos, con 27
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kDa de masa molecular. Posee un maximo de absorcion a 395 nm y uno mas pequefio a 475 nm.
La excitacion de GFP a 395 nm produce fluorescencia con un maximo de emisioén a 508 nm. La
GFP de Aequorea debe su absorcion y fluorescencia a un cromoforo p-
hidroxibencilidenimidazolinona formado por la ciclacion de Ser 65, Tyr 66 y Gly 67 y una 1,2-
deshidrogenacion de la tirosina (Cody et al., 1993; Niwa et al., 1996). Mutaciones sitio
especificas de esta proteina han permitido obtener una GFP con una fluorescencia exacerbada.
Esta proteina fue denominada EGFP, que significa “Enhanced green fluorescent protein” (Yang
et al., 1996; Cormack et al,. 1996). EGFP es una proteina que tiene solo un pico de excitacion y
debido a un incremento del coeficiente de extincidn, tiene una emision de fluorescencia alrededor
de 35 veces mas intensa que la GFP salvaje cuando es excitada a 488 nm, (Cormack et al., 1996).
Ademas, esta proteina con nuevas caracteristicas tiene ventajas para su manejo experimental
(Cubitt et al., 1995) tales como: una alta estabilidad de la proteina madura purificada, la cual
mantiene su fluorescencia a pH y concentraciones de detergentes elevados, ademas de resistir
muchas proteasas por varias horas (Ward et al., 1982; Cubitt et al., 1995).

El uso de la GFP hoy en dia tiene variadas aplicaciones tales como: a) gen reportero para
evaluar funcionalidad de promotores; b) como proteina reportera de movimiento o migracion
celular en tiempo real sin la necesidad de tener que agregar agentes adicionales, fijar o matar las
células; ¢) como proteina de fusion, que significa que se puede acoplar la GFP a una proteina de
interés con lo cual ésta adquiere fluorescencia, y de este modo se puede observar su localizacion
y funcion fisiologica; d) en ensayos de FRET ,transferencia de energia de fluorescencia en

resonancia, para estudiar interaccion entre dos proteinas (Cubitt et al., 1995).
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2.4 Acerca de este estudio

De acuerdo a los antecedentes expuestos y a la linea de investigacion de nuestro
laboratorio, se ha propuesto la siguiente hipdtesis de trabajo: “la localizacion subcelular de
fructosa-1,6-bisfosfatasa es regulada por sefiales presentes en su estructura primaria y por
la modulacion ejercida por metabolitos intermediarios.”

Pretendemos estudiar la localizacion subcelular de FBPasa de rifion de cerdo unida a GFP
en lineas celulares renales humanas, HEK 293 T, y de cerdo, LLCPK-1. Asi se realizaran
estudios para determinar la funcién de los extremos carboxilo- y amino-terminal en la
localizaciéon subcelular y en la respuesta de la proteina ante glucosa. Utilizando el fragmento
codificante de esta isoenzima, se generaran las respectivas mutantes fusionadas a GFP (FBPasa-
N20/EGFP y EGFP/FBPasa-C38). La primera proteina estd truncada en los 20 primeros

aminodcidos y la otra en los 38 ultimos.

Fig.2: FBPasa-N20, en verde se observa la Fig.3: FBPasa-C38, en verde se observa la
region truncada de la proteina nativa. region truncada de la proteina nativa.
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Para visualizar el comportamiento de las mutantes en respuesta a medios con
distintas concentraciones de glucosa se monté un sistema de transfeccion y expresion de la
enzima en las células eucaridticas ya mencionadas. Para esto se contemplan los siguientes
objetivos especificos: a) generar las mutantes de FBPasa de rifion de cerdo correspondiente a la
enzima truncada en los primeros 20 aminoacidos y otra con una delecién correspondiente a los
ultimos 38 aminoacidos; b) elaborar los plasmidios pEGFP-N1/FBPasa-N20 pEGFP-C1/FBPasa-
C38 (que expresan las proteinas de fusion FBPasa-N20/EGFP y EGFP/FBPasa-C38,
respectivamente); y ¢) con estas construcciones transfectar las lineas celulares HEK 293 T y

LLCPK-1, para observar su localizacion bajo distintas concentraciones de glucosa en el medio.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Reactivos

Los reactivos utilizados en esta tesis fueron los siguientes:
Sigma Chemical Co.: kanamicina, tris[hidroximetil]aminometano (Trizma-base), acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), glucosa, RNasa A, lauril sulfato de sodio (SDS), bicarbonato
de sodio, azul de bromofenol, polilisina.
Merck, Darmstadt, Alemania: hidroxido de sodio, isopropanol, etanol, dimetil sulfoxido
(DMSO), fosfato monoacido de sodio, fosfato diacido de sodio.
GIBCO, Life-Techonologies: medio Eagle modificado de Dulbecco 4,5 g/l glucosa (DMEM-
HG), medio de Eagle modificado por Dulbecco 1g/l glucosa (DMEM-LG), medio de Eagle
modificado por Dulbecco sin glucosa (DMEM).
Invitrogen: medio LB Broth base en polvo (Lennox L Broth base), medio LB-agar Broth base en
polvo (Lennox L Broth base), enzima de restriccion Sal I, agarosa ultra pura, solucion
antibidtico-antimicoético, tripsina, kit "Concert Rapid Plasmid miniprep System", Lipofectamina
2000, bromuro de etidio, enzima de restriccién EcoRI.
Clontech: plasmidios pEGFP-C1, pEGFP-NI.
Promega: E. coli cepa JM 109, enzima de restriccion Eco RI, T4 DNA polimerasa, T4 DNA
ligasa, Pyrococcus furiosus DNA polimerasa (pfu), pPGEM-T Easy System.

J.T.Baker: acido clorhidrico, acetato de potasio, acido borico, cloruro de sodio.
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BioLabs: enzima de restriccion Hind 111, enzima de restriccion Bam HI, enzima de restriccion

Nde 1, enzima de restriccion Pst 1.

Perkin Elmer: desoxiribonucleétidos (dGTP, dATP, dTTP, dCTP).
5 Prime->3 Prime, Inc.: agua desionizada.

Riedel de Haen: rojo fenol.

Fluka AG: paraformaldehido.

Dako: medio de montaje "Fluorescent mountaing medium".
Frigosor: suero fetal de bovino.

