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Resumen

Estudio bioquimico de las isoformas de  las subunidades R y C de la proteina
quinasa A de Mucor circinelloides y sus efectos en el desarrollo y la
diferenciacion

RESUMEN

La via de sefalizacion por cAMP-proteina quinasa A (PKA) juega un rol
importante en la regulacién del desarrollo, crecimiento y virulencia en un variado
namero de hongos. La PKA esta compuesta por un dimero de subunidades
regulatorias (R) y dos subunidades cataliticas (C). La subunidad R posee una
estructura modular con un dominio de dimerizacion y anclaje (D/D) en el extremo N-
terminal y dos dominios de unién de cAMP en el extremo C-terminal, entre ambos
se encuentra una zona bisagra que incluye el sitio inhibitorio (1S). A ambos lados del
IS se definen el linker | y linker Il. Nuestro modelo de estudio es el hongo Mucor
circinelloides cuya holoenzima PKA se diferencia de las de otras especies por su
mayor fuerza de interaccion R-C.

En esta tesis demostramos la participacion del linker | en la interaccion R-C y
la importancia de su naturaleza quimica, dada por la presencia de un grupo residuos
acidos, para establecer la alta fuerza de interaccion entre las subunidades.
Definimos por primera vez en hongos la existencia de cuatro isoformas de
subunidad R, PKAR1, PKAR2, PKAR3 Y PKARA4, las cuales se expresan en forma
diferencial a lo largo del desarrollo de M. circinelloides. Mediante la construccién de
dos cepas que poseen anulados los genes de pkaR1 y pkaR2 demostramos que
cada una de las isoformas posee roles diferentes en la diferenciacion y morfologia
del hongo. M. circinelloides también presenta multiples isoformas de subunidad C,
de las cuales hemos ahondado en el estudio de una en particular denominada
PKAC. Caracterizamos la isoforma como una posible pseudoquinasa por las
caracteristicas de su secuencia aminoacidica y por la falta de actividad catalitica.
Finalmente demostramos la existencia de variantes de R modificadas post-
traduccionalmente por ubiquitinacién, en particular se definieron isoformas

multiubiquitinadas de alto PM y la monoubiquitinacion de PKAR2.

Palabras clave: PKA, cAMP, linker |, Mucor circinelloides, isoformas de R,

diferenciacion.



Abstract

Biochemical study of the R and C  isoforms of Protein Kinase Ain  Mucor

circinelloides and their effects on devel opment and differeciation

ABSTRACT

The PKA signal transduction pathway plays an important role in growth,
development, morphology and virulence of many fungi. PKA is composed of a dimer
of regulatory subunits (R) and two catalytic subunits (C). The R subunits has a
modular structure: a dimerization docking domain (D/D) at the N-terminus; two
tandem cAMP binding domains at the C-terminal region (CNB) and a hinge variable
region that includes an inhibitory sequence (IS). At both sides of the IS the regions
linker 1 and linker Il are defined. Our experimental model is the fungus Mucor
circinelloides with a PKA holoenzyme that differs from other species for its high

affinity interaction between R and C subunits.

In this work we show the importance of linker | region in the R-C interaction
and also the importance of its chemical nature in determining the high affinity
interaction between its subunits. The existence of four R subunits isoforms, PKAR1,
PKAR2, PKAR3 and PKAR4 is reported. These isoforms show a differential
expression through M. circinelloides development. The construction of two strains
with deletions in pkaR1 and pkaR2 genes, allowed to demonstrate the role of PKA in
the regulation of morphological and cellular development.in M. circinelloides. This
fungus also has multiple genes coding for C subunits; we have particularly studied
the characteristics and the role of PKAC. This isoform has been characterized as a
putative pseudokinase since it is catalytically inactive and has unusual aminoacidic
sequence. Finally, we show that some R isoforms are modified post-translationally
by ubiquitination, particularly the multiubiquitinated high molecular weight isoforms
and the monoubiquitinated PKAR?2.

Key words: PKA, cAMP, linker I, Mucor circinelloides, R subunits isoforms,

differentiation.
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PKA
CAMP
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PKI
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Secuencia inhibitoria

Subunidad Regulatoria de Saccharomyces
Subunidad Catalitica de Saccharomyces

Wilde type

PKA de M. circinelloides

PKA de corazon bovino

Subunidad Catalitica de PKA de M. circinelloides
Subunidad Catalitica de PKA de corazon bovino
Proteina mutante de PKARL1 carente del N-terminal
Proteina mutante de PKARL1 carente de AA &cidos
Proteina PKAR1wilde type

Bromuro de etidio

Seroalbumina bovina

Dalton

Acido desoxirribonucleico

AcidoTetra Acético diamina etileno

AcidoTetra Acético etilenglicol bis

Minutos

Mililitro

Microlitro

Acido ribonucleico mensajero
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Abreviaturas

um
PCR

PMSF

SDS
MALDI-TOF
Ub
SDS-PAGE
RT

U

gpdl

tef-1
kb

WGB
d.p.m.
SAXS
AC
PDE
n.d.
Km
Vimax
ICs0
Aos
Ke
Kcat

r.p.m.

Micrémetro

Reaccién en cadena de la polimerasa

Fenil-Metil-Sulfonil fluoridro

Dodecil sulfato de sodio

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight.
Ubiquitina

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

Reverse transcription

Unidades enzimaticas

Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa

Factor de elongacion tef
Kilo base

Whole genome duplication
Desintegraciones por minuto
Small-Angle X-ray scattering
Adenilato ciclasa
Fosfodiesterasa

No determinado

Constante de Michaelis-Menten
Velocidad maxima
Concentracion inhibitoria 50
50% de activacion
Constante de especificidad
Constante catalitica

Revoluciones por minuto
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|. Transduccion de sefales por cAMP

Las vias de transduccion de sefales permiten a las células reconocer el
ambiente que las rodea, adaptarse y comunicarse con otras células. Dichas rutas,
muy conservadas evolutivamente, regulan procesos muy importantes que se
desencadenan en respuesta a diversos estimulos. Esta respuesta, involucra la
participacion de segundos mensajeros y se produce mediante la regulacién de la
expresion génica y la modificacién post-traduccional de proteinas efectoras. Entre
las modificaciones post-traduccionales posibles la fosforilacion es un mecanismo
predominante.

El concepto de segundo mensajero nace con el descubrimiento del nucleétido
ciclico 3"-5"-adenosina monofosfato (CAMP) y sus efectos a través de la fosforlacion
reversible de proteinas (2). La fosforilacion de proteinas en eucariotas es un evento
gue involucra la transferencia del fosfato y del ATP (o GTP) a residuos serina,
treonina o tirosina de las proteinas blanco. La proteina quinasa dependiente de
cAMP (PKA) es el miembro mejor caracterizado de la familia de quinasas que
fosforilan en residuos treonina y serina, y la primer molécula conocida con
capacidad de unir cAMP (3). Posteriormente fueron descriptas otras proteinas con
capacidad de unir cAMP como la proteina activadora de genes por catabolito
bacteriana (4), el receptor de cAMP de Dictyostelium discoideum (5), los canales
i6bnicos gatillados por cAMP (6) y los factores intercambiadores de guanina
activados por cAMP (Epac) (7, 8), no obstante, los principales efectos del cAMP son
mediados por la PKA a través de la unién del nucledtido ciclico a su subunidad
regulatoria (9).

La holoenzima PKA es un tetramero formado por dos subunidades regulatorias
(R) y dos subunidades cataliticas (C). La subunidad C es responsable de catalizar la
reaccion de transferencia del fosfato, mientras que la subunidad R confiere
dependencia de cAMP y media la localizacion subcelular de la holoenzima via la
interaccién con proteinas de anclaje de PKA, AKAPs (A Kinase a Anchoring
Proteins).

El cAMP es sintetizado por la adenilato ciclasa (AC) en respuesta a distintos
estimulos extracelulares. El modelo clasico de activacion de la holoenzima plantea
gue cuando los niveles de cAMP aumentan, se unen dos moléculas del nucleétido

ciclico a cada molécula de subunidad R en forma cooperativa (10). Esta union
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promueve un cambio conformacional que conduce a la disociacion de la
holoenzima, liberando dos moléculas de subunidad C activas y un dimero de
subunidades R con cuatro moléculas de cAMP unidas (Figura 1) (11, 12).

- — N
Ve | N\ CAMP Ve 1 N\ [ e )
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e ) ¢ ) g - A
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Figura 1- Modelo clasico de activacion de PKA por cAMP

Il. Proteinas quinasas

Las proteinas que pertenecen a la gran familia de las proteinas quinasas (PKs)
se relacionan en virtud de poseer un dominio quinasa homélogo, también conocido
como dominio catalitico, compuesto por 250-300 residuos de aminoacidos. Se
subdividen principalmente en dos grupos, las serina / treonina quinasas y las tirosina
guinasas; estos dos grupos a su vez se clasifican filogenéticamente en base al
dominio catalitico y de este andlisis surgen familias de proteinas relacionadas por la
especificidad de sustrato o por el modo de regulacién. Los miembros de los distintos
grupos o familias comparten también propiedades estructurales y funcionales
basicas. La PKA se clasifica dentro de la familia de las AGC quinasas, que es un
grupo de serina / treonina proteinas quinasas. En esta familia se incluye a las
proteinas cuyo dominio catalitico es semejante a proteina quinasa A, proteina

quinasa G o proteina quinasa C (13).

Tres roles se pueden describir del dominio catalitico:
1) Unién del ATP (o GTP) en complejo con cationes divalentes (Mg** o Mn?*) y
orientacion del fosfato transferible.
2) Union y orientacion de la proteina o péptido sustrato.
3) Transferencia del fosfato y al oxhidrilo aceptor.
Este dominio catalitico se subdivide en 12 subdominios (I-XIl) de estructura
primaria conservada que se definen como: “Regiones nunca interrumpidas por

grandes inserciones de aminoacidos y contienen un patron caracteristico de
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residuos conservados”.

En la figura 2 se muestran esquematizados los subdominios sobre la
estructura primaria de la subunidad Ca de PKA (PKA-Ca) (14). Los residuos de
aminoacidos de estos dominios son altamente conservados en toda la familia de
proteinas quinasas y juegan un rol esencial en la funcién enzimatica. El patron de
los residuos de aminoacidos de los subdominios VIB, VIl y IX son particularmente

muy conservados (13).

GNARRAKKGSEQE SVEKEFLAKAKEDFLKEWETPSONTROL DO
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.

VIA VIB
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ATIT (300)
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Figura 2- Secuencia de la subunidad C a. Los subdominios indicados en colores son los
pertenecientes al core catalitico conservado en todas las quinasas (14).

La subunidad catalitica presenta una estructura bilobular muy conservada en
todo el grupo de las quinasas (15). En ese plegamiento bilobular se distingue un
I6bulo mas pequefio en el extremo N-terminal y un Iébulo C-terminal mayor (Figura
3).

El I6bulo pequefio estad compuesto de cinco hojas B-antiparalelas y una a-
hélice, e incluye a los subdominios I-IV que se encuentran implicados principalmente
en anclar y orientar al nucleétido. El I6bulo mayor en cambio, esta formado por cinco
a-hélices, incluye a los dominios Via a Xl y es mayormente el responsable de la
union del sustrato y la fosfotransferencia. En la hendidura entre estos dos Iébulos se

forma el sitio activo.
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La subunidad C es capaz de adoptar diferentes conformaciones a lo largo de
la catdlisis yendo desde un estado abierto a uno cerrado. La conformacién mas
abierta es la que presenta la apoenzima y la mas cerrada la que adquiere al unirse

al sustrato (16). En la figura 3 se observa la estructura de la apoenzima.

I6bulo
pequefio

<«—Sitio activo

[6bulo
mayor

Figura 3- Estructura cristalogréafica de la subunidad C a bovina (16).

Como consecuencia de la resolucion de la estructura cristalografica del
complejo binario PKACa-PKI (péptido inhibidor), por primera vez se pudo conocer la
topologia general de la estructura del core catalitico de una proteina quinasa (17).
Con la posterior resolucion de los complejos ternarios PKACa-PKI con MgATP o
MnAMP-PNP (18, 19) se logré asignar un rol preciso a cada uno de los residuos
conservados y se vio que dentro de cada uno de estos subdominios hay residuos
que tienen una fuerte implicancia en el rol catalitico (13):

Subdominio I: contiene el motivo consenso GxGxxGxV, denominado loop G

empezando en G50 en PKACa. Forma una estructura flexible que une los fosfatos
no transferibles del ATP. El resto de los residuos del subdominio forman puentes de
hidrégeno con el ATP y contribuyen a la formacion de un bolsillo hidrofébico que

encierra al anillo de adenina.
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Subdominio II: contiene el residuo invariante K72, que ayuda a anclar y a orientar al
ATP.

Subdominio 1lI: contiene el E91 que ayuda a estabilizar la interaccion entre la K72 y
el ATP.

Subdominio IV: no parece estar involucrado directamente en la catalisis o en el

reconocimiento del sustrato ya que no contiene residuos invariantes.

Subdominio V: conecta los I6bulos grande y pequefio de la subunidad C (Figura 3).

Contiene ademas al E127 que participa en la interaccion con la primer arginina de la
secuencia consenso RRXS del sustrato (ver seccion 111.1.b)

Subdominio VIA: esta parte de la molécula parece actuar solamente como un

soporte estructural.
Subdominio VIB: aqui estan incluidos dos residuos invariantes, el D166 y la N171.

Esta region se denomina loop catalitico porque el D166 actuaria como base
aceptora del proton del grupo hidroxilo del sustrato durante el mecanismo de
fosfotransferencia. La N171 ayuda a estabilizar el loop catalitico y quela el i6n Mg
secundario que genera un puente entre los fosfatos a y y del ATP. En este
subdominio también se encuentra el E170 que forma un puente de hidrégeno con el

ATP y participa en la union del sustrato.

Subdominio VII: Contiene el triplete altamente conservado DFG, que corresponde a
D184-F185-G186. El Aspl184 quela al i6n Mg?* primario activador que forma un
puente entre los fosfatos  y y del ATP orientando la fosfotransferencia.

Subdominio VIII: contiene al residuo casi invariante E208 que junto a la R280 del

subdominio Xl estabilizan al 16bulo mayor (Figura 3). Este dominio parece jugar el
mayor rol en el reconocimiento del péptido sustrato ya que varios residuos de este
subdominio participan en la union. Se sabe que muchas proteinas quinasas se
activan por la fosforilacion de residuos presentes en el subdominio VIII. En el caso
de PKA-Ca la méxima actividad requiere de la fosforilacion de la T197 (20).

Subdominio IX: contiene al D220 que estabiliza al loop catalitico, la G225 altamente

conservada y el E230 que patrticipa en el reconocimiento del sustrato. Los residuos
235-239 estan involucrados en interacciones hidrofébicas.

Subdominio X: es el mas pobremente conservado y no esta muy clara su funcién.

Subdominio XI: contiene a la R280 que participa en la estabilizacion del l6bulo

mayor.

21



Introduccion

[1l. PKA en mamiferos
[11.1. Subunidad C

Existen tres genes que codifican para la subunidad catalitica: a, B y y. Las
secuencias de aminoacidos de Ca y Cp presentan aproximadamente un 93% de
identidad. La isoforma Coa se expresa constitutivamente en todos los tejidos,
mientras que Cp es tejido especifica y la presencia de Cy sélo se ha demostrado en
testiculos. Esta isoforma presenta una identidad del 79% y 83% con CBy Ca
respectivamente (21).

La isoforma Ca fue la primer quinasa purificada (3) y cristalizada. Se cristalizo
unida a un péptido de 20 residuos de aminoacidos derivado de un inhibidor natural
de la proteina quinasa A, PKI (17). Este péptido contiene la secuencia consenso
comun a todos los péptidos sustratos de PKA (RRXS/T), con una alanina en lugar
de serina o treonina.

Il.1.a. Unién del ATP y de los iones Mg  **

El ATP y el Mg?* se unen al sitio activo, hendidura formada entre ambos
I6bulos. EI ATP interacciona con un segmento conservado que conecta las hojas
Bly B2. Este loop contiene un segmento rico en glicinas, GxGxxG. Los residuos
glicina permiten anclar a los fosfatos no transferibles del ATP (13) y coordinarlo para
la interaccion con las cadenas laterales de otros residuos. Esta interaccion ayuda a
ordenar a la enzima en una conformacién cerrada y a posicionar el nucleétido para
la catdlisis (22). La triada K72-E91-D184 presente en el sitio activo, también
participa del anclaje del ATP y en la interaccién con el Mg®* (19).

El sitio activo puede unir dos iones Mg?* (19, 23) de cuya coordinacién
depende la unién del ATP. Uno de los iones Mg®*, denominado activador o primario,
coordina los fosfatos p y ydel ATP con el D184 del sitio activo; el otro i6n Mg?*,
denominado secundario o inhibitorio, coordina los fosfatos o y y del ATP e
interactia con D184 y N171 e el loop catalitico (19) (Figura 4).