BioSonda: Se encarg¢ la sintesis de los siguientes oligonucledtidos:
FBPasa rifion de cerdo-N20:

NH;N20: 5 CAgTCgACgCATATgggCAggAAggCCCgCggCAC 3’
COOH pEGFP-N1: 5> CggTggATCCTTggCTgCgTgCTTCTgATATAT 3’
FBPasa rifion de cerdo-C38:

COOHC38: 5° TggATCCTCACTTCCCAgTggTggCCAg 3’

NH,: 5 TCAAgCTTCgATgACggACCAggCggCC 3’

3.1.2. Equipos

Balanza analitica Shimadzu (Libror AEX-120 G), espectrofotometro Hewlett Packard (8453),
pHmetro Radiometer Copenhagen (PHM 83 autocal pH meter), estufa 37°C Bluem (dry type
bacteriological incubator), balanza Shimadzu (Libror EB-3200 S), termociclador MJ Research

(Mini Cycler), centrifuga Fisher Scientific (Micro V), micropipetas Gilson, horno microondas
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Somela (E 70 TF-7), camara para geles de secuencia Life Technologies (model S2), fuente de
poder Life Technologies (model 500), agitador termorregulado lab-line instruments (Lab-Line
Orbit Environ-Shaker), microcentrifuga mikro 22R, centrifuga Sorvall (RC 5C), cadmara de
bioseguridad Nuaire (class II type A), estufa de cultivo con inyeccion de CO, Nuaire (Ir
Autoflow), microscopio invertido Nova (IN 833), microscopio de fluorescencia Zeiss (Axioskop
2 HBO 100 acoplado a camara fotografica digital NIKON DXM 1200), microscopio confocal
Zeiss (Micro System LSM Axiovert 135 M), bafio termorregulado Kottermann, vortex Fisher
(Genie 2), camara digital para geles de agarosa Spectroline (model CA-1000/F) con monitor,
unidad archivadora digital Spectroline (model AU-1000/F) e impresora Sony (UP-860),

Nanopure Infinity Ultrapure Water System (Barnstead).

3.2 METODOS

3.2.1 Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR)

En la obtencion de los fragmentos codificantes para cada una de las mutantes se utilizo la
técnica de PCR, empleando como templado el vector pALTER/FBPasa de rifidon de cerdo. Para
ello se utilizaron los siguientes oligos:

FBPasa rifion de cerdo-N20:
NH;N20: 5 CAgTCgACgCATATgggCAggAAggCCCgCggCAC 3’
COOH pEGFP-N1: 5> CggTggATCCTTggCTgCgTgCTTCTgATATAT 3°

FBPasa rifion de cerdo-C38:
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COOHC38: 5° TggATCCTCACTTCCCAgTggTggCCAg 3’
NH,: 5 TCAAgCTTCgATgACggACCAggCggCC 3’

Para la reaccion se mezclaron 5 pl de tampén PCR 10X , 4 ul de mezcla de nucleodtidos
trifosfatados en una concentracion de 2,5 mM de cada uno en la mezcla, 2 pl de solucion de
MgSO4 50 mM, 4 ul de vector pALTER/FBPasa de rifion de cerdo, 4 pul de cada pareja de oligos
a una concentracion de 10 uM, 1,25 U de Platinium Taq Polimerasa y 26 ul de agua libre de
RNAsa y DNAsa. Se utilizo el termociclador con los siguientes programas, para la mutante
FBPasa-C38: incubacion 1 min a 94 °C; desnaturacion por 45 seg a 94 °C; apareamiento 1 min a
62 °C; elongacion 2 min a 68 °C, y una etapa de extension final de 10 min a 68 °C, por 33 ciclos.
Para la mutante FBPasa-N20 en cambio el programa fue: incubacion 1 min a 94 °C;
desnaturacién por 45 seg a 94 °C; 1 min a 58 °C; 3 min a 70 °C, y una la etapa de extension final

de 15 min a 72 °C, por 25 ciclos.

3.2.2 Electroforesis de DNA en gel de agarosa

El gel se prepar6 a una concentracion de 1,2 % fundiendo 0,48 gr de agarosa en 40 ml de
tamon Tris-borato-EDTA (TBE) 1X, se dejo enfriar hasta 60 °C, y se virti6 sobre el molde (8,5 x
6,5 cm). El gel se pre-corrié por 5 min a 10 V en tampén TBE 1X. Las muestra de DNA se
preparon mezclando 10 pl del DNA (0,1ug/ul ), 1 pl de tampon de carga para DNA 10X (glicerol
50%, SDS 1%, azul de bromofenol 0,5% en tampon TE) y 1 ul de bromuro de etidio 0,5 gr/ml,
se mezclo por pipeteo y se cargd con micro pipeta cada muestra en el gel. Luego, se realizo la

corrida electroforética aplicando 5 V/cm por 30 min y se observé la migracion del DNA en un
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transluminador con luz ultra-violeta por fluorescencia del bromuro de etidio intercalado entre las

bases del DNA.

3.2.3 Extraccion de DNA desde geles de agarosa

Se ocupé el kit comercial “CONCERT ™ Rapid Gel Extraction System”, para extraer
DNA desde un gel de agarosa al 1 %. Se cort6 el area del gel que contenia el DNA, se agregé la
solucion LI y se calentd por 15 min a 50 °C, mezclando regularmente. Se cargé la solucion con la
agarosa disuelta en una columna. Se centrifug6 por 1 min a 12.000 X gy se elimino el eluato, se
adicion6 solucion L1, para lavar, se esperé 1 min a temperatura ambiente y nuevamente se
centrifugd eliminando la solucion que pas6 a través de la columna. Se agregd 500 ul de la
solucion de lavado L2, se incubd 5 min a temperatura ambiente y se centrifugd 2 veces para
eliminar toda la solucion que pasa por la columna. Se eluy6é el DNA cargando la solucion TE a 65
°C en la columna, se incub6 1 min a temperatura ambiente y luego se centrifugé a 12.000 X g por

2 min recolectando la solucion en un tubo Eppendorf limpio.

3.2.4 Subclonamiento de los productos de amplificacion en el vector pGEM-T

El fragmento de PCR purificado de la forma descrita anteriormente fue sometido a un
procedimiento para la adicion de una adenosina extra en los extremos 5’ terminal, esto a través de
la reaccion de la Taq DNA polimerasa.

Se prepard una mezcla de reaccion consistente en: 7,8 ul del producto de PCR purificado;

1,0 pl de buffer de reaccion, conteniendo MgCl, Taq DNA Polimerasa 10x, dATP en una
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concentracion final de 0,2 mM, 1,0 ul de Taq DNA Polimerasa para un volumen final de 10 pl.
Se incubd la mezcla por 30 min a 70 °C. Por ultimo, se utilizaron 2 pl de esta solucién en una
reaccion de ligacion usando el vector pGEM-T Easy de Promega, el cual presenta en ambos
extremos 3’ una timidina adicional, lo que mejora la eficiencia de la reaccion de ligacion por
formarse una interaccion por complementariedad entre la adenina y la timidina del fragmento y
vector, respectivamente.

Este vector, ademas de poseer los genes que confieren resistencia a los antibidticos
ampicilina y kanamicina, posee también el gen de la B-galactosidasa, caracteristica que le permite
al sistema poder discriminar las colonias transformadas con los vectores que autoligaron, y por
ende sin interés, de las que poseen el vector que lo hicieron exitosamente. Por estar el sitio de
clonamiento interrumpiendo la secuencia de la enzima sefialada si se produce la reaccion de
ligacién sin el inserto habra una reconstitucion del gen, y por lo tanto, expresion de la B-
galactosidasa que hidrolizard el sustrato presente en el medio (X-Gal, 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-galactoside) para dar un producto coloreado, azul con colonias del mismo color. Las

demas colonias seran blancas.

3.2.5 Transformacion de bacterias E. coli

Se prepararon bacterias E. coli cepa JM 109 utilizando el método CaCl,. Estas se
mantienen alicuotadas en cantidades de 0,1 ml y congeladas a —70 °C. Una vez descongeladas en
hielo, a las bacterias se les agreg6 de 0,5 a 1,0 ul del DNA plasmidial producto de la ligacion
(aproximadamente 100 ng); se mezclé suavemente y se dejo una hora en hielo. Luego las

muestras fueron incubadas a 42 °C por 90 seg., y su contenido se cargd a un tubo Falcon de 15 ml
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conteniendo 1 ml de medio LB liquido, el cual se incubd una hora a 37 °C con una agitacion
constante de 225 r.p.m. Transcurrida la hora se sembraron dos placas LB-agar con el antibiotico
correspondiente ( ampicilina para bacterias transformada con el plasmidio pGem T EASY y
kanamicina para bacterias transformada con el plasmidio pEGFP-C1. Se incubaron las placas en
estufa de cultivo a 37 °C por 12 horas y por la mafiana se observo el crecimiento bacteriano de las

bacterias que adquirieron la resistencia al antibiodtico respectivo.

3.2.6 Elaboracion del medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido y con agar

Los medios de cultivo liquido se hicieron utilizando una concentracion de 20 g/l de medio
LB, autoclavandose inmediatamente después de su preparacion (el medio debe enfriarse antes de
ser utilizado).

Las placas LB-agar se prepararon mezclando 20 g/l de medio LB, y 15 g/l de agar. Una
vez autoclavado, se deja enfriar la mezcla hasta 50 °C y se agrego6 el antibidtico de interés
(Ampicilina 120 pg /ml; Kanamicina 40 pg /ml), se mezcld por agitacion circular y se procedio a

adicionar 30 ml de esta solucion en placas Petri estériles.

3.2.7 Purificacion de DNA plasmidial por el método de lisis alcalina

En 5 ml de medio LB se crecieron por 24 h a 37 °C con agitacion constante varias de las
colonias blancas obtenidas anteriormente, junto al antibidtico correspondiente. Luego se
centrifugd a 4.000 x g por 6 min, se elimind el maximo posible de sobrenadante, dejando el

sedimento bacteriano tan seco como fue posible. Este se resuspendio en 300 ul de una solucion
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fria de: 50 mM glucosa, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI (pH 8,0), 3 ul de Rnasa. Se dejo la
soluciéon por 5 min a temperatura ambiente, y, posteriormente, se agregaron 200 pl de una
solucion de NaOH 0,2 Ny SDS 1 %; se mezclo por inversion y se mantuvo el tubo en hielo por 5
min. Se adicionaron 150 pl de acetato de potasio frio (3 M con respecto al potasio y 5 M con
respecto al acetato pH 4.8), se mezclo por inversion del tubo hasta ver la formaciéon de un floculo
blanquecino, se mantuvo en hielo por 5 min, se centrifugd por 10 min a una valocidad sobre
12000 x g, a 4 °C, y el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo donde se agregé un volumen
de isopropanol frio seguido de una incubacion por otros 5 min en hielo. Se repitio la
centrifugacion, ahora por 15 min, para obtener un precipitado blanco y se elimind el
sobrenadante. Al sedimento se le agregd 500 pl de etanol al 70 %, se incubd por 2 min a
temperatura ambiente y se volvid a centrifugar de la misma forma. Luego, se elimino el
sobrenadante, se realizé un “spin down” y se dejo secar el sedimento, asegurandose de eliminar el

etanol. Por tltimo, se resuspendi6 el precipitado en 50 pl de agua libre de nucleasas.

3.2.8 Analisis de digestion con endonucleasas de restriccion

Los andlisis con endonucleasas de restriccion, fueron realizados utilizando 2 pg de
DNA plasmidial (alrededor de 10 ul de volumen) a los cuales se le agrego 0,5 pl de enzima
(26000-100000 U/ml) y 1,1 ul de tampdn apropiado para cada enzima. Luego esta solucion se
incubd por 2 h a 37 °C. En los casos de doble digestion, se le agregd la misma cantidad
anteriormente indicada de cada enzima, pero esta vez se escogidé un tampoén que no afectase a

ninguna de las enzimas de la reaccion (concentracion de sales), realizando la reaccion con la
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misma concentracion de enzimas pero en 20 pl a 50 ul finales de reaccion. Las digestiones con
endonucleasas para liberar y purificar fragmentos de DNA se hicieron de manera similar, pero
con volimenes de digestion 4-5 veces mayor es, incrementando en forma proporcional la
cantidad de DNA vy las unidades de enzima de restriccion. Los resultados fueron visualizados en

gel de agarosa preparado y en las condiciones descritas anteriormente.

3.2.9 Subclonamiento en los vectores pEGFP-N1 y pEGFP-C1

Muestras de DNA provenientes de preparaciones plasmidiales de pEGFP-N1 y pGEM-
FBPasa-N20 se sometieron a digestion doble con BamH 1y Sal 1, mientras que pEGFP-C1 y
pGEM-FBPasa-C38 se digirieron con BamH 1 y Hind 11l (durante 3 h a 37° C). Terminado el
tiempo de incubacion las muestras de DNA se sometieron a electroforesis en agarosa 1%. Los
insertos liberados, de aproximadamente 1kb, desde los vectores pGEM-FBPasa y los vectores
cortados pEGFP-N1 y pEGFP-CI1 fueron seccionados desde el gel de agarosa y purificados
utilizando el kit “CONCERT ™ Rapid Gel Extraction System”. Una vez finalizada la extraccion
correspondiente a los cDNAs de las FBPasas mutantes y los plasmidios linearizados pEGFP-N1 y
pEGFP-CI1, se verifico su tamafio y pureza por electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente,
el inserto se sometio a ligacion con el plasmidio correspondiente utilizando una relacion 1:5 de
inserto versus vector (el cual fue previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion).
Esta mezcla se incubd a 45 °C por 5 min, luego se agreg6 tampoén de ligasa, 0,5-1 U/ul de DNA
T4 DNA ligasa, se incubd por 12-14 h a 16 °C. Finalmente, esta mezcla se utilizd para
transformar bacterias E. coli JM109 o BL21 DE3 por el método tradicional descrito

anteriormente. El rastreo de las colonias se realizo por purificacion con el método de lisis alcalina
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y subsiguiente analisis de restriccion. Con el DNA de las colonias positivas se transformaron

bacterias E. coli cepa JM 109 segtin el procedimiento antes descrito.