Al i6n Mg?* primario se lo denomina de esta manera porque su sitio de unién
presenta mayor afinidad por el i6n que el sitio que une el Mg®* secundario (19, 24).
Al Mg?* secundario también se lo denomina inhibitorio, porque se vio que modula la
velocidad de la catalisis inhibiendo la liberacion del ADP (25, 26). Aparentemente

22



Introduccion

después de que se transfiere el fosfato y al sustrato, aumenta la afinidad del sitio
que une este i6n Mg**, y consecuentemente este cambio de afinidad inhibe la
liberacién del ADP. De esta manera los iones Mg®* juegan un rol crucial en regular la

fosfotransferencia y en limitar la velocidad de reaccion (27).

PKA

Glycine rich loop

)553
il | K72

Lare [

N-lobe

3- 3» D184
'Mg?

K1 53 i N171

C-lobe

Catalytic
loop

Figura 4- Posicionamiento del Mg 2*. El sitio activo de PKA se muestra en una conformacion que
representa el estado de transicion (mactlva activa). El fosfato y del ATP estéa atrapado entre el loop
rico en G y la K168 en el loop catalitico. Los dos iones Mg?* son anclados por la N171y el D184 en el
loop catalitico (28).

Ni el nucleétido ni los iones Mg®* solos se unen con fuerza a la PKA, pero
juntos aumentan sus afinidades de unién (29). En un trabajo computacional reciente
se describe que el origen de la cooperatividad esta dado por neutralizar las cargas
negativas de los grupos fosfatos (27).

[11.1.b. Reconocimiento del sustrato

El sustrato proteico se une al loop catalitico ubicado en el I6bulo mayor. La
optima fosfotransferencia requiere del arreglo espacial de varios residuos del
subdominio VIII, los cuales se encuentran conservados en todas las quinasas

conocidas, descriptos en la seccién anterior.
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Los sustratos de la PKA son el ATP, que es el dador de fosfato y una proteina
gue actia como aceptor de fosfato.

La subunidad C generalmente reconoce como sustratos a aquellas proteinas,
0 péptidos derivados de ellas, que presentan la secuencia basica consenso
RRXS/T, donde X puede ser cualquier aminoacido (30). El péptido utilizado como
sustrato clasico en los experimentos se denomina kemptido y deriva de la secuencia
de la piruvato quinasa de cerdo (31).

La nomenclatura con la que se indica la posicién de los residuos se basa en
designar como P al residuo fosforilable. Los péptidos sustratos presentan dos
aminoéacidos basicos separados por uno o dos residuos de la serina o treonina que
es fosforilada (posicién P) a los que se les asigna la posicion P-2 y P-3.

Las proteinas sustrato participan en la regulacion de diferentes procesos

celulares como transcripcion, flujo de iones, crecimiento y muerte.

[11.2. Subunidad R

A diferencia de otras quinasas, la subunidad C esta regulada negativamente
por la subunidad R. Ademas de inhibir a la subunidad catalitica, la subunidad R
ancla a la holoenzima a lugares especificos de la célula (32) y previene el ingreso al
nucleo de la subunidad C (33).

Todas las subunidades R comparten una estructura modular conservada y bien
definida (34). En el extremo N-terminal presentan un dominio de dimerizaciéon y
anclaje (D/D), a través del cual las subunidades regulatorias se unen entre siy a las
proteinas de anclaje (AKAPs) (35-37); hacia el extremo C-terminal contienen dos
dominios en tandem de unién a cAMP (CNB) (38-40) y entre estas dos regiones
bien estructuradas se encuentra un dominio desplegado llamado zona linker o
bisagra que incluye el sitio inhibitorio (IS), que se une al sitio activo de C y se
asemeja al sitio consenso de fosforilacion de los sustratos. El linker es una region
desordenada, que tiene gran flexibilidad (41). La regién hacia el N-terminal del IS se
conoce como linker I, mientras que la region hacia el C-terminal del IS se llama
linker Il (Figura 5).

No se conoce hasta el momento la estructura de alta resolucion de la
subunidad R entera, pero si de los dominios D/D y CNB. Recientemente se lograron

cristalizar algunos complejos de holoenzima formada por la subunidad C y distintas
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construcciones de RIIB que incluyen la region correspondiente a los CNB con seis

residuos correspondientes al linker (42).

Figura 5- Estructura modular de la subunidad R

En mamiferos, existen dos tipos de subunidades regulatorias: | y Il, dicha
clasificacion se basé en el patron de elucion en columnas de DEAE-celulosa (43).
Cada tipo tiene dos isoformas: a y 3. Estas cuatro isoformas corresponden a cuatro
genes diferentes. Rlay Rlla se expresan en la mayoria de los tejidos (44, 45)
mientras que RIBy RIIB presentan una expresion mas restringida a tejidos
especificos (46, 47).

Las isoformas Rla y Rlla presentan estructuras conservadas (36, 48) pero
difieren a nivel de secuencia (49-51). Una de las principales diferencias entre las
subunidades R de tipo | y Il es que RI posee una alanina en el sitio inhibitorio (sitio
de pseudosustrato), mientras que las subunidades RIl tienen una serina en esta
posicion, la cual es autofosforilada (sitio de autofosforilacion).

Las isoformas se diferencian por sus propiedades bioquimicas (52) y sus
funciones biolégicas. Mientras que ratones knockout para Rla mueren in Gtero (53),

mutantes en RIIP tienen deficiencias nutricionales (54).

l1l.2.a. CNBs

Los dominios de unibn a cAMP estdan muy conservados en secuencia y
estructura en todas las subunidades R (55). Las estructuras de Rla (40) y de RII
(39) comparten la misma arquitectura con otros dominios de unién a nucleotidos
ciclicos. Cada dominio consiste en dos subdominios: un subdominio a y un
subdominio (. Este ultimo es un sandwich tipo B relativamente rigido. Contiene
ademas un motivo muy conservado llamado casete de unién a fosfato (PBC) al cual
se une el cAMP. ElI PBC es un motivo de catorce aminoacidos, que esta presente en

todos los dominios de union a nucledtidos ciclicos (38).
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[1l.2.b. Dimerizacién y Anclaje

La subunidad regulatoria forma un homodimero estable que permanece
intacto después de la liberacion de las subunidades cataliticas. En RI los
monomeros estan unidos por puentes disulfuro formados entre las cisteinas 16 y 37
(56). La dimerizacion de RIl no involucra cisteinas, sino que es mantenida por
residuos del extremo amino terminal (57).

La subunidades regulatorias a través de su interaccion con las proteinas
AKAPs (58) permiten localizar a la holoenzima en sitios especificos de la célula. La
estructura del dominio de dimerizacién provee la superficie de interaccion con las

AKAPs, razon por la cual la dimerizacion es un requisito para la unién de AKAPs.

lll.2.c. Zona bisagra

Es una region variable con propiedades dinamicas que incluye al sitio
inhibitorio (IS) que se une al sitio activo de C impidiendo la union de los sustratos y
por lo tanto la catalisis. Las porciones denominadas linker presentan mucha
variacion entre diferentes especies (59). Mediante un analisis in silico se predijo que
la estructura secundaria de los linkers de Rla, Rlla y RIIB esta formada por random
coils pero estos a su vez se pueden clasificar en zonas de baja y alta complejidad.
Las zonas de alta complejidad presentan mas estructura residual, mientras que las
regiones de baja complejidad son secuencias con una composicion sesgada de
aminoéacidos, en general no globulares y en algunos casos pueden participar en la
transicion de estructura desordenada a ordenada, como ocurre con regiones que
participan en interacciones proteina-proteina (60, 61). A partir del analisis de las
distintas R se encontraron dos regiones de baja complejidad dentro del linker de
Rlle. y RIIB, pero no en Rlo. Dentro del linker de Rlo se encontraron sitios de
fosforilacion y de interaccion con otras proteinas (59).

Las diferentes subunidades R presentan diferentes conformaciones en
solucion. Como la region bisagra es la Unica poco conservada se propuso que es la
responsable de las diferentes estructuras globales observadas (59).

La posibilidad de estas regiones de sufrir un cambio de desordenado-
ordenado le confiere a la molécula la ventaja de poder establecer interacciones

alternativas con distintas moléculas (60).
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Andlisis recientes a través de SAXS (small angle X-ray scattering) de las
isoformas Rlla y RIIB, mostraron que mientras que el linker | de Rlla. se encuentra
poco conservado, el de RIIp presenta mayor conservacion. Estas diferencias en el

linker determinan importantes diferencias estructurales y funcionales (62).

[11.3. Holoenzima PKA

La PKA fue identificada por primera vez en tejido esquelético de mamiferos
(3), desde entonces este modelo de PKA es el mas estudiado tanto desde el punto
de vista bioquimico como estructural.

Existen cuatro isoformas de holoenzima de PKA que se denominan la, I, lla
y lIB en funcién de la isoforma de R que acompafia a C. Las propiedades
diferenciales de las subunidades R les confieren a las holoenzimas de las que ellas
participan propiedades caracteristicas, tales como diferentes umbrales de activacion
por CAMP (63), diferente localizacion celular, ya que las PKAs de tipo | son solubles
y las de tipo Il particuladas (64-66). Aportan diferentes superficies que participan en
la interaccion con la subunidad C (67) y también difieren en el requerimiento de ATP
para dicha interaccion. A diferencia de la PKA de tipo II, la PKA de tipo | requiere
ATP-Mg?" para la formacién de la holoenzima (68). Otra caracteristica que podria
explicar diferencias funcionales importantes entre ambos tipos de holenzima es el
rol del sustrato en el mecanismo de activacion de cada una de ellas (ver seccion V)
(69).

Las proteinas inhibidoras de la subunidad C deben cumplir dos requisitos: se
deben unir a C con alta afinidad y deben inhibir su actividad catalitica. Para la
inhibicion se requiere de una secuencia semejante al sustrato, pero esta no es
suficiente para la alta afinidad de interaccion R-C (70). La obtencion de las
estructuras cristalograficas de los complejos RI-Ca y RII-Ca, permitio observar que
la interaccion entre las subunidades R y C de la PKA es multivalente (71), ya que
ademas de la interaccion a través del sitio activo de la subunidad C con el sitio de
pseudosustrato (IS) (72), existen otros puntos de interaccion.

Mediante la resolucion de la estructura cristalografica del heterodimero
Rla (91-379)-C, se pudieron identificar puntos de interaccion con la subunidad R y
una superficie extendida en C (73). Se observo que esa superficie de C es capaz de

interactuar con:
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1) ells,

2) ellinkerll'y

3) laregién helicoidal del dominio A de unién a cAMP

4) la a-hélice Ay la a-hélice B del CNB-B

Este dltimo punto que participan de la interaccion R-C se pudo observar al
resolverse la estructura cristalogréfica del heterodimero Rlla (90-400)-C. Sin
embargo, esta interaccién soélo es critica para Rlla-C. Esta observacion permite
resaltar otra diferencia entre ambas holoenzimas: mientras que el complejo Rla-
Co requiere de la presencia de Mg?*-ATP para una fuerte interaccién, el complejo
Rlla-Ca, requiere de la participacion del CNB-B (70). En otro trabajo en el que se
comparo la interaccion Rla-C y RIIB-C, también se observé que si bien tanto RI
como RII interactian con C a través de ambos dominios de unidn a cAMP, la
interaccion a través del CNB-B sélo es critica para la formacion del complejo en el

caso de la interaccion RIIB-C (67) (Figura 6).

Figura 6- Estructuras cristalograficas. (A)  Rla (91-379)-C (74). (B) RIIp (102-265) (70).
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La participacion del linker | en la interaccion R-C también se observdé mediante
un ensayo de digestion enzimética de la holoenzima. En este trabajo las regiones
inmediatas hacia el N-terminal del IS se encontraron protegidas frente a la
protedlisis. Esta observacion permitié definir una region proxima al sitio activo en la
subunidad C capaz de interaccionar con la regién inmediata N-terminal del IS tanto
en RI como en RIl, aunque se describieron diferencias especificas de cada isoforma
(P-11,P-4) (75). También se observd la participacion del linker | al resolverse la
estructura de la holoenzima correspondiente a una mutante RIIp (102-265), donde
se demostrd que 6 residuos correspondientes al linker | interaccionan con una hoja
B extendida sobre el I6bulo mayor (42).

La diversidad de isoformas es el mecanismo primario para la especificidad en

la sefalizacion por PKA.

V. Mecanismo de activacion de la PKA

El mecanismo de activacion de PKA no se encuentra completamente
dilucidado. El conocimiento minucioso del mismo permitiria comprender como se
regula la activacion temporal y espacial de una molécula clave en la transduccion de
sefales.

En la holoenzima el cAMP se une primero al CNB-B (12, 76) que se
encuentra mas accesible y la union subsecuente al sitio A lleva a la liberacion de la
subunidad C.

Se cree que la comunicacién entre los dominios CNB es clave en el proceso
de activacién. La subunidad R sufre grandes cambios conformacionales al unirse a
la subunidad C (70, 74) que involucran el ordenamiento del linker y la reorganizacion
de los subdominios a-helicoidales de los CNBs.

De acuerdo al modelo clasico, la activacién de la PKA por cAMP se da a
través de la disociacion de la holoenzima. Sin embargo, existen evidencias
experimentales de la posibilidad de que ocurra una activacion sin disociacion
completa, generandose una holoenzima con actividad (69, 77, 78). Para la
holoenzima de tipo I, la disociacibn completa se alcanza con el agregado del
sustrato junto con el cAMP, en cambio para la PKA de tipo Il, una proporcion de
holoenzima permanece intacta aun luego del agregado de cAMP y sustrato
(69)(Figura 7).
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Figura 7- Representacion estructural del mecanismo de activacion de PKA (69).

A nivel estructural lo que ocurre durante la activacion es una transicion de
una conformacién abierta, que es la observada en la apoenzima antes de la union
con los sustratos (79), a una conformacién cerrada (19), esencial en el ciclo
catalitico. Durante esta transicion se produce un reordenamiento de los I6bulos
mayor y menor que conduce al acercamiento de los mismos, permitiendo que se
abra y se cierre el sitio activo (79).

Otra caracteristica del proceso de activacion es que en la PKA al igual que en
muchas quinasas, este evento esta regulado por la fosforilacion de residuos
presentes en el segmento de activacion. En el caso de la subunidad C de mamiferos
se requiere la fosforilacion en dos residuos, T197 y S338 (80). Esta fosforilacién no
parece ser tan importante en S. cerevisiae, que si bien posee un analogo de T197
en posicion 241, una mutacion T241A, no le hace perder la actividad catalitica a la

isoforma TPK1, pero si afecta la afinidad por la subunidad regulatoria BCY1 (81).

30



Introduccion

V. Localizaciéon subcelular de la PKA

La PKA se activa como consecuencia de diversos eventos que conducen a la
sintesis y al aumento de los niveles intracelulares de cAMP. Una de las grandes
preguntas es como las numerosas cascadas de sefializacion paralelas gatilladas por
PKA logran activarse en forma especifica en el lugar y momento adecuado
respondiendo al mismo estimulo.

Se postula que esa especificidad es alcanzada gracias a:

e Los microdominios de cAMP, generados por la adenilato ciclasa (AC) y la
degradacion del cAMP mediada por las fosfodiesterasas (PDE), que permiten
la terminacioén de la sefial.

e La compartamentalizaciéon de PKA en diversos sitios especificos de la célula

a través del anclaje a proteinas denominadas AKAPs (82).

Los microdominios de cAMP son generados por la AC que sintetiza el CAMP
y por las PDE que lo degradan. Con la localizacién en sitios puntuales de la célula
de estas proteinas, se logra la generacion de zonas con alta concentracion de cAMP
(83). Si no existiera esta regulacion de los niveles de cAMP, los mismos
aumentarian ante un estimulo en forma uniforme en toda la célula, y todos sus
efectores tendrian las mismas chances de activarse. Las PDE en patrticular, son las
responsables de la regulacién temporal de la sefializacién por cAMP permitiendo la
generacion de gradientes del nucleotido (84). De esta manera, los dominios de
CcAMP se generan con una disposicion temporal y espacial discreta en respuesta a
un ligando externo (83).

La localizaciéon de la PKA en mamiferos esté principalmente determinada por
proteinas AKAPs, que se unen a los dimeros R,. La PKA de tipo | es considerada
clasicamente citoplasmatica, mientras que la de tipo Il es tipicamente particulada y
restringida a estructuras subcelulares a las cuales estd anclada por proteinas
AKAPs (64, 66). La mayoria de los miembros de la familia de AKAPs unen la
subunidad R del tipo Il, conociéndose menos miembros que establezcan interaccion
con RI. Sin embargo, en los ultimos afios se han identificado algunas AKAPs que
unen preferentemente RI (85), también se conocen AKAPs duales que unen tanto RI

como RII (86, 87). Las proteinas AKAPs descriptas hasta el momento son de
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mamiferos, con excepcion de una detectada en C. elegans (88) y la proteina Zdsl
de S. cerevisiae que se demostré6 que interactia con BCY1l determinando su
localizacion (89). La subunidad C de la holoenzima PKA colocaliza con los
complejos R-AKAPs pero luego de la disociacion por cCAMP, pueden desplazarse al

nacleo (90) (Figura 8).
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Figura 8- Efectores del cAMP y formacion de gradiente del nucleétido (91).