3.2.10 Purificacion de DNA plasmidial por kit comercial

Se utilizaron los kits comerciales “mini prep” Omega y Gibco BRL. Basicamente ambos
kits utilizan el método de lisis alcalina. Para ello se crecieron 5 a 10 ml de medio LB con el
antibiotico adecuado una colonia extraida de un cultivo en placa agar LB de 24 h. Se dejé crecer
24 h a 37 °C con agitacién constante. Luego se centrifugo a 4.000 x g por 6 min y se eliminé el
sobrenadante. El sedimento se resuspendi6 con 250 ul de solucién de homogeneizacion (solucion
I) del kit, luego se agregaron 250 ul de la solucién de lisis (solucion II) y se incub6 por 5 min a
temperatura ambiente. Luego se agregd 350 ul de la solucion de neutralizacion (solucion III), se
mezcld por inversion y se centrifugé a 10.000 rpm por 10 min. El sobrenadante se aplico en la
columna del kit para la retencién del DNA plasmidial en la matriz de silice, se centrifugd 1 min a
10.000 rpm y se elimino el eluato, la columna se lavd 2 veces con solucion de lavado seguida de
su correspondiente centrifugacion. Finalmente se eluyé el DNA, adicionando 100 pl de solucion
TE (buffer Tris-EDTA pH 8.0) calentada previamente a 65 °C y, por ultimo, centrifugando por 2
min a 10.000 r.p.m.

3.2.11 Cuantificacion de DNA plasmidial

La cuantificacion de las soluciones de DNA plasmidial se realiz6 mediante un
procedimiento espectrofotométrico, en el cual a la muestra de DNA diluida 10-100 veces se le

midid la absorbancia a 260 nm. La concentracién aproximada de estas muestras se determind
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utilizando la relacion siguiente: 1 unidad de absorbancia es equivalente a 50 pg/ml de DNA doble

hebra. La concentracion final de las soluciones se obtuvo al multiplicar el resultado anterior por

la dilucidn de la muestra.

3.2.12 Cultivo celular

Las células HEK 293 T, A-10 y LLC-PK1 fueron descongeladas y cultivadas en medio
DMEM suplementado con 10 % suero bovino fetal y 1 % antibidtico/antimicotico (penicilina,
estreptomicina, amfotericina b), en una atmosfera con 5 % CO, a 37°C. Las células fueron
disociadas y cultivadas a distintas diluciones, manteniéndolas hasta confluencia. Después de 2-4
dias, dependiendo de la tasa de division celular de cada linea, las células fueron incubadas por 0,5
a 1 min en una solucién de tripsina -EDTA (tripsina 0,25 % y EDTA 1 mM en PBS 1X) para

disociarlas y poder realizar siembras en placas o expandir la linea.

3.2.13 Transfecciones transientes

La transfeccion de las células HEK 293 T y LLC-PK1, con los plasmidos pEGFP-C1/FBPasa-
C38 y pEGFP-N1/FBPasa-N20, se realiz6 utilizando el reactivo de transfeccion en base a lipidos
catidnicos lipofectamina 2000, de acuerdo a las instrucciones del proveedor (Invitrogen). En las
transfecciones con lipofectamina 2000 se usé una razon entre masa de DNA (ug) y volumen de
reactivo de transfeccion (ul) de 2:1, para la linea HEK 293 T y de 1:1 para la linea LLC-PK1. En
resumen, el protocolo de transfeccion establece que el DNA plasmidial (2 6 1 pg, dependiendo de

la linea) y la lipofectamina (1 ul) se diluyen en 50 pl de DMEM no suplementado;
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posteriormente se mezclan ambas diluciones y se incuba por 20 min a temperatura ambiente.
Finalmente, se agrega esta solucion a placas de 35 mm de diametro, conteniendo las células en
cultivo a un 50-70 % de confluencia, crecidas sobre cubreobjetos esterilizados en etanol 100 % y
tratados por 24h con una solucién de polilisina 0,1 %. Luego, las células fueron incubadas a 37°C
y 5% de CO,, en medio DMEM completo 5 mM glucosa, durante 24 h. Posteriormente, se
cambio el medio para eliminar el exceso de reactivo de transfeccion. Para analizar el efecto de
distintas concentraciones de glucosa en el medio se utiliz6 DMEM completo sin glucosa, con
glucosa 5 mM y con glucosa 25 mM) Luego, se fijaron las monocapas de células sobre los
cubreobjetos con PBS/paraformaldehido 4% por 10 min a temperatura ambiente y se lavaron con
PBS 1X. Después de secar los cubreobjetos, se montaron en portaobjetos con medio de montaje
para muestras fluorescentes. Finalmente, las muestras fueron analizadas mediante microscopia de

epifluorescencia.
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencion de las proteinas mutantes FBPasa-N20 y FBPasa-C38 a través de la reaccion

de la polimerasa en cadena (PCR)

Para la obtencion de los fragmentos codificantes de las formas mutantes de FBPasa de
rinén de cerdo se disefid6 un PCR mutagénico, cuya principal caracteristica es la de utilizar
partidores complementarios a una secuencia interna del cDNA, en este caso FBPasa de rifién de
cerdo. Estos partidores no incorporan los primeros 20 aminoacidos de la region amino terminal ni
los 38 aminodcidos de la region carboxilo terminal (ver Materiales y Métodos). En la figura 1 se
muestran los productos de amplificacion que poseen el tamafio esperado para las enzimas
mutantes, 964 bases para FBPasa-N20 y de 909 bases para FBPasa-C38. Los fragmentos
definitivos fueron amplificados usando DNA polimerasa de Pyrococcus furiosus (pfu)
obteniéndose los mismos resultados. Debido a la formacion de dimeros de timidina que provoca
la visualizaciéon del DNA cuando tiene bromuro de etidio intercalado no se muestran los

resultados obtenidos con esta enzima.

4.2 Clonacion de los fragmentos obtenidos en el vector comercial pGEM-T Easy

Los productos de amplificacion fueron extraidos desde el gel (3.2.3) y sometidos a una
reaccion de ligacion junto al vector pGEM-T Easy (3.2.4). Los plasmidios obtenidos por el
método de lisis alcalina (3.2.7) fueron sometidos a ensayos de restriccion con diferentes enzimas.

El tamafio esperado para los fragmentos se calcul6 en base al mapa fisico de cada vector.
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Figura 1: Analisis electroforético de los productos de amplificacion por PCR. Gel de agarosa
al 1,2%. Carril 1: estindar de DNA de 1Kb; producto de amplificacion con los partidores
generadores de la mutante; carril 2: FBPasa-N20; carril 3: FBPasa-C38; carril 4: control negativo
de la reaccion; carril 5: control positivo de la reaccion utilizando partidores para amplificar la

secuencia completa de FBPasa de rifion de cerdo (Rc).
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Los vectores digeridos que incorporaron los fragmentos de FBPasa y presentaron las
bandas esperadas en un gel de agarosa al 1,2% fueron utilizados en la siguiente etapa

experimental.