VI. PKA en hongos

La via de cAMP-PKA es uno de los reguladores claves de la morfogénesis y
diferenciacion en hongos y de otros procesos como el desarrollo sexual y la
virulencia (92, 93).

De la PKA en modelos fungicos se cuenta con menos informacion ya que casi
todos los estudios bioquimicos y estructurales se conocen a partir del modelo de

mamifero. Por este motivo mucha de la informacion de la que se dispone adn no se
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sabe si constituyen caracteristicas propias del sistema de mamiferos o si son
generales de todas las PKAs.

Hasta el momento de realizacion de esta tesis estaba descripto un solo gen
codificante para subunidad R en todos los modelos fungicos estudiados, pero
estaban descriptos varios genes para subunidad C en algunos de ellos, como es el
caso de Neurospora crassa, Cryptococcus neoformans, Ustilago maydis, S.
cerevisiae, Candida albicans y Aspergillus fumigatus (94-101) entre otros.
Actualmente con la secuenciacion de algunos genomas flngicos se esta
profundizando el conocimiento de estos modelos de estudio.

Las subunidades R de hongos se clasifican como un tipo diferente de las tipo
| y tipo Il de mamiferos segun un andlisis filogenético que compara el PBC de las
secuencias de toda la familia de proteinas que unen nucleétidos ciclicos (55). Si
bien las R fungicas constituyen un grupo aparte, se asemejan a las R de tipo Il en
gue presentan un residuo de serina fosforilable en el IS.

Las subunidades R de hongos comparten la caracteristica de organizacién
modular de las R de mamiferos. En un estudio en el que se analizaron las
secuencias de 40 hongos se pudo observar que todas presentaban los dominios
CNB, pero solo 21 presentaban el dominio D/D. Las 19 secuencias que carecian de
este dominio correspondian al subfilum Pezizomycotina de los Ascomycetes. Otra
observacion general derivada de este trabajo, es que todas las secuencias flungicas
analizadas presentaban zonas de baja complejidad en la region linker y

particularmente en el linker 1 (102).

VI.1. PKA de S. cerevisiae

S. cerevisiae es un hongo levaduriforme perteneciente al filum Ascomycetes,
es un modelo muy utilizado en el estudio de transduccion de sefiales. La holoenzima
PKA existe como un heterotetramero que consiste de dos subunidades regulatorias
y dos subunidades cataliticas al igual que en mamiferos.

Existen tres genes que codifican para la subunidad C, tpkl, tpk2 y tpk3. Las
secuencias de las TPKs tienen una identidad de alrededor del 50% con las
subunidades C de mamiferos. La identidad entre TPK1 y TPK3 es del 86%, entre
TPK2 y TPK1 de 75% y entre TPK2 y TPK3 de 76%. La diversidad esta restringida
al extremo N-terminal (98). La TPK2 tiene un extremo N-terminal mas largo, rico en
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glutamina. La anulacién de los tres genes de tpk es letal, sin embargo la presencia
de uno solo de ellos (cualquiera sea) basta para que la célula viva. In vivo, TPK3
presenta baja actividad quinasa, debido aparentemente a la baja expresion de la
proteina (103).

Existe un Unico gen que codifica para la subunidad R, bcyl (104). La
disrupcién de este gen no es letal, pero genera sensibilidad al shock térmico y a la
privacion de fuente de nitrdgeno (105). La secuencia de BCY1 presenta alrededor
de 40% de identidad con las subunidades R de mamiferos. Como todas las
subunidades de hongos, BCYL1 tiene un IS con una serina autofosforilable y tiene
dos sitios de unién a cAMP conservados (106). La secuencia del extremo N-terminal
no se parece a la de mamiferos. La region correspondiente a los primeros 124
aminoacidos es necesaria y suficiente para la localizacion subcelular de BCY1
(107).

Recientemente en nuestro laboratorio se resolvié la estructura cristalogréafica
de los dominios CNB de la subunidad BCY1 (102). Las regiones de BCY1l que
difieren con las estructuras de mamiferos son las mismas regiones en las que
difieren Rl y RII (39), lo cual indica que la variabilidad esta restringida a regiones
especificas de la molécula.

En S. cerevisiae los niveles de cAMP son regulados por los productos de los
genes RAS1 y RAS2, que son efectores positivos de la adenilato ciclasa (Cyrl). Las
células no pueden sobrevivir en ausencia de ambos genes RAS, pero mutantes
ras2::LEU2 son viables, aunque crecen muy pobremente en fuentes de carbono no
fermentables. Esta cepa posee una disminuida actividad de PKA, debido los bajos
niveles de cAMP que posee. Ademas de la incapacidad de crecer en fuentes de
carbono no fermentables, una actividad de PKA disminuida resulta en acumulacion
de hidratos de carbono de reserva (glucdogeno y trealosa), activacion de la
gluconeogénesis, induccion de varias proteinas de respuesta a estrés y reduccion

de la transcripcion de varios genes relacionados con el crecimiento (108-110).

VI.2. PKA de Mucor sp.

Dentro del género Mucor la PKA ha sido estudiada particularmente en M. rouxii
y M. circinelloides. Ambos son hongos dimorficos que se desarrollan como

levaduras multipolares o como hifas filamentosas, pertenecientes a la clase
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Zygomycete, al subfilum Mucormycotina. Estos hongos constituyen un modelo
particularmente interesante para el estudio de la PKA por las particularidades
bioquimicas que presenta la enzima en estos organismos, descriptas a
continuacion, y por verse implicada en el control del dimorfismo del hongo.

Las holoenzimas de M. circinelloides y de M. rouxii han sido descriptas como
holenzimas tetraméricas y hasta el momento como isoforma Unica (111, 112).

En el afio 2002 se cloné el primer gen descripto como el responsable de
codificar para la subunidad C de PKA en M. circinelloides y se lo llamo pkaC. El gen
pkaC contiene dos intrones putativos en el extremo 5’ en las posiciones 1028-1084 y
1308-1370. Este gen codifica para una proteina de 605 residuos de aminoacidos.
Esta proteina contiene un dominio de uniéon a ATP conservado (GQGSVG) y un sitio
activo de alta homologia con las proteinas serina / treonina quinasas, pero
sorprendentemente, carece del residuo de acido aspartico que es conservado en el
sitio activo de las quinasas, el cual se encuentra reemplazado por una asparagina
(112).

En M. rouxii no se clond ningun gen que codifique para la subunidad C, pero
fue descripto que la actividad quinasa se asemeja a la C de mamiferos en la
especificidad del sitio consenso de fosforilacion de los sustratos (113).

Junto al gen pkaC descripto, se cloné también la secuencia de un gen que
codifica para subunidad R de M. circinelloides y se lo denominé pkaR. Este gen
contiene dos intrones, uno en el extremo 5’ en posicion 203-254 y otro que separa
los dos dominios de union a cAMP en posicion 1167-1219. El gen pkaR codifica
para una proteina de 427 aminoacidos con un peso molecular estimado de 47 kDa.
La proteina PKAR presenta un porcentaje de identidad con las subunidades R de
otros hongos entre 31% y 45%, y presenta ademas los dominios modulares bien
conservados (112).

En Mucor rouxii se ha identificado hasta el momento un sélo gen que codifica
para subunidad R. La secuencia de aminoacidos incompleta, ya que carece del
extremo N-terminal, presenta en la zona de los dominios de union a cAMP un 47%
de identidad con respecto a las subunidad R bovina y entre 50% y 54% de identidad
con las R de otros hongos (114). Los dos sitios de unién a cAMP se pueden
diferenciar por sus propiedades cinéticas y especificidad de analogos (76).

Se demostré que esta quinasa tiene la propiedad particular de no disociarse

con el simple agregado de cAMP sino que la disociacion se logra con el agregado
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de cAMP, de NaCl o policationes (115). También se demostré que el grado de
activacion de la holoenzima depende del sustrato que se utilice (76). Existen dos
interpretaciones posibles de esta observacion: el sustrato participa en la disociacion
de la holoenzima, y/o la holoenzima tiene actividad (113). Se ha identificado un
complejo ternario R,C,cAMP, formado por la holoenzima y dos moléculas de cAMP
unidas al sitio B (116).

Al igual que ocurre con las subunidades R de mamiferos y de otros hongos,
en M. rouxii estd descripto que la autofosforilacién de la subunidad R promueve la

activacion de la holoenzima (111, 117, 118).

VII. Morfologia y desarrollo de M. circinelloides

Como se mencioné anteriormente, la PKA es uno de los reguladores claves de

la morfologia y el desarrollo en hongos.

VII.1. Ciclo de vida del hongo

M. circinelloides es un hongo generalmente sapréfito, dimérfico capaz de
crecer tanto como micelio filamentoso aseptado o como levaduras gemantes
multipolares (119).

La morfogénesis fangica es un proceso ciclico, generalmente se toma a las
esporas como punto de referencia. Las esporas asexuales de M. circinelloides y M.
rouxii (esporangiosporas) sirven como un mecanismo de dispersion del organismo y
se pueden desarrollar como levaduras o como hifas filamentosas dependiendo de
las condiciones ambientales. El crecimiento filamentoso ocurre en condiciones
aerobicas, incluso cuando el oxigeno esta presente en cantidades minimas (120).
En condiciones ambientales desfavorables los filamentos dan lugar a la formacion
de artrosporas, produciendo septos que forman dentro de los filamentos cadenas de
artrosporas capaces de separarse eventualmente dando lugar, segun las
condiciones del medio, nuevamente a levaduras o hifas. Las artrosporas solo se
forman a partir de filamentos activos preexistentes cuando las condiciones se
vuelven adversas para seguir creciendo de este modo (121). Las esporas
resultantes de este ciclo, luego pueden desarrollarse como formas levaduriformes o
como hifas filamentosas dependiendo de las condiciones ya mencionadas (Figura
9).
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Figura 9- Ciclo de vida de M. circinelloides en cultivo liquido (122). (1) Esporas asexuadas, (2)
hifas filamentos, (3) levaduras, (4) cadena de artrosporas.

El cambio de condiciones atmosféricas de anaerdbicas a aerdbicas induce a
las levaduras a formar filamentos a partir de las células madres o de las gemas
maduras. Un cambio en la atmosfera gaseosa en la direccion opuesta genera la

gemacion de levaduras a partir de los filamentos (123).

VII.2. Esporas asexuales

Se forman en medio solido en condiciones aerdbicas en la porcion terminal de
una hifa aérea especializada llamada esporangioforo dentro de un saco llamado

esporangio y son caracteristicamente elipsoidales (124) (Figura 10A).

VII.3. Crecimiento filamentoso:

Los hongos filamentosos se definen por su habilidad para formar hifas
altamente polarizadas, esto constituye un prerrequisito para la colonizacion eficiente
de sus nichos biolégicos y para la utilizacién de sustratos. El establecimiento de la
polaridad durante el crecimiento es importante tanto para el surgimiento del tubo
germinativo como para las posteriores ramificaciones. Una vez que se establecio la
polaridad se debe mantener durante la extension de la hifa. En el establecimiento y
mantenimiento de la polaridad juegan un rol clave elementos estructurales del

citoesqueleto, especialmente actina (125).
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Luego de sufrir un periodo de crecimiento isotropico durante el cual las esporas
se hinchan y sintetizan moléculas (126), el crecimiento prosigue con un patron
polarizado con el surgimiento de un tubo germinativo y su posterior ramificacion.
Suelen emerger varios tubos germinativos por espora. Los puntos de ramificacion
no presentan un patrén claro (127). Las hifas son no septadas (cenociticas).

Para explicar la morfogénesis de la hifa se plantearon distintos modelos que
proponen el cambio en las propiedades fisicas de la pared celular (128), la
morfogénesis de la hifa por la expansion del citoplasma (129) y el patrén de
migracion de vesiculas (130).

Cultivos crecidos en condiciones aerobicas en medio rico YPG de M.
circinelloides sufren primero un crecimiento isodiamétrico durante el cual las
esporas se hinchan y sintetizan moléculas (126), a partir de las 1,5 hs comienzan a
deformarse indicando el inicio de la emision del tubo germinativo y se ven como
“limones” (Figura 10B), a las 3,5 hs las células poseen brotes mas largos (Figura

10C), que luego contintdan creciendo y ramificandose (FiguralOD).
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Figura 10- Germinacién en aerobiosis. (A)

VIl.4. Crecimiento levaduriforme y gemacion

Esporas, (B) 2 hs, (C) 3,5 hs (D) 5,5 hs.

La fase inicial del desarrollo a partir de la espora es indistinguible del de la hifa,

dado que se da un crecimiento isodiamétrico.

Las levaduras son formas esféricas y la célula madre frecuentemente se cubre

enteramente de gemas. No existe un patrén obvio de gemacién de tal forma que se
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pueda predecir donde va a surgir una gema en relacion a una prexisistente. La
célula madre suele producir entre dos y tres brotes por unidad de tiempo que tienen
el mismo volumen y sus diametros se van incrementando a la misma velocidad.
Alguna de las gemas van siendo liberadas pero muchas células madres van
guedando metabdlicamente inactivas mientras estan aun cubiertas con gemas
altamente activas (127). Se requiere de estricta anaerobiosis para que se produzca
y mantenga este tipo de crecimiento (131).

La formacién de levaduras a partir de hifas requiere del surgimiento de las

formaciones esféricas a partir de los lados y del extremo de la hifa (132).

VII.5. Transicidon anaerobiosis-aerobiosis

Esporas inoculadas en medio minimo MMC en anerobiosis durante una noche,
se desarrollan como levaduras multibrotadas (Figura 11A). Si estos cultivos son
transferidos a condiciones aerdbicas, a partir de las células madres levaduriformes
surgen tubos germinativos comenzando a las 2 hs (Figura 11B) de crecimiento
aerdbico, y continlan extendiéndose dando como resultado un cultivo puro de
filamentos a las 4 hs (Figura 11C) (123).

3 L{O A ‘| e
& AR :
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Figura 11- Transicién anaerobiosis-aerobiosis. (A) Levaduras, transicion anaerobiosis-
aerobiosis (B) 2 hs (C) 4 hs.

VI1.6. Distribucion de nucleos en micelio y levaduras

En la forma levaduriforme se observan docenas de nucleos en la célula madre,
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mientras que en las gemas se observan entre dos y diez nucleos. En las hifas se
observa un gran numero de nucleos distribuidos al azar y en las artrosporas entre

cinco y doce nucleos (127).

VII.7. Formacion de artrosporas

La extension de la hifa no continda indefinidamente. Cuando se alcanzan unos
8 mm de longitud la extensién y la ramificacion se detienen abruptamente. El micelio
no se vuelve completamente inactivo pero sufre numerosos cambios estructurales
que dan lugar al proceso de formacion de artrosporas. Se observa un
engrosamiento de la hifa particularmente en los extremos que da lugar a la
formacion de las tipicas cadenas de artrosporas (127). Se ha descripto que este
proceso es una respuesta al hambreado (119), se ve favorecido en condiciones de
ausencia de fuente de carbono fermentable y de alto inoculo de esporas en medio
liquido (121, 131, 133).

VII.8. PKA y la morfologia fungica

Mediante estudios en diferentes hongos incluyendo Ascomycetes Yy
Basidiomycetes se encontr6 que dos cascadas de transducciébn de sefales
ampliamente conservadas regulan el desarrollo y la virulencia en hongos. Una de
ellas es la cascada de las MAPK, que regulan respuestas a feromonas; y la otra es
la cascada de sefalizacibn de PKA que media respuestas frente a nutrientes
cobrando particular importancia el rol de la sefalizacién por cAMP en la morfologia
fangica (125). La participacion del cAMP en el proceso morfogenético de Mucor se
ha visto tanto en M. rouxii como en M. circinelloides (119, 134, 135).

En varios Ascomycetes como S. cerevisiae, C. albicans, A. niger, A. nidulans,
y A. fumigatus y dos Basidiomycotes como U. maydis y C. neoformans, existen
evidencias genéticas que muestran la participacion de PKA en la polaridad celular.

En S. cerevisiae, cuando se anula el gen que codifica para la subunidad R se
ve alterada la diferenciacion a pseudohifa, proceso en el que también se vio que las
tres subunidades cataliticas juegan diferentes roles (105, 136).