4.3 Subclonacion de las FBPasas mutantes en los vectores pEGFP-C1 y pEGFP-N1

Utilizando los vectores generados anteriormente se obtuvieron los fragmentos codificantes
para cada enzima a través del corte con las enzimas de restriccion Bam HI / Sal 1 para liberar
FBPasa-N20 y Bam HI / Hind 111 para liberar FBPasa-C38. Los fragmentos fueron purificados y
ligados al vector respectivo que fue tratado con las mismas endonucleasas de restriccion (3.2.9).
Para construir la mutante del extremo amino (FBPasa-N20) se utiliz6 el plasmidio pEGFP-N1, y
para la del extremo carboxilo (FBPasa-C38) se utiliz6 el plasmidio, pEGFP-C1. Una vez
purificados los plasmidos resultantes de la reaccion de ligacion estos se verificaron a través de
analisis de restriccion, usando como guia los mapas de restriccion que se muestran en la figura 2.
El analisis electroforético de los productos de digestion se muestran en la figura 3, observandose
los fragmentos del tamafio molecular esperado. En el carril 5 de la figura 3A se ve la banda
correspondiente a 922 pb correspondiente al fragmento codificante de FBPasa-N20 liberado con
las enzimas de restriccion con las que se generaron los extremos cohesivos (sefialadas arriba).
Asimismo, en el carril 6 de la figura 3B se ve la liberacion del fragmento FBPasa-C38 que

muestra un tamafio aproximado de 900 bp.
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Figura 2: Esquema de los mapas fisicos de los vectores de expresion. A) pEGFP-N1/FBPasa-
N20; B) pEGFP-C1/FBPasa-C38. En ambos se aprecian los sitios de corte para las enzimas de

restriccion utilizadas.
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Figura 3: Analisis de restriccion de los vectores pEGFP-N1/FBPasa-N20 y pEGFP-
C1/FBPasa-C38. Gel de agarosa 1,2%. A) Plasmidio pEGFP-N1/FBPasa-N20 con diferentes
enzimas de restriccion. Carril 1: Estandar de DNA de 1 Kb; carril 2: Bam HI; carril 3: Pst I; carril
4: Eco RI; carril 5: Bam HI/Sal 1; carril 6: constructo sin digerir. B) Plasmidio pEGFP-
C1/FBPasa-C38, carril 1: Estandar de DNA de 1 Kb; carril 2: vector sin digerir; carril 3: Xho

I/Bam HI; carril 4: Xho 1/Pst 1; carril 5: Bam HI/Eco Rl; carril 6: Bam HI1/Hind 111.
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4.4 Localizacion subcelular de las enzimas mutantes y de la proteina de tipo salvaje en la
linea celular HEK-293T

La expresion de las enzimas salvaje y de las mutantes de FBPasa de rifion de cerdo
fusionadas a EGFP en las lineas celulares usadas en este estudio fue lograda a través del método
denominado transfeccion transiente explicado en el punto 3.2.13. Al finalizar el experimento y
fijadas las muestras, se observaron por microscopia de epifluorescencia y confocal.

En esta linea celular derivada de riién de embriéon humano la fluorescencia proveniente
de EGFP-C1/FBPasa-Rc, FBPasa-Rc/EGFP-N1 fue encontrada en el citoplasma de las células, no
hubo variacién en la localizacién atn ante el cambio en la concentracion de glucosa (Figura 4A y
5). Lo mismo ocurrié con las mutantes, estas no presentaron diferencia en su localizacion con
respecto a la enzima salvaje, ni se observo que traslocaran al ntcleo o a algin compartimento
subcelular en respuesta a las distintas concentraciones de glucosa existente en los diferentes
medios. La proteina verde fluorescente por si sola, a diferencia de los resultados obtenidos con
ella fusionada a cualquiera de las proteinas nombradas arriba, se encontrd en los compartimentos
subcelulares, nucleo y citoplasma, e incluso en el nucléolo (Figura 4B). Este ultimo resultado no
es sorprendente considerando que el tamafio de EGFP, el cual es menor al tamafio de exclusion
del poro nuclear.

El andlisis por microscopia confocal no mostrd diferencia con lo obtenido por microscopia de
epifluorescencia (Figura 5), observandose, una marcada localizacion citoplasmatica de las
proteinas de fusion con una pequefia presencia de fluorescencia en el nticleo. Esto es evidente al
medir la fluorescencia a lo largo de una linea trazada a través de una célula. Este analisis resulta
en un grafico de intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias, UA), versus la distancia

recorrida por esta linea en um, resultado que se muestra en la figura 6.
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Figura 4: Localizacion subcelular de las proteinas de fusion en la linea HEK 293. Las
imagenes mostradas son representativas de la ubicacion de las proteinas de fusion EGFP
/FBPasa-Rc, EGFP/FBPasa-C38, FBPasa-Rc/EGFP y FBPasa-N20/EGFP obtenidas por
microscopia de epifluorescencia. Las imagenes corresponden a células en medio SmM glucosa:

A) la proteina EGFP/FBPasa-Rc, y en B) 5SmM glucosa con EGFP-CI.
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EGFP/FBPasa-Rc FBPasa-Rc/EGFP EGFP/FBPasa-C38 FBPasa-N20/EGFP

5 mM Sin glucosa

25 mM

Figura 5: Localizacion de las proteinas de fusion en la linea celular HEK 293 cultivadas en
distinta concentracion de glucosa. Ubicacion subcelular de las diferentes proteinas de fusion en

células cultivadas en medios con distinta concentracion de glucosa.
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De esta forma se puede dar un valor numérico aproximado a la ubicacion de las proteinas de
fusion, el cual en estas células es en promedio en el citoplasma alrededor de 100 UA y en el
nucleo es de 7,7 UA, dando una razon nucleo/citoplasma igual a 0,077. Estos resultados muestran
cuantitativamente que la distribucion de EGFP/FBPasa-C38 y FBPasa-N20/EGFP fue
mayoritariamente citoplasmatica en esta linea celular e independiente de las concentraciones de

glucosa en el medio.

4.5 Cuantificacion de la localizacion subcelular de las proteinas de fusion en la linea celular
LLC-PK1

Por microscopia de epifluorescencia la ubicacion de las diferentes FBPasas fue
generalmente citoplasmatica para la mayoria de las células (Figura 7A, B, C, D) aunque también
se observo una localizacion nuclear en un nimero menor de células en cada muestra. Las
proteinas de fusion FBPasa-Rc/EGFP, EGFP/FBPasa-Rc y FBPasa-N20/EGFP fueron
mayoritariamente encontradas en cada campo observado con una localizaciéon citosélica (Figura
7B, C, D). En células que expresan EGFP/FBPasa-C38 la ubicacion citoplasmatica también fue
alta, pero subi6 la incidencia de las células que presentan ubicacion nuclear en cada campo
analizado (Figura 7A). Al igual que en HEK 293, el control se localizé en ambos compartimentos

celulares a la vez, en la totalidad de las células, encontrandose incluso en el nucleolo (Figura 7E).
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Figura 6: Analisis cuantitativo de la distribucion relativa nucleo/citoplasma. Fluorescencia
en el curso de una linea trazada a través del plano medio de una célula. En verde el valor
aproximado que toma la fluorescencia en el nucleo y en rojo los valores en el citoplasma. Razén

N/C=0,077.
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Figura 7: Localizacion de las proteinas de fusion en la linea LLC-PKI1. Las imagenes
obtenidas por microscopia de epifluorescencia muestran la ubicacion de las proteinas de fusion.
En: A) EGFP/FBPasa-C38; B) EGFP/FBPasa-Rc; C) FBPasa-N20/EGFP; D) FBPasa-Rc/EGFP.