En C. albicans la formacion de la hifa es necesaria como mecanismo de
patogenicidad, y se demostré que anular el gen que codifica para la subunidad R

impide el crecimiento filamentoso (137). Por otra parte, la delecion de TPK2 bloquea
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la morfogénesis en medio solido y reduce parcialmente la virulencia. Tanto TPK1
como TPK2 tienen roles en el crecimiento filamentoso en distintos ambientes (99,
100).

En el patdgeno de plantas U. maydis la forma filamentosa es la patogénica.
Mutantes knockout para el gen de la subunidad R son incapaces de formar micelio y
presentan defectos en la gemacién y en la citocinesis (138).

En varias especies de Aspergillus, anular los genes que codifican para la
subunidad R interrumpe el crecimiento polarizado, mientras que la delecién de uno o
mas genes que codifican para subunidad C indican que la PKA esta involucrada en
procesos como crecimiento y tolerancia al estrés oxidativo (101, 139-142).

En el patégeno de mamiferos C. neoformans, PKA regula fuertemente su
virulencia (96).

En trabajos previos de nuestro laboratorio se demostré que las esporas de M.
rouxii crecidas en presencia de analogos de cAMP muestran crecimiento
isodiamétrico con interrupcién total de la polaridad indicando que PKA esta
involucrada en ese proceso (134).

El momento en el que se emite el tubo germinativo se correlaciona con el
momento en que se alcanza un nivel umbral de actividad especifica de PKA. El
crecimiento polarizado es el resultado de un proceso regulatorio en el que participa
PKA y se debe mantener durante el crecimiento (135).

Esporas inoculadas en medio YPG presentan una disminucion de la actividad
PKA total inmediatamente después de comenzada la germinacién en condiciones
aerdbicas, siguiendo a un aumento transciente en los niveles de cCAMP. A partir de
ese momento la actividad especifica de PKA total disminuye en paralelo con el
aumento de volumen celular y de la sintesis de proteinas totales. Luego aumentan
las subunidades R y C inmediatamente antes de la emision del tubo germinativo
(143).

En M. circinelloides esta descripto un alto nivel de expresiéon de pkaR1
durante el crecimiento anaerobico levaduriforme y un incremento del mRNA de
pkaR1 durante la transicion de crecimiento anaerobico a crecimiento aerébico. En el
mismo trabajo se indica que la sobreexpresién de pkaR1 provoca hiperramificacion
de las colonias crecidas en medio sélido y disminucion de la velocidad de extension
de la hifa (112, 127).
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VIII. Duplicacién génica

La capacidad de evolucionar de un sistema biolégico esta dada por su
habilidad para generar diversidad fenotipica de manera tal que permita a los
distintos organismos encontrar nuevas soluciones a los problemas con los que se
enfrentan mediante innovaciones evolutivas. Se puede decir, que un sistema tiene
esta capacidad, cuando se pueden generar cambios fenotipicos heredables a través
de mutaciones no letales. Esta posibilidad esta ligada a la robustez mutacional
(144).

La robustez mutacional, es una habilidad de los sistemas bioldgicos para
resistir las mutaciones y facilita la innovacién evolutiva. Con este término se
describe hasta qué punto el fenotipo de un organismo permanece constante a pesar
de las mutaciones. Si un organismo presenta una copia extra de un gen, adquirida
mediante duplicacién génica o gendmica, el efecto que puede ocasionar la pérdida
de una copia debe ser limitado (145). Un ejemplo de esto, esta dado por las
frecuentes ocasiones en que un gen knockout, no origina un efecto fenotipico (146).
Muchas veces la ausencia de efectos observables es responsabilidad de las
duplicaciones génicas (144, 147). Por lo tanto, si la robustez es alta, habra pocas
mutaciones capaces de generar efectos deletéreos con un fenotipo desfavorable
(144).

Diversos tipos de mutaciones pueden afectar a un genoma, estas incluyen:
mutaciones puntuales, inserciones, deleciones y duplicaciones. Dentro de estos,
s6lo las duplicaciones génicas y genomicas permiten incrementar la robustez
mutacional (148).

Existen evidencias de que la duplicacion génica ha jugado un rol primordial
en la evolucién de los genomas eucariotas. EI cambio que implica tener una copia
de un gen en un genoma a tener dos copias del mismo, es un evento significativo
gue constituye el primer paso en la formaciéon de una familia génica. Se lo considera
el mecanismo méas efectivo a través del cual aparece una nueva funcion y
eventualmente contribuye a las diferencias fenotipicas entre especies (149).

Se observd que los genes que se encuentran duplicados en un genoma,
toleran mas los cambios de nucleétidos que los genes que se encuentran como
simples copias, la acumulaciébn de cambios posibilita que las copias puedan

diversificarse en funcion y en ocasiones muy rapidamente (150).
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Se encontraron en las secuencias de muchos organismos eucariotas
duplicaciones de largos segmentos de DNA (151, 152) y estudios comparativos
sugieren que este hecho ha sido un evento continuo durante la evolucion (153). Sin
embargo, aun no esta claro si estas largas regiones duplicadas se produjeron a
través de la acumulacion de segmentos que fueron duplicados o por duplicaciéon del
genoma completo (153, 154). Las retenciones de duplicaciones del genoma
completo son muy raras, no obstante en los genomas que lograron establecerse,
fueron seguidas de incrementos sustanciales de la complejidad morfolégica (145).

El poder de las duplicaciones gendémicas para facilitar las innovaciones radica
en que no se parte de cero, sino que se perfeccionan las versiones primitivas o los
precursores y se explota todo su potencial, por ejemplo quitando restricciones a los
genes pleiotropicos y facilitando su co-opcion por funciones especializadas (155,
156). En algunos casos las duplicaciones pueden no ser inmediatamente utiles, sino
permanecer Como una reserva para ser eventualmente usadas en forma adaptativa
o de perfeccion (157).

Luego del evento de duplicacion, una de las copias del gen es libre de
degenerar y perderse del genoma sin consecuencias, sin embargo, algunos genes
sobreviven adquiriendo diversidad funcional.

Se han propuesto varios modelos mediante los cuales se puede explicar la
retencion y diversificacion en funcion de las copias génicas. Uno de estos modelos
propone que la evolucion funcional rapida es responsable de la retencion de las
copias génicas y esta puede darse debido a:

1) La subfuncionalizacion por la pérdida complementaria de una subfuncion en cada
paralogo, en este proceso una funcion ancestral es retenida en un parélogo y otra
en otro.

2) La neofuncionalizacién debida a la adquisicion de una funcién nueva en un
paralogo.

3) La mezcla de ambos procesos mencionados (158).

En la figura 12A se esquematiza la subfuncionalizacion debida a la pérdida
diferencial de regiones regulatorias. Este proceso generalmente involucra la
expresion de los paralogos en distintos momentos del desarrollo o en diferentes
tejidos del organismo (145). Existen diversos ejemplos de expresion diferencial de
genes duplicados, pero como no se conoce el patron de expresion ancestral es

dificil clasificarlos como subfuncionalizacion o neofuncionalizacion (159, 160).
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Otro modelo que intenta explicar la retencion de ambas copias en el genoma
propone que la presencia de una segunda copia del gen, permitiria que una
mutacion letal en una de las copias se vea enmascarada por la presencia del
paralogo. Por este motivo los genes esenciales son mantenidos como duplicados.

Se han observado ejemplos de este mecanismo en plantas (161) (Figura 12B).

A
a a al
= R = _n = _ma % —a =
a a2 a2 a2 a2
ancestro duplicacion  subfuncionalizacion neofuncionalizacion subneofuncionalizacion
B
= v i = Aol =4 e =
a al a2 al a2
ancestro mutacion letal duplicacion mutacion deletérea enmascarada
Figura 12- Modelos que permiten explicar la retencion de genes duplicados. (A) Evolucién

funcional rapida. Los triangulos, circulos y rombos representan regiones regulatorias que posibilitan
la expresion diferencial consideradas como subfunciones. (B) Amortiguacion del efecto deletéreo
(162).

Estos son solo un par de ejemplos de los diversos modelos propuestos para
explicar la retencidén de las copias génicas. La importancia relativa de los distintos
mecanismos debe diferir entre distintos grupos de organismos dependiendo de
distintos factores como el tamafio de la poblacion y el modo de reproduccion (162).

Uno de los prerrequisitos para el desarrollo de sistemas mas complejos es el
incremento en el nimero de genes reguladores (163). Existen teorias que intentan
predecir qué tipo de genes van a conservar sus duplicados. Algunos modelos
predicen que los genes preferentemente preservados son aquellos con un gran
numero de regiones reguladoras en cys (164), o los que codifican para proteinas
con multiples dominios (165). Otros proponen que cierto tipo de genes tienen
caracteristicas bioquimicas que les permiten adaptarse mas facilmente a las
funciones nuevas, mientras que otro tipo de genes son incapaces de producir
funciones nuevas porque las duplicaciones de éstos originan un efecto deletéreo
inmediato (166).
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En el caso particular del reino hongos, es importante el estudio de sus
genomas, ya que sirven como organismos modelos de todos los eucariotas. La
fisiologia celular y la genética fungica comparten componentes claves con animales
y plantas que incluyen la multicelularidad, los componentes del citoesqueleto, el
desarrollo y la diferenciacion, la reproduccion sexual, el ciclo celular, las
sefializacion intracelular, el ritmo circadiano, la metilacion del DNA, la modificacion
de la cromatina y el origen comun de los genes necesarios para realizar estas
funciones fundamentales (167).

Existen cuatro grupos mayoritarios de organismos fungicos Ascomycetes,
Basidiomycetes, Zygomycetes y Chitridiomycetes. La comparacion de multiples
secuencias gendmicas fungicas permitid observar lo divergentes que son los hongos
a ese nivel (168), incluso entre miembros del mismo género (167). Se pueden
observar numerosos microarreglos génicos que incluyen pequefias inversiones,
translocaciones, inserciones, deleciones y duplicaciones. Se demostrd que en
particular las duplicaciones y las translocaciones constituyen una respuesta comun
en levaduras sometidas a evolucion experimental y por lo tanto se piensa que estos
mecanismos contribuyen a la evolucidon en largos periodos de tiempo que sufren los
genomas fungicos (169).

En S. cerevisiae esta demostrado que ocurrié duplicacion del genoma
completo “WGD” (151), pero en la rama de los Zygomycetes, si bien la duplicacion
génica es muy frecuente (170-172), no se demostré que haya ocurrido duplicacion
del genoma completo.

El estudio de los genomas eucariotas en general y de los fangicos en
particular, permiti6 observar que son muy dindmicos y en muchos casos permitio
conectar los eventos evolutivos del genoma con aspectos fisioldégicos especificos.
Las duplicaciones génicas que son mantenidas en estos genomas probablemente
lograron establecerse bajo condiciones especificas, pero una vez establecidas
deben haber tenido un impacto pronunciado en la diversificacion de las especies y
haber conducido a un incremento en la complejidad biolégica y en las novedades
evolutivas (145).

Se puede resumir que, la duplicacién génica conduce a la robustez y que ésta
permite la diversificacién molecular y morfologica de los organismos. Para que luego
puedan generarse cambios evolutivos complejos, se requiere de la seleccién natural

de las variaciones adecuadas (144).
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Darwin propuso que incluso los caracteres nuevos creados por la evoluciéon
contienen marcas de sus ancestros, y que los numerosos cambios sucesivos debido
a duplicaciones génicas, son solo piezas de la historia de la adaptacion de un

organismo a su medio ambiente (173).

IX. Ubiquitinacion

La ubiquitinacion es un mecanismo que permite regular aspectos fisioldgicos
de la célula. Es una modificacion post -traduccional reversible, en la que se adiciona
una molécula de ubiquitina (Ub) al grupo ¢de lisinas de las proteinas blanco,
aunque menos frecuentemente puede modificarse el extremo N-terminal o un
residuo de cisteina.

La Ub es un polipéptido de 76 aminoacidos cuya secuencia estd muy
conservada en todos los eucariotas. La conjugacién de la ubiquitina ocurre a través
de una serie de pasos secuenciales catalizados enzimaticamente.

Primero, actla una proteina activadora (E1) que se une a la ubiquitina a
través de una union tiolester dependiente de ATP, luego, es transferida a una
enzima conjugadora (E2) como un tiolester, y finalmente, es unida a la lisina de una

proteina blanco por una ligasa (E3) (174) (Figura 13).
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Figura 13- Esquema del proceso de ubiquitinacion (175).
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Habitualmente hay una Unica E1, varias E2 y multiples E3. La unién a la lisina
de la proteina blanco ocurre a través de la glicina C-terminal de la ubiquitina y se
unen a proteinas sustratos que tienen una sefial de reconocimiento especifica o en
algunos casos a traves de una proteina adaptadora (176).

La naturaleza quimica de la ubiquitina le permite interactuar con otras
proteinas y formar cadenas de conformaciones diversas, lo que la convierte en una
modificacién muy verséatil y sirve como una sefial que puede direccionar proteinas y
es utilizada en numerosos procesos celulares.

Hoy se sabe que existen diversas formas de ubiquitinacion:

1) Monoubiquitinacién, dada por la unién de una molécula de ubiquitina a un residuo
de lisina de la proteina blanco.

2) Multiubiquitinacién, cuando varios residuos de lisina de la proteina blanco unen
una molécula Unica de ubiquitina.

3) Poliubiquitinacion, cuando se une a una lisina de la molécula blanco una cadena
de ubiquitinas.

La monoubiquitinacion y la multiubiquitinacibn de proteinas se vieron
relacionadas a procesos que median la endocitosis (177). También se vieron
implicadas en la modificacion de la localizacion de las proteinas, en la modulacion
de la actividad proteica y la capacidad de interactuar con otras proteinas, ya sea
reclutando interactores o inhibiendo interacciones (178, 179). En particular, en
proteinas que tienen dominios de union a ubiquitina, se observé que sufren
monoubiquitinacion y esta modificacion posibilita cambios conformacionales que
alteran su capacidad de interactuar con otras proteinas (180, 181) (Figura 14).

La poliubiquitinacion puede variar dependiendo del tipo de union entre las
ubiquitinas que forman la cadena. Existen siete tipos diferentes de uniones, porque
hay siete lisinas en la molécula de ubiquitina que pueden actuar como sitio aceptor
de otra ubiquitna en el ensamblado para formar las cadenas. Dependiendo del tipo
de conexion que se establece entre las ubiquitinas que forman la cadena, éstas
pueden diferir en estructura y funcion.

El rol de las cadenas de poliubiquitina con algunos tipos de enlace, esta bien
caracterizado. La union via K48 generalmente media degradacion via proteosoma
(174, 176, 182). Sin embargo, en levaduras gemantes, la poliubiquitinacion K48 del
factor de transcripcion Met4p reprime su actividad sin conducirlo a la degradacién

(183). Otra union involucrada en la degradacion via proteosoma es K11 (175).
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Una vez que la proteina ha sido degradada, la cadena de poliubiquitina es
desensamblada por la accibn de una serie de proteasas llamadas enzimas
deubiquitinantes (184, 185).

Otra union bien caracterizada de las cadenas de poliubiquitina, es a traves de
K63, que tiene un rol en la tolerancia frente a dafios en el DNA, en la respuesta
inflamatoria, en la via endocitica y en la sintesis de proteinas ribosomales (186).

Las cadenas de tipo K6 o K29, fueron detectadas in vitro e in vivo pero sus
sustratos estan pobremente definidos. Las cadenas en forma de horquilla, se forman
por la unién de dos moléculas de ubiquitina a dos residuos de lisina de una
ubiquitina que se encuentra unida a un sustrato, pero su funcién celular ain no fue
establecida (175) (Figura 14).

Muchas veces se requiere de modificaciones previas a la ubiquitinacion para
gue este sistema reconozca a la proteina blanco (187-189). Un ejemplo de esto es
gue la PKA, regula la degradacibn mediada por proteosoma dependiente de
ubiquitina del receptor coactivador nuclear GRIP1, si bien no se demostr6 su
fosforilacion, se vio que el aumento de los niveles de cAMP o la sobreexpresion de

Ca aceleran el recambio via proteosoma de esta proteina (190).

Monoubiquitylation or
mulﬁ-mnnulbiquitylmon deilbdquity‘latiorll: known functions

Protein interactions, Targsting to the FF-KB activation,  MF-kB activaticn
protein localization and 165 prateasome DA repair and
miodulation of protein activity targeting to the lysosome

Pclyi.biqt.lityhliorulunhwwn functions Branched or forlmld ubiquitin chains

e @
Protein degradation? DA repair? Uik

Figura 14- El codigo de ubiquitina (175).
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A través de su versatilidad la ubiquitina se encuentra implicada en la
regulacion de diversos procesos. Cumpliendo un papel preponderante en la division
celular, la diferenciacion, el trafico de proteinas y la transduccién de sefales.

Como se mencion0 previamente, las proteinas quinasas son reguladores
importantes de las vias de transduccion de sefales, por lo que sus funciones se
encuentran finamente moduladas. De esta manera, son capaces de mediar sus
funciones celulares y respuestas fisiolégicas (191). Una vez que una proteina
quinasa es activada existen diversos mecanismos para apagar su actividad y en
muchos casos su propia activacion inicia su down regulation mediante la activacion
de la via de degradacién ubiquitina / proteosoma (192) aunque también se describi6
apagado de la actividad quinasa mediado por ubiquitina pero independiente de la
degradacion (193).

Ejemplos de estos procesos son la proteina quinasa C (194, 195) y la
proteina quinasa ribosomal S6 (196) que pertenecen a las AGC quinasas, Y la
guinasa SGK-1 (197). Estas quinasas son reguladas mediante degradacion
dependiente de ubiquitinacion tras la activacion de sus vias de accién. Por otra
parte, en el caso de Calmodulina, se observd que su moubiquitinacion modula su
actividad y reduce la activacion de sus quinasas blanco, pero no conduce a la
degradacion a Calmodulina (193).

La importancia de la ubiquitinacion en la transduccién de sefales esta dada
porque proporciona un mecanismo que permite acoplar la activacion con el
apagado, permitiendo una regulacion temporal precisa de la sefalizacion limitando

la vida media de los componentes activos de una via.

X. Pseudoquinasas

Dentro de la gran familia de proteinas quinasas existe un grupo que se
denomina pseudoquinasas o quinasas “dead” por carecer de uno o mas de los
residuos esenciales para su actividad catalitica (198, 199). Se las considerd
vestigios remanentes de quinasas activas que han sido relegadas a funciones de
andamiaje (200). No obstante, estan cobrando importancia no solo por la relevancia
de sus funciones estructurales, sino por ser reguladores de varias vias de
transduccion de sefales (199). La mayoria de las pseudoquinasas descriptas son de

humanos, pero también se han descripto en protozoos (201).
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Por analisis de secuencia se observa que los residuos que estan mas
frecuentemente alterados en las pseudoquinasas estan presentes en al menos uno
de tres dominios esenciales para la catalisis. Estos dominios son:

1) VAIK, en el subdominio Il del dominio quinasa, dentro del cual el residuo lisina es
importante para el anclaje y orientacion del ATP;

2) HRD, motivo del subdominio VIB, donde el &cido aspértico funciona como residuo
catalitico actuando como base aceptora en la transferencia de un proton.

3) DFG, en el subdominio VII, donde el 4cido aspartico se une al Mg?* que coordina
la unién del ATP a través de los fosfatos a y .

Sin embargo, se encontraron algunas quinasas que inicialmente fueron
definidas como inactivas, por carecer de residuos conservados en la secuencia

primaria, que conservaban actividad catalitica a pesar de esas alteraciones.

Kinase G-Loop G-Loop Status 5% hrDy DfG Motes

Uncanwventional Active Kinases

CASK GKGPFS FAVE HRD GFG Active, compensation for missing DG is unknown
(Mukherjee et al., 2008)

WHNEA GRGSFK P VANC HRD DLG Active, K in G-loop compensates for missing K in p3
(Min et al., 2004)

Titin GRGEFG YMAK HFD EFG Active, structure shows that E of EFG functionally

replaces D (Mayans et al., 1998)

Selected Pseudokinases

VRE3 TRDNOG D FSLK HGN GFG Exparimentally inactive (Michols and Traktman, 2004),
cannot bind ATP

HSER (GC-C) BROTIG" D VILK HGR DFG Binds ATP despite highly degraded G-loop motif,
expenmentally inactive (Jaleel et al., 2006)

STRAD (STLKS) GKGFED P VR HRS GLR Binds ATP despite moderate degradation in G-loop

and substitution in B3, experimentally inactive
(Boudeau et al., 2004)

ILK MNEMHSG o VWK RHA DVK Experimentally inactive (Boudeau et al., 2008)
EphB& GTGSFG | VAaIQ HRS BLG Experimentally inactive (Gurniak and Berg, 1996)
HER3 (ErbB3) GSGVFG | VCIK HRM DFG Experimentally inactive, reversion of HRN to HRD fails

to reactivate (Prigent and Gullick, 1994)

Pseudokinases with Moderate Deficits

RYK QEGTFG P AFVE HKD DA Experimentally inactive, reversion of DNA to DFG
reactivates (Katso etal., 1999)

KSR1 GOGRWG | VAIR HKD DFG Exparimentally inactive (Kolch, 2005; Morrison, 2001)

KSR2 GKGRFG | VAIR HKD DFG Exparimentally inactive (Kolch, 2005; Morrison, 2001)

CCK4 GKSEFG P VLVK HKD ALG Exparimentally inactive, repair of altered DG matif in
Hydra artholog fails to reactivate (Kroiher et al., 2001)

SuRTK 108 CSGSCG P VILK HGD GLG

IRAKS (IRAK-M) GEGEIE P YAVK CGS DFA Experimentally inactive (Wesche et al., 1989)

JAKT Dom2 GRGTRL P VILK HGMN DPG

JAKZ Dom2 GOGTFT P VLLK HGMN DPG

JAK3 Dom2 GHGSFT P VLLK HGN DPG

TYK2 Dom2 GOGTRT P VVLK HGN DPG

SgKOT1 MNPGALG P HVIK HRN DLS

PSKH2 GTGEFS | FAIK HRMN DFG

Tabla 1- Quinasas poco usuales y pseudoquinasas (202).
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Ejemplos de esto son las quinasas WnK, CASK e IRAK2. En el caso de Wnk la
lisina ausente en el motivo VAIK es sustituida por una lisina del subdominio | (203).
Un hallazgo atipico publicado recientemente es el de la quinasa CASK, que carece
del 4cido aspértico del motivo DFG que coordina al Mg®*, pero es capaz funcionar
independientemente de este ién (204), mas aun la presencia de Mg** inhibe su
actividad. En el caso de IRAK2 a pesar de carecer tanto del acido aspartico del
motivo DFG como del motivo HRD, recientemente se le demostré actividad catalitica
(205), no obstante, no esta descripto el mecanismo por el cual logra reemplazar la
funcidn de esos residuos conservados que carece.

En la tabla 1 se resumen ejemplos de quinasas poco usuales, de
pseudoquinasas y de los motivos claves alterados en cada una de ellas.

Dado que en los ultimos afios se pudo dilucidar la estructura de muchas
proteinas quinasa, esto permitio realizar estudios en profundidad de la relacion entre
estructura, funcién y regulacion de las mismas como asi también conocer mas
acerca de la evolucion de estas proteinas complejas. De esta forma se pudieron
apreciar no s6lo de las propiedades cataliticas de las proteinas quinasas, sino
también de la relevancia de su rol en el andamiaje de complejos multiproteicos. El
plegamiento Unico de las proteinas quinasas no sélo evoluciond para permitir el
posicionamiento de residuos claves para la union de ATP y la transferencia de
fosfato, sino también para exponer superficies quimicamente diversas que sirvan
como sitios de unidén con otras moléculas. Dentro de las pseudoquinasas con
funcién conocida se incluyen:

1) Coreceptores que interactlan con receptores tirosina quinasa, como HERS3,
EphB6, EphA10, CCK4. Son similares a los receptores con actividad tirosina
quinasa, pero presentan alguna sustitucion en los residuos claves para la
actividad. De las dos primeras mencionadas estad bien descripto que tras la
interaccién con el ligando son capaces de interactuar con verdaderas tirosinas
quinasas activandolas (206-208).

2) Reguladores de un segundo dominio quinasa dentro de la misma proteina, tal es
el caso de JAKs y GCN2. Dentro de las isofromas JAK1, JAK2 y JAK3 existe un
dominio con actividad tirosina quinasa y otro pseudoquinasa que regula
directamente al dominio con actividad (209, 210), un mecanismo similar existe en
GCN2 (211).
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3) Andamiaje, como en el caso de STRAD, ILK, KSR, TRRAP, Trb3. STRAD, por
ejemplo, participa de la formacién de un complejo con MO25 que permiten la
activacion de LKB1 (212). En el caso de KSR1 y KSR2, interactian con las
proteinas quinasas Raf, ERK y MEK para formar un complejo regulatorio
localizado en la membrana que coordina la propagacion de la sefal a través de
la via de ERK (213, 214).

Recientemente se resolvid la primera estructura cristalografica de una
pseudoquinasa, VRK3 y se la compard con la de una quinasa activa relacionada
VRK2. De este analisis se pudo observar que la pérdida de funcidén catalitica de
VRKS3 esta relacionada a la imposibilidad de unir ATP y que la molécula tiene un
patrén invertido de conservacion de secuencia, mientras que esta pobremente
conservada la correspondiente al sitio activo, existe una alta conservacion de
secuencia en regiones correspondientes a porciones superficiales de la molécula
sugiriendo que la conservacion evolutiva de esta molécula puede estar dada por su
rol en la interaccion con otras (202).

Uno de los mayores cuestionamientos es coémo determinar cuando una
putativa pseudoquinasa es verdaderamente inactiva. Hoy existe el consenso de que
se puede inferir esta respuesta analizando la estructura de la proteina en conjunto
con la secuencia primaria para comprender la relevancia funcional de los cambios
evolutivos. Por lo tanto, para entender la importancia funcional de las
pseudoquinasas es importante contar con las estructuras y para poder interpretar
adecuadamente la variabilidad en la secuencias también es esencial identificar sus

interactores (215).
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Objetivos Generales

OBJETIVOS GENERALES:

El prototipo de proteina quinasa A es la PKA de mamiferos de la cual se
dispone de mucha informacion bioquimica y estructural, sin embargo es importante
profundizar el conocimiento de PKAs provenientes de modelos diferentes a las de
mamiferos ya que esto posibilitar4d generar conceptos mas generales sobre estas
proteinas.

El objetivo general de esta tesis fue caracterizar bioquimicamente la PKA en
el hongo Mucor circinelloides y determinar su rol en el desarrollo y diferenciacion del
hongo para avanzar en el entendimiento del mecanismo de activacion de la PKA.
Hemos elegido este hongo filamentoso como modelo de estudio dado que, como se
ha mencionado en la introduccion, la PKA de Mucor presenta la peculiaridad de
poseer una afinidad de interaccion entre las subunidades regulatoria (R) y catalitica
(C) mayor que la observada en levaduras y eucariotas superiores, caracteristica que
la hace particularmente diferente al prototipo de proteinas quinasas que es la PKA
de mamiferos.

Los miembros del género Mucor son hongos dimérficos y en nuestro
laboratorio se ha estudiado la relacion existente entre la via de sefializacion por PKA
y la morfologia fangica estableciéndose un rol esencial de la quinasa en este
proceso.

Como hemos mencionado en la introduccién la subunidad R presenta una
estructura de dominios bien definida. Entre el dominio de dimerizaciéon y anclaje
(D/D) en el extremo N-terminal y los dominios de union de cAMP, hay una zona
denominada bisagra que incluye el sitio inhibitorio o de pseudosustrato (IS). A
ambos lados del IS se definen el linker | 'y linker Il. Dada la alta variabilidad del linker
I, fue de nuestro interés analizar la participacién del mismo en la interaccion R-C.
Mediante un analisis de comparacion de secuencias de aminoacidos de la region
linker | de subunidades R de distintos organismos pudimos observar la existencia de
residuos acidos presentes en mayor numero y dispuestos en forma agrupada en la
subunidad R de Mucor. Estudiamos, entonces si esta region participa en la
interaccion con la subunidad C y si es responsable de la diferencia de afinidad en la
interaccion R-C en M. circinelloides.

Si bien en nuestro laboratorio hemos demostrado que el cAMP y la PKA

estan involucrados en determinar la morfologia en M. rouxii y M. circinelloides, con
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el objetivo de evaluar en detalle y mediante abordajes genético-moleculares el rol
que cumple la PKA en la diferenciacion, el desarrollo y la morfologia de M.
circinelloides, nos propusimos generar una cepa mutante que tuviera anulado el gen
gue codifica para la subunidad R (pkaR). La construccion de la mutante junto con la
finalizacion del proyecto genoma de M. circinelloides nos permitieron identificar tres
genes adicionales que codifican para proteinas con homologia con PKAR. Estos
resultados plantearon una nueva situacion, similar a la observada en mamiferos
donde existen isoformas de subunidad R y C, que nos hizo abordar un nuevo
objetivo de estudio que fue el analisis de la expresion y participacion de estas
isoformas en la morfologia, desarrollo y diferenciacion de M. circinelloides.

Del el analisis de la expresion de los genes pkaR se observo la existencia de
subunidades R de M. circinelloides con un PM aparente mucho mayor que el
predicho por la secuencia de aminoacidos. Nos planteamos entonces la posibilidad
de que algunas de las subunidades R pudiera sufrir alguna modificacion post-
traducccional.

Finalmente, asi como demostramos la existencia de isoformas de subunidad
R, en nuestro laboratorio se demostro la existencia de multiples genes a partir de los
cuales se expresan isoformas de subunidad C. Una de ellas presenta caracteristicas
muy peculiares dado que carece de residuos claves presentes en el centro catalitico
necesarios para la actividad quinasa. Nos planteamos la posibilidad de que sea una
pseudoquinasa cataliticamente inactiva y comenzamos entonces los estudios

bioquimicos que permitan definirla como este tipo quinasa.
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|. Cepas utilizadas

l.1. Cepas de M. circinelloides

Cepade M. | Auxotrofia |Cita Cepa plasmido Medio de
circinelloides Original cultivo
Mu402 leu” pyrG™ | (216) YPG+uridina
(200 ug/ml)
KFA89 (112) R7B pEUKA2 YNB
R7B leu’ (217) | f. lusitanicus MMC
(ATCC0680) CBS277.49
AR1 (218) MMC
AR1+ R1 (218) AR1 PEUKA4R YNB
(contiene el
cDNA de
pkaR1 bajo
el promotor
gpd1)
AR1 pLeud YNB
AR1+ pLeu4 ( contiene
el marcador
de
seleccion
leuA)
AR1 JO9 YNB
AR1+JO9 (contiene el
cDNA de
pkaR1 bajo
Su propio
promotor)
AR?2 YNB

Tabla 2- Cepas de M. circinelloides utilizadas
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|.2. Cepas de S. cerevisiae

Cepa de genotipo Nomenclatura Cita Medio de
levaduras cultivo

Matea his3 leu2
S13-3A ura3 trpl ade8 TPK1lbcylA (219) YPD
tpk2:: HIS3
tpk3::TRP1
bcyl::LEU2

MAT « his3 leu2

S18-1D ura3 trpl ades tok™ (tw) (220) YPD

tpk1"* tpk2::HIS3
tpk3::TRP1

Mata his3 leu2
RS13-58A-1 | ura3 trpl ade8 tpk"bey1A (219) YPD
tpk™™, tpk2::HIS3 (twbA)
tpk3::TRP1,
bcyl::LEU2

KT1115 MAT« leu2 ura3 1115 (221) YPD
his3 pep4A

Tabla 3- Cepas de levadura utilizadas

Il. Preparacion de esporas.

Se parte de un stock de esporas a partir de las cuales se crece el hongo en
medio sélido. EI medio que se utiliza depende de la auxotrofia de la cepa y se
prepara a pH 4.5 ya que favorece la esporulacion. Se incuba a 30°C en oscuridad
hasta la esporulacion (en general unos 6 dias). Las esporas se cosechan agregando
H,O estéril al cultivo, despegando mecanicamente las esporas del micelio con una
varilla de vidrio y recogiendo el H,O con las esporas. Luego se centrifuga la
suspension, se lava con H,O estéril por centrifugacion y decantacion, hasta que el
sobrenadante esté limpio. El stock de espora se cuantifica al microscopio éptico con

una camara de Neubauer y se guardan a 4°C hasta su utilizacion.

lll. Construccion de proteinas mutantes R1y R2

Las mutantes de la subunidad R (PKAR1) de M. circinelloides se obtuvieron

mediante PCR usando como primers oligonucledtidos complementarios a distintas
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regiones de PKAR1 y usando como templado el plasmido pYES-R, plasmido pYES2
(Invitrogen, figura 15) que contiene la secuencia de cDNA de PKARL. La subunidad
mutante R1 carece de los residuos N-terminales (1-127) y la mutante R2 carece de
los residuos acidos (110-125). Para generar la mutante R1 los primers usados
fueron B1 y B2 que hibridan con la secuencia de PKAR1 que corresponde a los
aminoacidos 128-134 (B1) y 421-427 (B2). El producto de PCR de 900 pb se cloné
en los sitios Hind IlI-EcoR | del pYES. Para la mutante R2 se usaron dos primers B3
y B4 para dos reacciones de extension del primer pre-PCR a partir del pYES-R. Las
reacciones después se mezclaron y se usaron como templado para la PCR usando
B5 y B6. El producto de PCR de 720 pb se cloné en los sitios Hind 1lI-BstE 1l del
pYES. Las construcciones se verificaron mediante secuenciacion de DNA. Los
plasmidos se denominaron pYES-R1 y pYES-R2 respectivamente. Las secuencias

de los primers se indican en la tabla 5, en la seccion XXIV.