E) Proteina verde fluorescente.
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Mediante microscopia confocal se analizaron las distintas ubicaciones de la fluorescencia
en estas cé¢lulas reafirmdndose lo encontrado con el andlisis por microscopia de epifluorescencia.
De esta manera, se logro cuantificar la ubicacidon subcelular y definir un criterio cuantitativo para
comparar las distintas ubicaciones de la fluorescencia:

Nuclear: Cuando la fluorescencia es apreciable en el nucleo en una proporcion dos veces
mayor con respecto al citoplasma (Figura 8 y 9) y cuando la fluorescencia es de igual intensidad
en el niicleo y en el citoplasma razon N/C aproximadamente 1 (Figura 10y 11).

Citoplasmatica: Cuando la fluorescencia es apreciable en el citoplasma en una proporcion
de al menos dos veces mayor con respecto al nucleo (figura 12 y 13).

En la linea celular LLC-PK1 se obtuvieron tres importantes datos que se resumen en la
tabla 1: en primer lugar, la enzima silvestre estd presente en un mayor numero de células en el
compartimiento citoplasmatico cuando existe glucosa en el medio, y este nimero de células
disminuye al crecer éstas en un medio sin el azucar. Segundo, la ubicacion de las proteinas
mutantes fue considerablemente distinta a la de la proteina silvestre e independiente de la
presencia de glucosa. La proteina EGFP-C1/FBPasa-38 esta presente en un nimero de células en
una ubicacion citoplasmatica igual al numero de células con una ubicacion nuclear. Por el
contrario, la FBPasa-N20/EGFP esta claramente en un mayor nimero de células en una ubicacion
citoplasmadtica; este porcentaje es mas elevado que el de la enzima silvestre. Tercero: las
proteinas de fusion mutantes, a diferencia de las proteinas de fusion teniendo la enzima silvestre,
no registra ninguno de los cambios arriba citados frente a presencia de glucosa en el medio, es

decir, las proteinas mutantes pierden la capacidad de respuesta a glucosa (Tabla 1).
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Figura 8: Ejemplo de localizacion subcelular nuclear de la proteina de fusion en la linea
celular LLC-PKI1. Plano medio de una serie confocal (2,0 um) de 9 cortes de 0,5 um, donde se
muestra la distribucion nuclear de la fluorescencia. Esta imagen corresponde a la proteina de

fusion EGFP-C1/FBPasa-C38 y es representativa de esta ubicacion en las demas proteinas.
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Figura 9: Analisis cuantitativo de la distribucion relativa nicleo/citoplasma en la ubicacion
nuclear de las proteinas de fusion. Fluorescencia en el curso de una linea trazada a través del
plano medio de una célula. En verde el valor aproximado que toma la fluorescencia en el nicleo

y en rojo los valores del citoplasma. Razéon N/C =2,42.
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Figura 10: Ejemplo de localizacion subcelular uniforme de las proteinas de fusion en la
linea celular LLC-PKI1. Plano medio de una serie confocal (2,0 um) de 9 cortes de 0,5 um,
donde se aprecia la distribucion uniforme de la fluorescencia. Esta imagen en particular
corresponde a la proteina de fusion EGFP-C1/FBPasa-Rc y es representativa de esta ubicacion en

las demads proteinas.
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Figura 11: Analisis cuantitativo de la distribucion relativa nucleo/citoplasma en la
ubicacion uniforme de las proteinas de fusion. Intensidad de fluorescencia en el curso de la
linea trazada a través del plano medio de una célula. En verde el valor aproximado que toma la

fluorescencia en el nicleo y en rojo los valores del citoplasma. Razéon N/C = 1.
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Figura 12: Ejemplo de localizacion subcelular citoplasmatica de la proteina de fusion en la
linea celular LLC-PKI1. Plano medio de una serie confocal (2.0 um) de 9 cortes de 0.5 um,
donde se aprecia la distribucion citoplasmatica de la fluorescencia. Esta imagen en particular
corresponde a la proteina de fusion FBPasa-N20/EGFP-N1 y es representativa de esta ubicacion

en las demas proteinas.
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Figura 13: Analisis cuantitativo de la distribucion relativa nucleo/citoplasma en la
ubicacion citoplasmatica de las proteinas de fusion. Intensidad de fluorescencia en el curso de
la linea trazada a través del plano medio de una célula. En verde el valor aproximado que toma la

fluorescencia en el nticleo y en rojo los valores del citoplasma. Razéon N/C = 0.115.
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Concentracion de glucosa en el medio

Proteinas 0 5 mM 25 mM
de fusion : :
Nucleo Citoplasma] Nuclear Citoplasma ] Nuclear Citoplasma
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
EGFPC1/
FBPasa-Rc 347+£7,5(653£75Q152+3,4(84,8+3,4 20,1 £11,378,2+ 14,1
FBPasa-N20/
EGFP-N1 142 +£58 (86,1 £4,8 §159+5,9(84,1+£5911,1+£5,9(88,9+5,9
EGFP-C1/
56,3452 (43,852 50,1 + 17,2(46,4 + 14,0§ 50,6 £ 6,7| 49,7+ 6,4
FBPasa-C38 ’ ’ ’ ’ ’ 1 ’ I

Tabla 1: Porcentaje de células de una poblacion total que presenta una ubicacion
subcelular determinada, para cada proteina de fusion y cada concentracion de glucosa. Los
valores tabulados corresponden al promedio + la desviacion estandar de tres experimentos

distintos. Las células contabilizadas fueron entre 100 y 150.
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5. DISCUSION

La regulacion de las enzimas del metabolismo ha incorporado una nueva aproximacion a
los mecanismos clasicos ya descritos, la compartimentacion celular de las vias metabolicas. La
separacion de estas vias en regiones particulares de la célula como forma de modular y estimular
el acceso de las enzimas a sus sustratos ha sido postulada por Ovadi y col., (2000). Este grupo de
investigacion ademas ha descrito la formacion de complejos enzimaticos especificos para cada
via metabolica, lo que asegura la canalizacion de sus sustratos. Estudios realizados en nuestro
laboratorio mostraron, por primera vez, la localizacion subcelular de dos enzimas de la
gluconeogénesis, la fructosa-1,6-bisfosfatasa (Saez y col., 1996; Yanez y col., 2003) y aldolasa B
(Saez y Slebe 2000). Se demostrd que en higado y rifion de rata esta enzima se encuentra en el
nucleo de algunas células y ademas en un compartimento de la membrana apical de las células de
rifdn y de la membrana de los hepatocitos (Yanez y col., 2003). Secuencias de localizacion han
sido encontradas en enzimas glicoliticas y gluconeogénicas, como glucoquinasa (GK) (Shiota y
col., 1999) y glicdgeno sintasa muscular (GS) (Ferrer y col., 1997) respectivamente en las cuales
se ha observado que la localizacion subcelular de estas enzimas es dinamica y responde a la
variacion en la concentracion de glucosa. Asi, GK y GS muscular se localizan en el citoplasma
cuando la célula se encuentra en un medio de alta concentracion de glucosa y se trasladan al
nucleo en ausencia de este metabolito (De la Iglesia y col., 1999; Ferrer y col., 1997). Mas atn,
se ha determinado que GK no se traslada al nucleo por la presencia de una NLS sino que, su
proteina reguladora es capaz de unirse a la enzima y llevarla al nicleo en condiciones de alta
glucosa, mecanismo denominado “piggy-back™ (De la Iglesia et al., 1999). Sin embargo, este

mecanismo es dependiente del tipo celular en que se expresa la proteina. Asimismo cabe destacar
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que la formacion de este complejo GK-proteina reguladora inhibe la actividad de esta enzima
(Van Schaftingen., 1994). Shiota y colaboradores (1999) determinaron que la porcion de la
proteina involucrada en esta interaccion proteina-proteina corresponderia aproximadamente al 70
% de la estructura total de la enzima. Ademas, encontraron que GK, al contrario de lo propuesto,
contiene una sefial de exportacion nuclear (NES). El descubrimiento de estas sefales en el
transporte de proteinas hacia y fuera del nicleo ha permitido proponer un interesante mecanismo
de regulacion de las enzimas relacionado con la localizacion de las vias metabolicas en distintos
compartimientos subcelulares. Por lo tanto, se pens6 que la FBPasa hepatica posee sefiales en su
estructura primaria responsables de su localizacion subcelular. Reconociendo la importancia de
este nuevo mecanismo de regulacion y la ausencia de este tipo de datos en enzimas de la
gluconeogénesis, se propuso como objetivo central de esta tesis encontrar la region de la proteina
responsable de su ubicacion subcelular.

Estructuralmente, FBPasa hepatica presenta dos regiones particularmente expuestas al
medio que serian candidatas a secuencias de sefializacion subcelular y para interactuar con otras
proteinas. Estas son, la region carboxilo terminal y la region amino terminal. El entorno de esta
ultima cambia en respuesta a la union de AMP (Liang et al., 1992). Este inhibidor alostérico
induce un cambio conformacional de un estado R a T que se traduce en una rotacion de 17° del
dimero superior con respecto al inferior. Por lo que se decidi6 analizar el efecto que causa en la
ubicacion de la enzima la delecion de los 20 residuos aminoacidicos de la region amino terminal.

El lado carboxilo terminal en cambio es una alfa hélice que se proyecta desde los vértices
de cada monomero; esta ubicacion estructural determina que el entorno de esta region no varie
manteniéndose siempre expuesta al medio. Por esta razén parecid probable encontrar en esta

estructura una sefial involucrada en la localizacion subcelular de la enzima. Al igual que en el
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extremo amino, se decidi6 investigar el efecto de la delecion de los ultimos 38 residuos
aminoacidicos.

Los primeros resultados dados a conocer son los obtenidos en la linea celular de riién de
embrion humano, HEK 293, en donde FBPasa tipo salvaje de rifion de cerdo (FBPasa-wt) mostré
una ubicacion subcelular citoplasmatica al igual que las proteinas de fusion mutantes (figura 4A y
5). En el anélisis de la figura 6 se determiné que la fluorescencia relativa de las EGFP/FBPasas
fue muy baja dentro del nucleo, sugiriendo que en esta linea celular las proteinas de fusion no son
capaces de translocar hacia este organelo. Al utilizar el programa PSORT 1I
(http://psort.nibb.ac.jp/form2.html) se obtiene que la probabilidad de que FBPasa sea una enzima
citoplasmatica es de 69,6 % y que sea nuclear es de 21,7 %. Este ultimo porcentaje podria
deberse a la NLS encontrada en la secuencia de esta isoenzima. Si esto fuera asi ¢por qué en
HEK-293 no se encuentra la enzima en el nicleo? Considerando que todas las células presentan
importinas, proteinas encargadas de llevar al nicleo proteinas que posean una NLS (histonas,
factores de transcripcion y replicacion, etc) (Stewart et al., 2001), es factible pensar que esta
secuencia no es funcional.

Al contrario, utilizando la linea celular LLC-PK1 observamos que la GFP/FBPasa-wt fue
capaz de translocar al nucleo (figura 8), lo que permite junto al resultado anterior la siguiente
conclusion: “la ubicacion subcelular de FBPasa de rifion de cerdo depende del tipo celular en que
se exprese”. Esto ya habia sido descrito para GK (de la Iglesia et al., 1999). Cuando esta enzima
es fusionada a BFP (blue fluorescent protein) y expresada en hepatocitos aislados esta es capaz de
translocar en respuesta a glucosa, pero al expresar esta proteina de fusion en la linea de rindn de
mono verde COS-1, la proteina es incapaz de ubicarse en el nucleo sin importar la concentracion

de glucosa en el medio de cultivo, en forma analoga a lo encontrado con FBPasa en HEK-293.
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Ademas, en la misma publicacion (de la Iglesia et al., 1999) se informa que al co-transfectar GK
con su proteina reguladora (GKRP) fusionada a GFP, la enzima es capaz de translocar al nucleo
en determinadas condiciones metabodlicas. Por tanto, es posible postular que la FBPasa de rifion
de cerdo al interaccionar con un factor proteico que la reconoce, la traslada al nucleo de las
células. Aunque la localizacién de FBPasa sea regulada por una NLS o un factor proteico, al
eliminar esta region la proteina deberia ser encontrada mayoritariamente en el citoplasma de las
células. De las enzimas mutantes, FBPasa-N20 presenta una ubicacién subcelular
preferentemente citoplasmatica, en comparacion con la enzima silvestre (tabla 1). A través de
estos resultados se deduce que el extremo amino terminal de FBPasa de rifion de cerdo estaria
involucrado en la localizacion subcelular de la enzima permitiendo que ésta se encuentre en el
nucleo de las células LLC-PK1. Este extremo, como se sefiald previamente, cambia de posicion
con el cambio conformacional de la enzima inducido por la unién del inhibidor AMP vy,
posiblemente, queda menos expuesto al solvente. Asimismo, podria cambiar también su entorno
estructural, lo que dificultaria una interaccion proteina-proteina, en el caso que exista ésta. Este
puede ser un nuevo mecanismo por el cual este tipo de regulacion se lleve a cabo.