SnaB |

Comments for pYES2:

5856 nucleotides Cla
MNhe |
Apa |
GALT promoter: bases 1-451
T7 prom 'priming site: bases 475-494

Multiple cloning site: bases 501-600

CYC1 transcription terminator: bases 608-856
plIC origin; bases 1038-1711

Ampicillin resistance gene: bases 1856-2716 (C)
URAZ gene: bases 2734-3841 (C)

2 mic (U 1: bases 3845-5316

1 origin: bases 5384-5829 (C)

(C) = complementary strand

Figura 15- Vector pYES (Invitrogen)
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IV. Expresion y purificacion de  proteinas en levadura
IV.1. Expresion y purificacion de las  subunidades Rwt, R1, R2 y BCY1

Las proteinas Rwt (PKAR1) y las mutantes R1 y R2 de M. circinelloides
fueron expresadas en la cepa TPK1lbcylA de S. cerevisiae transformada por el
método de acetato de litio (222) con los plasmidos pYES-R, pYES-R1 o pYES-R2
respectivamente. Para la expresion de proteinas las cepas fueron crecidas en medio
minimo YNB ura” en presencia de glucosa durante una noche y luego pasados a
medio rico YPgal durante 16 horas a 30°C en agitacion a 150 r.p.m. La cepa
TPK1lbcylA (Tabla 3) lleva una delecién que elimina la expresion del gen bcyl
endogeno.

Para la purificacion de BCY1 se cultivd en medio liquido YPgal la cepa de S.
cerevisiae 1115/BCY1 (1115 transformada con el plasmido pYEP51-BCY) (Tabla 3),
durante 16 horas a 30°C en agitacion a 150 r.p.m.

Para verificar la expresion de las proteinas de las distintas cepas se preparo
extracto crudo usando perlas de vidrio de 0,5 nm y buffer A (ver soluciones, seccion
XXIIl). Se analizaron los extractos crudos por Western blot y se revelaron con
anticuerpo policlonal anti-R de M. rouxii, anticuerpo policlonal preparado en nuestro
laboratorio (111).

Los extractos crudos se fraccionaron por gradientes de sacarosa y las

fracciones de mayor actividad de union a cAMP se juntaron vy liofilizaron.

IV.2. Expresion y purificacion  de la subunidad C de M. circinelloides en

levaduras

Se subcloné en el plasmido pESC-ura (Stratagen, figura 16) la secuencia del
cDNA del gen pkaC de M. circinelloides (pESC-ura-C). La proteina PKAC fue
expresada como proteina de fusién con el epitope c-Myc en las cepas tpk' y
tpk™bcyl1A (Tabla 3) de S. cerevisiae transformadas con el plasmido pESCura-C.
Para la expresion de proteinas las cepas fueron crecidas en medio minimo YNB ura’
en presencia de glucosa durante una noche y luego crecidas en medio YPgal
durante 16 horas a 30°C en agitacion a 150 r.p.m. La expresion de la proteina se
verificO mediante preparacion de extracto crudo y Western blot revelado con
anticuerpo anti-cMyc (COVANCE).
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yeast URAZ ORF 4171217

f1 origin 14831789

ADH1 terminator 18852049

multiple cloning site 1 21802253

FLAG tag 21782224

GAL1/GALI0 divergent promoters 22682934
multiple cloning site 2 29363033

c-myec tag 29746 3011

CYCT terminatar 30383227 ampicillin
pUC origin 34144081 MCS1/FLAG
ampicillin resistance (bla) ORF 42325089
20 origin 52236378

2-micron o

pESC-URA Multiple Cloning Site 1 Region

[sequence shown 2180-2243, bottom sirand)

:l_';‘! IL "Tm (l.'a i&g ’iu; i‘u.

GAA TTC AAG CCT CAC TAA AGG GCG GGG GCA CTA GTA TOG ATG GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG ATC TGA GCTCTTAATTAA
Y K DD DD K, | s

1
FLAG cpifope

pESC-URA Multiple Cloning Site 2 Region
[sequence shown 2936-3033, top strand)

BamH 5 54

| |
G GAT GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG CCG GGG GTC GAC. ..

Hha find ¥an Mhe

.‘IZ-u | | e
... ATG GAA CAG AAG TTG ATT TOC GAA GAA GAC CTC GAG TAA GCTTGGTACCGCG&CTAGC
MEQKTL I SEGETDL E =

mye epitope

Figura 16- Vector pESC-ura (Stratagen)

V. Purificaciéon de la subunidad C de M. circinelloides

La cepa de M. circinelloides R7B (tabla 2) se cultivdo en medio liquido YPG pH
4,5 con un inoculo de 10° esporas/ml. Los cultivos se crecieron 4,30 hs hasta la
emision del tubo germinativo. La holoenzima de PKA se prepardé como se describe
en (76) mediante cromatografia de intercambio aniénico utilizando una resina de
DEAE-celulosa (SIGMA). Se eluyé con buffer A 0.35 M NaCl y luego se precipitd
con (NH4).SO, 60%. La subunidad C fue purificada mediante cromatografia de
afinidad utilizando resina 8-AHA-cAMP-agarosa (BioLog) como fue descripto
previamente (111). Se juntaron las fracciones con mayor actividad quinasa y se

usaron como fuente de enzima en el dia de la preparacion.

VI. Preparacion de la subunidad C de S. cerevisiae (TPK1)

Se cultivd en medio liquido YPD la cepa de S. cerevisiae 1115 durante 16 hs
a 30°C en agitacion a 150 r.p.m. Se prepard extracto crudo y se precipitd con

(NH4)2.SO, 60%. Luego de desalar los precipitados la subunidad TPK1 fue aislada
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mediante purificacion por cromatografia de afinidad utilizando resina 8-AHA-CAMP-
agarosa como fue descripto previamente (111). Se juntaron las fracciones con
mayor actividad de fosfotransferencia y se ensayo en el dia.

VII. Purificacién de subunidades R de M. circinelloides

Se cultivaron las cepas de M. circinelloides R7B, AR1, AR1 + R1y AR2 (Tabla

2) en distintas condiciones:

a) en medio YPG pH 4,5 (10° esporas/ml) durante 4 o 4,30 hs hasta

emision de tubo germinativo,

b) en medio MMC (10° esporas/ml) en anaerobiosis toda la noche y

C) en medio MMC (10° esporas/ml) en anaerobiosis toda la noche y

transferidos a condiciones aerébicas durante 4 hs.

En todos los casos se crecieron a 30°C en agitacion a 150 r.p.m. Se
realizaron extractos crudos de los cultivos y se sembraron en resina 8-AHA-CAMP-
agarosa. Luego de lavado exhaustivo con en buffer A adicionado de 0.5M NacCl, se
agreg6 buffer de siembra.

VIII. Preparacion de la holoenzima de PKA de M. circinelloides.

Las cepas R7B, AR1, KFA89 y AR2 (Tabla 2) se cultivaron en medio liquido
YPG pH 4,5 con un inoculo del10° esporas/ml en aerobiosis durante 4 hs hasta la
emision del tubo germinativo, o en medio MMC con un inoculo de 10 esporas/ml
durante una noche en condiciones de anaerobiosis y luego de la transicion a
condiciones aerobicas. La holoenzima se prepar6 como se describe en (76)
mediante cromatografia de intercambio aniénico utilizando resina de DEAE-celulosa.
Después de lavar con buffer A, se realiz6 la eluciébn con buffer A adicionado de
0.35M NacCl. Las semipurificaciones fueron empleadas en el momento de la

preparacion.

IX. Ensayo de union a cAMP

El ensayo de union a cAMP se realiz0 mediante ensayo de union a
nitrocelulosa de [*H]cAMP (Perkin Elmer Life Sciences). Se incubaron las distintas

fuentes de subunidad R durante 30 minutos a 30T en un volumen final de 70 ul con
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0,3 uM de [*HJcAMP (62 000 d.p.m./pmol) y 0,5 M NaCl en buffer A. Se sembré
luego una alicuota sobre membranas de nitrocelulosa bajo vacio y se lavé con buffer
Tris—HCI 10 mM pH 7,5 (223). En esta concentracién el cCAMP es saturante. La
actividad de R se expreso en fmoles de cAMP unido. Las fuentes de R ensayadas
en los distintos casos fueron subunidad Rwt, R1 o R2 expresadas y purificadas en
levadura; extractos crudos de distintas cepas, fracciones del gradiente de sacarosa
o fracciones enriquecidas en holoenzima de las cepas de M. circinelloides que
fueron utilizadas en los distintos ensayos.

En la curva de medicion de saturacion de cAMP se utilizé la mezcla de

reaccion con cantidades crecientes de [*H]cAMP entre (0.25-3 uM).

X. Ensayo de actividad quinasa

La actividad quinasa se determiné ensayando su actividad fosfotransferasa
usando kemptido (SIGMA) como sustrato en una mezcla de incubacién que contiene
15 mM MgCl,, 0.1 mM [{**P]JATP (Perkin Elmer Life Sciences), (300-1500
dpm/pmol), 200 uM kemptido y 10 uM cAMP. El ensayo se inicié por adicion de las
distintas fuentes enzimaticas en cada caso. Se incub6 10 minutos a 30T y luego las
alicuotas se procesaron segun el método de papeles de fosfocelulosa (p81
Whatman) (224). La actividad de PKA se expresa en unidades (U) definidas como
pmol de fosforo incorporado en el sustrato por minuto a 30C o por minuto pg de
proteina ensayada cuando se especifica en la leyenda de la figura.

Las fuentes enzimaticas utilizadas a lo largo de la tesis fueron: subunidad Ca
de Bos taurus (Cg) recombinante (fue cedida por la Dra. Susan Taylor, de la
Universidad de California, San Diego), subunidad C de M. circinelloides (Cy)
purificada, holoenzima semipurificada por cromatografia de intercambio iénico
mediante resina DEAE-celulosa, extracto crudo de levadura, o fraccién enriquecida
en holoenzima por precipitacion de extracto crudo con (NH4)SO, 60%. En los
experimentos del capitulo Il también se ensayd utilizando el péptido NTh-1 como
sustrato y en presencia y ausencia de MgCl,.

Kemptido: Péptido de 7 aminoacidos (Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly) derivado de la
piruvato quinasa de cerdo (31).
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NTh-1: Péptido de 12 aminoéacidos (Gly-Arg-GIn-Arg-Arg-Leu-Ser-Ser-Leu-Ser-Glu-
Phe) derivado de la trealasa neutra de S. cerevisiae.

En algunos casos la actividad quinasa se ensay6 en presencia y ausencia de
10 uM cAMP, o en presencia de 10 uM cAMP adicionado o no de 0.5 M NaCl, segun

se indica en las figuras de cada capitulo.

XI. Ensayo de inhibicién de actividad quinasa

La subunidad C se preincubd durante 30 minutos a 30C con varias
concentraciones de subunidad R (0.02-1,5 nM) en 20 mM buffer Tris—HCI pH 7,5, 1
mM B-mercaptoetanol, 10 mM MgCl, y 0,1 mM ATP en un volumen final de 70 pl. La

cantidad de subunidad C utilizada estan indicadas en las leyendas de las figuras.

La reaccion de fosforilacion se inicié por el agregado de 10 pl de solucion
start que contiene kemptido y [y*°P]-ATP de manera tal de obtener una
concentracion final de 200 uM de kemptido y 0,1 mM ATP (1000-1500 cpm/pmol) se
incubaron a 30C 10 minutos y luego se procesaron alicuotas de 50 ul como se

describié en el ensayo de actividad quinasa.

Xll. Ensayo de disociacion de holoenzima reconstituida

Se reconstituyeron las holoenzimas de PKA combinando las subunidades Cy
0 Cg con las subunidades Rwt , mutantes R1 y R2 o Rs en buffer 20 mM Tris—HCI
pH 7,5, 1 mM B-mercaptoetanol, 10 mM MgCl,y 0,1 mM ATP. Se preincub6 por 30
min a 30C. Las holoenzimas reconstituidas fueron utilizadas para medir actividad
quinasa a varias concentraciones de cAMP (0.001-10 uM). La reaccion se inicio por
agregado de 50 ul de las holoenzimas reconstituidas a tubos que contenian 10 ul de
solucién start (descripta en el punto anterior) y las distintas cantidades de cAMP
indicadas. Se incubaron a 30C 10 minutos y luego se procesaron alicuotas de 50 pl
como se describié en el ensayo de actividad quinasa.

Las cantidades de subunidades utilizadas para la reconstitucion de las

holoenzimas estan indicadas en las leyendas de las figuras.
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XIll. Transformacién de M. circinelloides
XIlI.1. Produccién de protoplastos

Se recogieron esporas de micelios crecidos en placas de YPG pH 4,5, se
centrifugaron 3 minutos a 2000 r.p.m. a temperatura ambiente y se hizo un lavado
con 5 ml de agua destilada.

Las esporas cosechadas fueron crecidas en 25 ml de YPG pH 4,5 (si la cepa era
MU402 adicionada de 200 pg/ml uridina) con un inoculo de 1x10” esporas/ml en un
erlenmeyer de 250 ml y se incubd una hora a temperatura ambiente y toda la noche
a 4°C.

A la mafana siguiente se incubé a 26°C a 300 r.p.m., hasta que la mayoria de
las esporas germinaron (aproximadamente 3,5 horas).

Se centrifugd 5 minutos a 900 r.p.m. Se descart6 el sobrenadante y se
resuspendioé en 5 ml de buffer PS (ver soluciones). Este lavado se repitié una vez.

Se resuspendieron las esporas en 4 ml de buffer PS. Se colocaron en un
erlenmeyer de 25 ml y se afadié 5 mg de Lysing Enzymes (SIGMA) en 1 ml de
buffer PS y 100 ul (0.75 mg) de Quitosanasa (US Biological).

Se incubaron a 30°C con agitacion suave (60 r.p.m.) hasta que se vio la
pared digerida (1,5 horas). Se trasvasO a un tubo a rosca, se llené de MS (ver
soluciones) y se centrifugé 5 minutos a 900 r.p.m. Se descartd el sobrenadante, se
resuspendid en 5 ml de MS y se centrifugd 5 minutos a 900 r.p.m. Se descart6 el
sobrenadante, y se llevé a 800 ul con MS. Esta preparacion de protoplastos esta

lista para ser transformada.

XIIl.2. Mezcla de transformacion

Se agregaron los componentes en el siguiente orden:
1) 1 ulde ATA (acido aurin tricarboxilico, SIGMA)1 M

2) 20-30 pg DNA plasmidico™ en no mas de 25 pl

- Cuando el objetivo era interrumpir un gen se utilizé6 el vector knockout
indicado en cada caso linealizado.

- Cuando el objetivo era complementar una mutacion se transformé con
plasmido sin digerir.
3) 20 ul de PEG4000 en MS
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Se incubé 30 minutos en hielo y luego se afadieron los siguientes

componentes en el orden indicado:

1) 0,5 ml de PEG4000 en MS
2) 0,5 ml de PEG4000 en MS
3) 1 mlde PEG4000 en MS

Se incubd 25 minutos a temperatura ambiente. Se completo el tubo con MS y
se centrifugdé 5 minutos a 900 r.p.m. Se descart6 el sobrenadante y se agregaron 5
ml de YPG pH 4,5 + 0.5 M sorbitol (SIGMA).
Se centrifugd 5 minutos a 900 r.p.m., se descartd el sobrenadante y se resuspendi6
en 650 ul de YNB pH 4,5 + 0.5 M sorbitol. Se sembr6 en medio selectivo adicionado

de sorbitol.

XII1.3. Seleccién de transformantes:

Se sembrd inicialmente en medio selectivo YNB o MMC segun la cepa,
adicionado de sorbitol a pH 3,2 para obtener colonias aisladas. Se tomaron las
colonias aisladas y a cada una de ellas se las pas6 a medio selectivo pH 4,5 para
produccion de esporas. Se sembraron las esporas obtenidas en medio pH 3,2 +/-
seleccion y se registré el porcentaje de crecimiento con seleccidn respecto a sin
seleccidn. Se continud dando pases a partir de las colonias crecidas en medio con
seleccién hasta obtener un alto porcentaje de crecimiento en el medio selectivo
respecto al medio sin seleccion.

Como el hongo es un sincicio de nucleos y la transformacion da como resultado
inicialmente individuos que presentan una mezcla de ndcleos wt e interrumpidos, a
estos hongos se los denomina (heterocariontes). Sometiendo a estos hongos a
sucesivos pasajes en medio selectivo (generalmente 3) se seleccionan los
individuos que poseen solo nucleos interrumpidos (homocariontes).