Con respecto al lado carboxilo terminal, que es una alfa hélice que se proyecta hacia el
medio desde los vértices de cada monomero, los resultados muestran un aumento
estadisticamente significativo (p < 0,05) en la ubicacién nuclear de la enzima cuando son
escindidos los 38 ultimos aminoacidos (tablas 1), es decir, que este lado estaria involucrado en la
exportacion hacia el citoplasma desde el nucleo. Se han caracterizado secuencias que tienen una
funcién contraria a las NLS. Estas corresponden a las sefiales para exportar proteinas del nucleo,
NES. Estas son regiones ricas en leucina, isoleucina u otros aminoacidos hidrofobicos, las cuales,

presentan la secuencia consenso Lx3(F/I/L/V/M)x;23Lx(I/V/L), que es la clasica NES. Esta
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secuencia se encontrd en la proteina inhibidora de protein quinasa A (Fisher, U., 1995), en la
proteina Rev del VIH (Fukuda, M., 1996) y en una docena de proteinas mas. También existen
secuencias inusuales, como en el caso del factor de transcripcion N-FAT (Klemm, J. D., 1997),
que son de la forma IxxxIxxLxT o WxKIXLxP y muchas otras que no han sido debidamente
caracterizadas por ser mas largas que las clasicas NES (Macara., 2001). Buscando estas
secuencias dentro de la region carboxilo terminal de FBPasa de rifion de cerdo no se encontrd
ninguna de las aqui sefialadas. Sin embargo, al recurrir a una base de datos

(http://www.cbs.dtu.dk/databases/NESbase/) que muestra los aminodcidos verificados

experimentalmente y que son indispensables para el funcionamiento de NESs informadas en
diferentes publicaciones, se observa que el extremo carboxilo terminal FBPasa de rifion de cerdo
posee dos veces la secuencia de residuos, LxI, una entre los residuos 303-305 y la misma entre
los residuos 329-331. Esta secuencia esta en la proteina ubiquitina ligasa humana, enzima que se
encuentra en el nucleo de células HeLa (Hamilton y col., 2001). La translocaciéon de enzimas a
compartimientos celulares donde no tengan acceso a su sustrato, en respuesta a alguna sefal
metabolica, ya ha sido descrita para varias proteinas, como la glucoquinasa y la glicogeno sintasa
muscular (Ferrer y col., 1997). La glucoquinasa, a la forma de una proteina de fusion con EGFP,
se localiza en el nucleo de las células en ausencia de glucosa, y en presencia del azlcar se
encuentra esencialmente en el citoplasma en las C2C12 (mioblasto de ratén) y en COS-1 sin que
sea necesaria insulina para la translocacion. Aunque EGFP/FBPasa-Rc se puede encontrar en el
nicleo de las células LLC-PKI, claramente posee una ubicacion preferencialmente
citoplasmatica independiente de la concentracion de glucosa en el medio. Sin embargo, esta
enzima presenta una clara tendencia a regresar al citoplasma cuando la concentracion del azucar

aumenta. La modulaciéon de la localizacion subcelular de FBPasa no fue la esperada. Nosotros


http://www.cbs.dtu.dk/databases/NESbase/
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pensabamos que FBPasa se trasladaria al nucleo en presencia de glucosa, como mecanismo
inhibitorio. No obstante, la ubicacion en el citoplasma de las células, ya sea de las LLC-PK1 o de
los hepatocitos de higado de rata, se puede explicar por la participacion de FBPasa en las vias
gluconeogénica y gliconeogénica en el higado. Este 6rgano presenta un gran almacenamiento de
glucogeno durante el periodo de absorcion postprandial. Este hecho es favorecido por un
incremento parcial en la incorporacion de glucosa por el higado, un aumento de los metabolitos y
sefales hormonales en la vena porta, y lo mas importante, un aumento parcial en la formacion de
glucosa-6-fosfato para favorecer la biosintesis de glicogeno (Radziuk J, 2001). La evidencia
presentada por estos autores también apunta a que la formacion de glicogeno directamente desde
glucosa y el formado a través de la via gluconeogénica estan interrelacionados. Por esto, es
plausible pensar que el movimiento de FBPasa en respuesta a glucosa seria para participar en la
sintesis indirecta de glucdgeno. Asi, el aumento de la concentracion de glucosa en el medio
celular y su metabolizacion, induce un aumento de los precursores gluconeogénicos, y por ende,
este aumento puede estimular la sintesis indirecta de glucogeno.

Es posible que en el niucleo FBPasa realice su funcidn catalitica clasica o una funcioén
diferente a la conocida. Existen numerosos estudios que han demostrado la presencia de enzimas
glicoliticas en el nucleo de algunos sistemas celulares. Entre ellas estan lactato deshidrogenasa,
fosfoglicerato quinasa, aldolasa y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. En algunos casos,
estas enzimas glicoliticas son encontradas en el nucleo en una forma modificada con respecto a
su contraparte citoplasmatica (por ejemplo fosforilacion). En estos casos, la forma nuclear de
estas enzimas se encuentra unida al DNA, aunque ninguna de ellas interactia con una secuencia
especifica. Se ha postulado que estas enzimas juegan un rol en la transcripcion y replicacion a

través de una estabilizacion general de la matriz nuclear o la estructura de la cromatina (Ronai,
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1993). Por lo tanto, es factible pensar que FBPasa también puede estar participando en el
metabolismo del DNA y también en la regulacion génica.

El porcentaje total de enzima existente en el citoplasma y nucleo de la célula fue sometido
a la prueba de error estadistico (p > 0.05). Al analizar los datos obtenidos se observd que hay
significancia estadistica en la diferencia entre los medios sin glucosa y 5 mM glucosa, al igual
que entre el primero y el medio 25 mM glucosa. Mientras que, la diferencia de localizacion de las
células entre SmM y 25mM no son significativas estadisticamente. Este analisis corrobora la
capacidad de FBPasa de rifion de cerdo de ser subcelularmente modulada por glucosa. Aunque, al
delecionar cualquiera de los dos extremos de la proteina, el amino o el carboxilo, la FBPasa
presenta cambios en su localizacion subcelular, en ninguna de las dos proteinas mutantes se
observé diferencia en su ubicacion en respuesta a diferentes concentraciones de glucosa. De esto
se puede deducir que estas regiones de la FBPasa podrian participar en la respuesta a glucosa.
También podemos sugerir que estas regiones podrian ser reconocidas por otros factores que
serian los responsables de su localizacion.

Ciertamente la respuesta a la hipotesis de trabajo es parcial. De que forma influyen los
extremos amino y carboxilo terminal de FBPasa en su compartimentacion, es una nueva
interrogante. ;/Es éste un mecanismo dependiente de una NLS, NES o de una proteina con la que
interacciona? En base a los resultados obtenidos en esta tesis no es posible contestar a esta
pregunta. No obstante, cabe destacar que este trabajo ha abierto lineas futuras de investigacion,
las cuales también deberan tomar en cuenta la distinta ubicacion de la FBPasa y la funciéon que
esta desempena en los distintos compartimientos entre los cuales es capaz de localizarse. El

estudio de nuevas funciones para enzimas de la gluconeogénesis es un tema atrayente, pues puede
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representar una forma de optimizacion de los recursos por parte de la célula. Asi, las enzimas

podrian desempenar diferentes papeles dependiendo del compartimiento en el que se encuentre.
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