Para el caso de la transformacién con plasmido circular empleada en las
complementaciones, no es necesario dar pases, se elije un individuo que en el
primer pase de alto porcentaje de crecimiento en el medio selectivo respecto al

medio sin seleccion.
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XIV. Construcciéon de vectores knockout

El plasmido pUC18R que lleva el gen pkaR1l (-430 a 1982), se genero
clonando dentro del vector pUC18 un fragmento EcoR | de 2,412 kb que se obtuvo
mediante PCR utilizando DNA gendmico como templado y primers especificos que
incluyen el sitio de restriccion EcoR |.

Se construyd el plasmido pRpyrG, que contiene el gen pyrG de M.
circinelloides flanqueado por secuencias de pkaR1, para anular el gen pkaR1. El
gen pyrG permite complementar la auxotrofia por uridina ya que codifica para la
enzima orotidina-5'-monofosfato decarboxilasa (OMPD) que participa en la sintesis
de pirimidinas.

Para generar este vector knockout, se amplific6 mediante PCR a partir del
vector pUC18R usando los primers pkaRpl y pkaRp2, ambos contienen el sitio Bgl
Il en su secuencia (en itélicas, Tabla 5). Estos primers amplifican hacia afuera desde
la secuencia de pkaR1 hacia la del vector produciendo una delecion de 0,561 kb de
la regidn codificante de pkaR1. El producto de PCR digerido con Bgl Il, se ligd con
un fragmento BamH | de pyrG obtenido a partir del plasmido pEMP1(Figura 17)
(225). El plasmido se linealiz6 por digestién con EcoR |y se utilizé para transformar

protoplastos de Mu402.

éi'
p ey
o682, Ava 11 Q

5380, Ava 11

Sac 1,653
Bam H1 , 685

Hird 111,1083

Hird 111,1617

Hird 11,2045

3954 Kon 1 _

3931, Hird 11 Hird 112221

3915 Hird 111 Pae 15
3902, Eco R1 G
3885 Bam HI s

Figra 17- Vector pEMP1
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El plasmido pUC19R2 que lleva el gen pkaR2 (-718 a 1730), se generd
clonando dentro del vector pUC19 un fragmento que se obtuvo mediante PCR
utilizando DNA gendémico como templado y primers especificos. Se construy6 el
plasmido pR2pLeuA, que contiene el gen leuA de M. circinelloides flanqueado por
secuencias de pkaR2, para anular dicho gen. El gen leuA codifica para la enzima
o— isopropilmalato isdbmeras que participa en la via de sintesis de leucina. Para
generar este vector knocout, se amplific6 mediante PCR a partir del vector
pUC19R2 usando los primers S1n y Slc, ambos contienen el sitio Pst | en su
secuencia (en italicas, Tabla 5). Estos primers amplifican hacia afuera desde la
secuencia de pkaR2 hacia la del vector produciendo una deleciéon de 0,594 kb de la
region codificante de pkaR2. El producto de PCR digerido con Pst |, se ligd con un
fragmento Pst | de leuA obtenido a partir del plasmido pLeud. El plasmido se
linealizé por digestion con Pvu Il y se utilizé para transformar protoplastos de R7B.

El plasmido pUC18C que lleva el gen pkaC (-453 a 2007), se genero
clonando dentro del vector pUC18 un fragmento EcoR | de 2,460 kb que se obtuvo
mediante PCR utilizando DNA gendmico como templado y primers especificos que
incluyen el sitio de restriccion EcoR |.

Se construyd el plasmido pCpyrG, que contiene el gen pyrG de M.
circinelloides flanqueado por secuencias de pkaC, para dicho gen. Para generar
este vector knockout, se amplific6 mediante PCR a partir del vector pUC18C usando
los primers pkaC-pl y pkaC-p2, ambos contienen el sitio Bgl Il en su secuencia (en
italicas, Tabla 5). Estos primers amplifican hacia afuera desde la secuencia de pkaC
hacia la del vector produciendo una delecion de 0,537 kb de la region codificante de
pkaC. El producto de PCR digerido con Bgl Il, se ligé con un fragmento BamH | de
pyrG obtenido a partir del plasmido pEMP1 (225). El plasmido se linealiz6 por
digestion con EcoR | y se utilizé para transformar protoplastos de Mu402.

XV. Purificacion y andlisis de acidos nucleicos
XV.1. Preparacion de DNA plasmidico

Para las realizar las preparaciones de DNA plasmidico se utilizé el kit
comercial Wizard plus (PROMEGA).
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XV.2. Preparacion de DNA cromosomico

Se crecieron las cepas sobre celofan en medio selectivo durante 3 dias. Se
tomo el micelio crecido sobre % de placa y se proceso con N liquido. Se agrego
700 ul buffer de extraccion (ver soluciones) y 30 ul de proteinasa K (2 ng / ml) y
30 ul de RNAsa 10 mg/ml (Roche). Se incub6 durante 3 hs a 37°C. Se agreg6 un
volumen de fenol, se centrifugd 10 minutos a 10.000 r.p.m. y se repiti6 este paso
una vez. Se agregd un volumen de isopropanol y se dejé precipitar durante 30 min a
-70°C. Se centrifugé 20 minutos a 10.000 r.p.m. a 4°C. Se lavo el pellet con un

volumen de etanol 70% y se resuspendié en 30 ul de Buffer TE (ver soluciones).

XV.3. Preparacion de RNA para N orthern blot

Se crecieron las cepas sobre celofan en medio selectivo durante 3 dias. Se
tomo el micelio crecido sobre % de placa y se proceso con N liquido. Se agregaron
700 pl buffer de extraccion (ver soluciones) y 6 ul de -mercaptoetanol agitando. Se
centrifugd 20 min a 4°C a 9000 g. Se prepar6 un tubo de ultracentrifuga con 900 pl
de mezcla CsCl 5,7 M / EDTA pH 8 10 mM y sobre esta solucién se afiadié con
cuidado el sobrenadante de la centrifugacion anterior. Se centrifugé a 50.000 r.p.m.

15 horas a 4°C. El RNA se resuspendié en 50 ul agua MilliQ.

XV.4. Preparacion de RNA para RT-PCR

Se crecieron las cepas en 100 ml de YPG pH 4,5 10° esporas/ml durante 4,30
hs. Se filtro el cultivo a través de papel de filtro y se lavd con H,O. Se partio el
micelio en 4 porciones y a cada una de ellas se las resuspendié en buffer TES (ver
soluciones).

Se agreg6 un volumen de fenol acido y se agitd6 durante 10 segundos. Se
incubo durante 1 hora a 65°C y se agité durante 10 segundos cada 5 min. Se incubo
en hielo 5 min. Se centrifugd a 4°C a 12000 r.p.m. durante 5 min. Se paso la fase
acuosa a otro tuvo y se repitié la extraccion con fenol una vez.

Se agreg6 0,1 volumen de acetato de sodio y 2 volimenes y medio de etanol
absoluto (Merck).

Se centrifugd 15 min a 12000 r.p.m. a 4°C y se conservé en 100 ml de etanol

absoluto a -70°C hasta su utilizacion.
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XVI. Southern blot y Northern blot

Para el analisis por Southern blot, se hibridd6 DNA cromosémico (1 pg) en
filtros de nylon cargados positivamente (GE Healthcare Life Sciences) y se hibrid6 a
65C a sondas marcadas radiactivamente en una solucion de hibridacién que
contiene 0,1 g/ml dextran sulfato. Para los Northern blot, se utilizaron 15-25 ug de
RNA total de cada muestra. Se corrieron en un gel de agarosa 1,2% con
formaldehido y 1x MOPS, se hibrid6 en filtros de nylon cargados positivamente en
0,9 M NaCl, 0,5 % SDS y 0,1 g/ ml dextran sulfato. Las sondas se marcaron con [a-
¥2P]CTP (Ready-to-Go DNA labellingbeads, GE Healthcare Life Sciences).

XVII. PCR y RT-PCR semicuantitaiva
XVIL.1. PCR

Se realizaron PCRs para analizar la interrupcion del gen pkaR1 con los pares
de primers pl/ p2; para analizar la interrupcion del gen pkaC se utilizaron los pares
de primers Caf /Car y Sec2F / p2 y para analizar la interrupcién del gen pkaR2 se
utilizaron los pares de primers S1F/LeuAR1y S1F/ S1t. Se analizé6 mediante PCR
también si quedaban retos de vector pkCpyrG sin digerir en los clones AC
heterocariontes utilizando los primers pv y MC5. Las secuencias de los primers se

muestran en la tabla 5.

XVIl.2. RT-PCR semicuantitaiva

Se prepardé RNA de las cepas R7B, AR1 y AR2 de M. circinelloides crecidas
hasta distintos estadios. Se realiz0 RT-PCR semicuantitatva usando el gen del
factor de elongacion EF-la (tef-1) como control interno. El gen tef-1 se expresa
constitutivamente a través de la germinacion en M. circinelloides (226). Para la
reaccion de amplificacion mediante RT-PCR se realiz6 un primer paso de obtencion
de cDNA, para ello se utilizé Transcriptasa reversa (Supertranscript Il de Invitrogen),
se calibr6 de manera tal que permitiera la deteccion de los transcriptos de mRNA
apropiados para que se mantenga la amplificacion de los mismos en fase
logaritmica. Una vez obtenido el cDNA se realiz6 la PCR utilizando los pares de

primers adecuados. Los primers utilizados fueron: pkaR1F /pkaR1R, pkaR2F
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/pkaR2R, pkaR3F /pkaR3R, pkaR4F /pkaR4R para detectar cada gen pkaR
respectivamente. Mientras que para los genes pkaCl-6 los pares de primers
utilizados fueron SOF/SOR, S1F/S1R, S2F/S2R, S3F/S3R, S5F/S5R, S8F/S8R y
Caf/Car para la deteccion del gen pkaC.

El tamafio de los productos de PCR esperados eran 775 pb, 955 pb, 817 pb y
994 pb para pkaR1, pkaR2, pkaR3 y pkaR4 respectivamente; 858 pb, 929 pb, 902
pb, 854 pb, 969 pb y 821 pb para los genes pkaC1-6 respectivamente; 1124 pb para
pkaC y 550 pb para tef-1.

También se prepar6 RNA de las cepas de levadura tpk™, tpk™ bcy1A, tpk™
IV, tpk™ IC, tpk™ bcylA/V y tpk™ beylA/C y se analizd la expresion en levaduras
del gen pkaC con los primers Caf y Car. El tamafio esperado en este caso era 1124
pb.

Los productos de PCR se analizaron por geles de agarosa 1% tefiidos con
BrEt y cuantificaron usando (Bio-Imaging Analyzer Bas-1800I1 and Image Gauge
3.12, Fujifilm) expresando las intensidades en unidades arbitrarias.

Las secuencias de los primers se detallan en la tabla 5.

XVIII. Crecimiento radial y esporulacion

Se inocularon por triplicado en el centro de una placa 10 ul de una
suspension de esporas (10° esporas/ml) en medio minimo pH 4,5 suplementado o
no con leucina. Se monitoreo6 el crecimiento radial a 30 T midiendo el didmetro de
la colonia cada 24 horas entre las 24 y 72 hs. las velocidades de crecimiento se
expresaron como pm h™™.

Para comparar la esporulaciéon de las distintas cepas, se sembraron 100
esporas en placas de medio minimo de las cepas R7B, AR1y AR1 + R1 0 KFA 89y
AR2, y se incubaron a 30 € por 5 dias. Luego se cortaron trozos de micelio de
1cm?, se embebieron en agua destilada y se agité con vortex, se centrifugd y se

realizo el recuento de esporas.

XIX. Analisis microscopico

Para los andlisis microscoépicos las células se fijaron con glutaraldehido 8% y

se us6 un microscopio Nikon E-600. Las fotos se tomaron con una camara Nikon
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Cool Pix 5000. El volumen celular y el largo de hifa se calcularon analizando 500
células de cada cepa y usando los programas Image J (Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA. http://rsb.info.nih.gov/ij/) y Science Lab98, Image Gauge

version 3.12. Ambos parametros se expresaron en unidades arbitrarias y cada valor

representa la media +/- SEM de tres experimentos independientes.

XX. Prediccién de las secuencias de R, analisis por espectrometria de masas y

analisis filogenético

XX.1. Prediccion de las sec uencias de R y andlisis por espectrometria de

masas

La prediccion de genes adicionales de R, se realizO por busqueda por
comparacion de secuencias en el genoma de M. circinelloides en la version de
ensamblaje 4x del Instituto Joint Genome, utilizando como secuencia de partida la
del gen pkaR1.

Las secuencias de cDNA y proteinas se obtuvieron luego de la prediccion de
intrones y de la busqueda de homologia de secuencias. Los datos de
espectrometria de masas de la digestion triptica de las bandas del gel de SDS-
PAGE tefido con Coomassie Blue coloidal, se obtuvieron usando un espectrémetro
de masas MALDI —TOF-TOF Ultraflex Il (Bruker), del servicio del CEQUIBIEM,
Depto. De Qca. Bioldgica, FCEyN, UBA. El andlisis de los datos es parte de este
trabajo de tesis y no del servicio CEQUIBIEM. Se hizo interpretacion manual del
espectro para la identificacion de las proteinas que ain no estaban en la base de
datos por comparacion de los resultados obtenidos del MS y MS-MS experimental

con la digestion triptica in silico de las nuevas PKARs predichas.

XX.2. Analisis filogenético

El arbol filogenético fue construido utilizando los resultados de alineamiento
de ClustalW2 de las secuencias de proteinas de subunidad R de distintos hongos
(Zygomycetes, Ascomycetes y Basidiomicetes). En la tabla 4 se muestran los

ndumeros de acceso de las secuencias utilizadas.
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0i|6322156|ref[INP_012231.1 Saccharomyces
0i|150863720|ref|XP_001382284.2 Pichia pastori
0i|68472545| ref | XP_719591.1 Candida albicans
0i[110293154|gb|ABG66306.1| Colletotrichum
gloeosporioides
0i|156043067|ref|XP_001588090.1| Sclerotinia sclerotiorum
gi| 45252346]|ref|XP_001397686.1| Aspergillus niger
0i|119187827|ref|XP_001244520.1| Coccidioides immitis
0i|39972039|ref|[XP_367410.1| Magnaporthe grisea
0i|85103516 [ref|[XP_961532.1| Neurospora crassa
0i|[400120|sp|P31320.1| Blastocladiella emersonii
0i|238842|gb [AAB20314.1| Schizosaccharomyces
pombe
0i|71024735|ref|XP_762597.1| Ustilago maydis
0i|11096028|gh|AAG30146.1| Cryptococcus
neoformans
jgi|Phybll| 41174| Phycomyces
gi|Phybl1|70276| geneshPB_pg.33 11| R2 Phycomyces
Jgi|Phybl1]74992|estExt fgeneshPB_pm.C 180005 | R3 Phycomyces
jgi|Phybl1]|69062|fgenesh PB pg.25 230| R4 Phycomyces
RO3G_05751.1 R1 Rhizopus
RO3G_06050.1 R6 Rhizopus
RO3G 15555.1 R4 Rhizopus
RO3G_16579.1 R5 Rhizopus
RO3G_00025.1 R3Rhizopus
RO3G_14827.1 R2 Rhizopus
AJ400723 pkaR1 M. circinelloides
AJ431364.1 pkaC M. circinelloides

Tabla 4- nimeros de acceso de las secuencias utilizadas

XXI. Otros métodos utilizados
XXI.1. Western blot

Se analizaron las muestras proteicas por SDS-PAGE (227) en geles de
poliacrilamida 10%. Se transfiri6 a membranas de nitrocelulosa (Amersham) a 90 V
durante 1 hora en buffer 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% (v/v) metanol. Las
membranas se bloquearon con leche descremada al 5%, 0.05% Tween 20 en buffer
Tris salino. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-R de M. rouxii (111)y
anti-Ubiquitina (Santa Cruz) preparados en conejo utilizados 1/20000 y 1/100
respectivamente; y anti-cMyc (COVANCE) monoclonal preparado en ratén utilizado

1/200. Los anticuerpos secundarios anti-conejo o anti- raton, IgG-conjugados con
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peroxidasa (SIGMA), se utilizaron 1/5000 o 1/1000 respectivamente. Se revelaron

con reactivo quimioluminicente (ECL, GE Healthcare).

XXI.2. Tinciébn con Coomassie Blue coloidal

Luego de realizar el PAGE-SDS, se procediod a la tincion del gel con azul de
Coomassie coloidal. En primer lugar, se realizan tres incubaciones de 30 minutos
con Solucion | (Etanol 30%, acido fosforico 2%) en agitacion moderada.
Posteriormente, se realizan 3 lavados de 20 minutos con Solucién Il (acido fosférico
2%), y luego se incuba por 30 minutos en Solucion Il (Etanol 18%, acido fosférico
2%, Sulfato de amonio 15 %). Finalmente, se agregan a 25 ml de la solucion Ill, 1 mi
de Coomassie G250 2%. Se deja 24 horas en agitacion moderada. Por ultimo, se
realizan una serie de lavados con agua milliQ, con el objeto de eliminar el

background de colorante en el gel.

XXI.3. Acumulacion de glucégeno en levaduras

Se realizaron spots sobre placas YPgal de las cepas de levaduras tpk™, tpk*"
beylA, tpk™ IV, tpk™ /C, tpk™ bcy1A/V y tpk™ beylA/C y TPK1beylA y se crecieron
48 horas a 30C. La acumulacion de glucégeno se evalué mediante el color marrén
obtenido por las células luego de la tincién con yodo. Esta incubacion se realiza por
inversion de la placa conteniendo los spots de células en un recipiente saturado con

vapores de yodo (1).

XXI1.4. Ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa

Los gradientes de sacarosa se utilizaron con fines preparativos para purificar
subunidad R de M .circinelloides y de S. cerevisiae y con fines analiticos para
estimar el coeficiente de sedimentacion de la subunidad C y de las subunidades R.
En todos los casos el gradiente fue lineal de sacarosa 5-20% (p/v) en buffer A, con
un volumen final de 4,2 ml. El volumen de la muestra que se cargé sobre el
gradiente fue de 200-300 ul y la concentracién de proteina total fue de entre 300 y
700 pg. Con el fin de calibrar el gradiente para estimar los coeficientes de
sedimentacion, se incluyd la proteina estandar (3,5S) peroxidasa (SIGMA). La

centrifugacion se realizé en una ultracentrifuga Beckmann SW50 a 35.000 r.p.m. por
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15 horas a 4°C en rotor SW55Ti. Cuando los gradientes fueron disociantes
contenian NaCl 0,5 M y cAMP 1 mM. Se colectaron en todos los casos 25
fracciones de 200 ul cada una desde el fondo del tubo.

XXl.4.a. Ensayo de peroxidasa

Se agregan al gradiente 10 ug de peroxidasa (SIGMA). El ensayo consiste en
mezclar 500 pl de solucion A (0,5% (v/v) H2O, en10 mM Tris-HCI pH 7.0), 10 pl de
solucién B (punta de espatula de ortodianisidina en 1 ml de metanol) y 10 ul de cada
fraccion del gradiente. En pocos minutos se desarrolla un color naranja en aquellas
fracciones en las cuales esta presente la enzima. La fraccibn con mayor actividad

peroxidasa corresponde a aquella donde se observe coloracidon mas intensa.

XXI.5. Inmunoprecipitacion

Se prepard un extracto proteico de la cepa R7B a partir de cultivo aerébico de 8
hs y se lo incub6 con anticuerpo primario anti-R de M. rouxii 1 hora a 4°C. Luego se
incubo con la resina proteina A agarosa (Santa Cruz) 6 horas a 4°C. Se realizaron 4
lavados con buffer A 0.1M NaCl y 1ImM cAMP y luego un lavado con buffer A. La
muestra se analiz6 por SDS-PAGE y Western blot y se reveld con anticuerpo primario
anti-Ubiquitina y anti-R de M. rouxii.

XXI.6. Determinacion de concentraciéon de proteinas.

La concentracion de proteinas fue determinada utilizando el método de
Bradford con BSA como proteina estandar (228).
XXII. Medios de cultivo

Medio rico para levaduras (YPGlu/YPGal)

Extracto de levaduras 1% (Oxoid/Merck)
Peptona 2% (Oxoid/Merck)
Glucosa / Galactosa 2% (Oxoid/Merck)
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Medio minimo ura’ para levaduras
Yeast nitrogen base (YNB) 0,67% (Difco)
Drop out ura 0,077 %

Fuente de carbono 2%
Llevar a pH 6,5 con KOH
(Para placa 1,5% agar)

Medio Luria-Bertani (LB)
Peptona 1%

Extracto de levadura 0,5%
NaCl 0,5% (Merck)

Medio rico para M. circinelloides (YPG)

Extracto de levaduras 0,3%
Peptona 1%

Glucosa 3%

Agar 1,5 %

pH 4,5

Suplementados con uridina 200 ng/ml cuando es necesario

MMC
Casaminoacidos 1% (Difco)
YNB 0,05 %

Glucosa 2%

e Medio liquido para cultivos anaerdbicos o para transicion anaerobiosis-aerobiosis
No se lleva a pH

e Medio solido:

Agar 1,5 %

pH 3 para aislar colonias

pH 4,5 para obtener esporas

Vitaminas 1 pg/ml acido Nicotinico y Tiamina clorhidrico.
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YNB para M. circinelloides:
YNB 0, 2 %
Sulfato de amonio 0,15%

Glucosa 2%
Agar 1,5 %
pH 3 para aislar colonias

pH 4.5 para obtener esporas

Vitaminas 1pg/ml acido Nicotinico y Tiamina clorhidrico.
NOTA: En los medios para M. circinelloides con pH acido el agar se debe autoclavar
aparte resuspendiendo el medio en la mitad del volumen final y el agar en la otra

mitad.

XXIII. Soluciones
Buffer A

Tris-HCI pH 7.5 10 mM

EDTA 5 mM (Merck)

EGTA 2 mM (Merck)

B—mercaptoetanol 2 mM (Merck)

Mezcla de Inhibidores de proteasas (Roche)
PMSF (para los extractos de M. circinelloides)

Buffer Fosfato de sodio 0.1M pH 6.5
e 100ml 0.1M NaysHPO,
e 100 ml 0.1M NaH>PO,4

Se afladen aproximadamente 53 ml del Na,HPO,4 a los 100 ml del NaH,PO,

MOPS 1M pH 6.3
Se ajusta el pH con NaOH

Buffer MS
0.5M sorbitol
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10mM MOPS (Merck)

50mM CaCl, (Merck)

Buffer PS

0.5M sorbitol

Para 200ml: 20 ml Buffer Fosfato de sodio 0.1M pH 6.5

PEG4000 en MS
20g PEG4000 en 50ml de MS (Merck)

Buffer TE
10 mM Tris-HCI pH 8
1 mM EDTA

Buffer de Extraccion de DNA/RNA
200 mM Tris-HCI

100 mM EDTA

1% SDS

Buffer TES

20 mM Tris-HCI pH 7,5
10 mM EDTA

0,5 % SDS
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XXIV. Primers utilizados

pkaR1F 5-CTTGTTTGATACCAATGATACCAGTAATG-3
pkaR1R 5'- CTCCTGTCCATCTCCAAAATAAACT-3
pkaR2F 5'-AGACAAGTAGTTGAACATCAGCCTG-3
pkaR2R 5-TTGCTGAGAGCCGTCAGGCAGCTTCTT-3'
pkaR3F 5'-CATCCCATGTGGGCGGCATTGGCCC-3'
pkaR3R 5-CCTTGCTTCATTTCATTGACCAACTG-3
pkaR4F 5-GATGTGTACTGCAAAGATCAGCCTCA-3
pkaR4R 5-CTGCAAGATAACATGCTCTCCATCATTG-3
SOF 5-CTACGACAACGCTATACGAATTACG-3
SOR 5-GGCATGTGGATCGAAATATGC-3
S1F 5-CGATCCACACCCACGTATACTTCGG-3
SI1R 5-ACTGAGGGTATTTGACACGACCTGC-3
S2F 5-CAGCACAAGCCATCTACCTGACAGC-3
S2R 5-TCAGGGCTCATGCTAGAGGGAAACG -3
S3F 5-CCCAACAACATCAAGCAACGTCGCC-3
S3R 5-GAGGTCGGCACTCATATCTTCGGGC-3
S5F 5-CAGCAGCAATCTTCGGAACAATCGC-3
S5R 5-TGGGATCAAAATAAGATGGCCAACG-3
S8F 5-AGTGGACATAATTCCAACAAGAGCC-3
S8R 5-GAAGATGGATATTTGGGCTGGGTGG-3
Caf 5-GTCGAGCTGATCTTTCCTCTTCACG-3
Car 5-ATCACATTGGCATTGGTAGACTCGG-3
Tef-1 5-TCACGTCGATTCCGGTAAGTC-3
Tef-2 5-TATCACCGTGCCAGCCAGA-3
pkaRpl 5-ACGAGATCTGTTTGTGGGAGGCAGCGAGG-3'
pkaRp2 5-ATTTTAGATCTGGACAGGAGGTTGTGAAGC-3
Sln 5-TGTAGCTGCAGCACACTGTTCAGCTCTTGC-3'
Slc 5-ATGTACTGCAGGCCTCGTGCTGCCTCC-3'
pkaCpl 5-TGCTAAGATCTCCCAAGAAGCGATCTTCACC-3'
pkaCp2 5-GTTTGAGATCTAAGCGTTGCCAATTCTTTGC-3
Bl 5-CTAAGCTTTCAACTGAACCTTTGCCCTC-3
B2 5-TCGAATTCTTATGATTGCTGGTTAATGACAG-3
B3 5-TCCCAACGACCAAGGTGCTCTTTCAT-3
B4 5-GGGCAAAGGTTCAGTTGAAAATTT-3
B5 5-CTAAGCTTATGATCACTGACGAACATCC-3
B6 5-ACGGTAACCTTGTTTTGCCCAATAAAAC-3
pl 5-GCTTTATTCATTTCACTGGTCAACG-3
p2 5-GTGGCTGATTGGACTCAAACAGG-3
Caf 5-GTCGAGCTGATCTTTCCTCTTCACG-3’
Car 5’ATCACATTGGCATTGGTAGACTCGG-3
S1F 5-GTGCCAGCCAATGTCTAGTGGTAG-3
LeuAR1 5'-AGTACAGTGCAACGAATGCAGGTC-3'
Sit 5-GACGTCTGTGTACTGCTCTTCGTC-3'
Sec2F 5'-AATCATGATGAGCGCTAGTTCTCCC-3
S1S 5'-ATCTCGCCAATACGACCAGCACCCTC-3
pkaR2R 5'- TTGCTGAGAGCCGTCAGGCAGCTTCTT -3
MC5 5'-TCGAAATCAAAGGTCTGCTAGT-3’
pv 5'-GTAAAACGACGGCCAGTGC-3

Tabla 5- Primers utilizados
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Interaccion entre las subunidades R y C de la PKA

de Mucor circinelloides



Capitulo |

l.1. Introduccion y objetivos especificos

La Proteina Quinasa dependiente de cAMP (PKA) de los hongos Mucor
circinelloides y Mucor rouxii son holoenzimas tetraméricas que se asemejan a las
holoenzimas de eucariotas superiores. Esto se predijo por la secuencia de
aminoacidos y se demostré6 mediante estudios cinéticos (229, 230). La activacion de
la PKA de M. rouxii por cAMP usando kemptido como sustrato es parcial y para
lograr su total activaciéon se requiere el agregado de 0.5 M NaCl o policationes
ademas de cAMP en el ensayo (231). Esta caracteristica hace a la PKA de Mucor
sp. un buen modelo para el estudio del mecanismo de activaciéon de PKA aun no
dilucidado completamente.

La subunidad R de PKA presenta una estructura modular. En el extremo N-
terminal, presenta un dominio de dimerizacion y anclaje (D/D); hacia el extremo C-
terminal presenta dos dominios en tandem de uniéon a cAMP (CNB) y entre estas
dos regiones se encuentra un dominio llamado zona linker o bisagra que incluye el
sitio inhibitorio (IS). La region hacia el N-terminal del IS se conoce como linker I,
mientras que la regidén hacia el C-terminal del IS se denomina linker Il. Los dominios
de union a cAMP estan altamente conservados entre las especies (55), mientras
gue la region linker presenta mucha variacion (59).

Del analisis de las secuencias de 40 hongos pertenecientes a los filums
Ascomycete, Basidiomycete, Blastocladiellamycete y Glomerulomycete, se
encontraron regiones de baja complejidad correspondientes a la zona bisagra,
siendo mas abundantes en la zona del linker | (102). Las regiones de baja
complejidad son secuencias con una composicidon sesgada de aminoacidos, en
general regiones no globulares y en algunos casos pueden participar en
interacciones proteina-proteina (61). En la region linker | de la subunidad R de M.
circinelloides, M. rouxii y Blastocladiella emersoni se observa ademas la presencia
de residuos acidos presentes en mayor numero que en otras especies, Yy
particularmente en M. circinelloides se encuentran mas agrupados. La Rlla de Bos
taurus también presenta un numero elevado de residuos &cidos pero no se
encuentran tan agrupados como en el caso de M. circinelloides. Si bien estaba
demostrada la mayor afinidad entre R y C para la holoenzima de M. rouxii se cuenta
solo con una secuencia parcial de su subunidad R (114), mientras que la secuencia

de R de M. circinelloides se conoce completa. Estos antecedentes y caracteristicas
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de la secuencia, condujo a la eleccion de la PKA de M. circinelloides como modelo
de estudio de interaccion R-C.

El objetivo de este capitulo de la tesis fue evaluar la participaciéon de la region
amino terminal de R (de la isoforma descripta en el momento de realizar el trabajo
correspondiente a este capitulo de la tesis) en la interaccion R-C y si los residuos
acidos presentes en el linker | tienen alguna implicancia en determinar la mayor
fuerza de interaccion observada entre las subunidades de la holoenzima de M.
circinelloides. Para contestar esta pregunta, se construyeron dos mutantes de
subunidad R. La mutante R1, que carece del extremo N-terminal completo desde la
primera metionina hasta el IS, y R2, que carece solamente del grupo de residuos
acidos. Las mismas fueron utilizadas para evaluar su interaccion con la subunidad C
a través de ensayos de inhibicion de la actividad fosfotransferasa y de ensayos de

activacion por cAMP de holoenzima reconstituida.
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|.2. Resultados

[.2.1. La holoenzima PKA de M. circinelloides presenta alta afinidad de

interaccion R-C

En primer lugar para analizar si la PKA de M. circinelloides (PKAMc) presenta
una alta afinidad de interaccion de sus subunidades al igual que la de M. rouxii, se
evaluo su actividad fosfotransferasa en presencia de cAMP. Resultados previos del
laboratorio demostraron que la activacion de la PKA de M. rouxii por CAMP usando
kemptido como sustrato es parcial y que para lograr su total activacion se requiere el
agregado de 0.5 M NaCl o policationes en el ensayo junto con cAMP (231). Para
estudiar el comportamiento de PKAMc, se midié la actividad quinasa ensayando
cantidades crecientes de esta holoenzima en presencia de 10 uM cAMP con el
agregado o no de 0.5 M NacCl.

Se observé que la actividad quinasa cuando se agregé NaCl, ademas de
cAMP, a la mezcla de incubacion fue mayor y se mantuvo la linealidad con la
cantidad de proteina ensayada (Figura 18). En ausencia de NaCl, se observé falta
de proporcionalidad de la actividad quinasa respecto a la cantidad de proteina
ensayada. La falta de proporcionalidad en ausencia de NaCl, evidencia una

activacion incompleta de la holoenzima en esas condiciones.
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Figura 18- Ensayo de actividad quinasa en presencia o ausencia de fuerza iénica. Se

ensayo0 actividad quinasa utilizando distintas cantidades de una preparacion semipurificada de
holoenzima PKAMc en presencia de 10 uM cAMP +/- 0,5 M NaCl. La actividad quinasa se
expresa en unidades (U) segun se define en materiales y métodos.
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Para corroborar la mayor interaccion entre Ry C de la PKAMc se analizo el

comportamiento de la holoenzima en cromatografias de afinidad de cAMP-agarosa

en comparacion con la holoenzima de S. cerevisiae.
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Figura 19- Purificacion por cAMP agarosa de la subunidad C de S. cerevisiae (A) y de M.
circinelloides (B). Se sembraron holoenzimas en resina de afinidad de cAMP-agarosa, se
lavaron con buffer A y posteriormente con buffer A con 0.5 M NaCl. Se ensay6 actividad PKA
+/- cAMP y actividad de unién a [’H]JcAMP en cada fraccién. La actividad quinasa se expresa
en unidades (U) segun se define en materiales y métodos. Unién a cAMP expresa los fmoles
de [*H]cAMP unidos por fraccién.
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Mientras que la mayoria de las PKA se disocian en sus subunidades luego de
la union a través de la subunidad R a la cAMP-agarosa, como ocurre con la de
eucariotas superiores (232) o de levaduras, esta descripto que la PKA de M. rouxii
necesita de la adicion de NaCl para que se promueva la disociacion R-C indicando
una mayor fuerza de interaccion entre las subunidades (115). En la Figura 19 se
observa que mientras que para la PKA de levadura se detect6 actividad catalitica en
el percolado de la resina (Figura 19A), para la PKAMc no (Figura 19B). Esto indica
gue en este Ultimo caso no ocurrié disociacién en presencia de cAMP. Sdlo con el
agregado de 0.5 M NaCl al buffer de elucién, se logro la disociacion de la subunidad
C detectandose actividad quinasa en esas fracciones. En ninguno de los dos casos
se detect6 actividad de union a CAMP en las fracciones ensayadas.

En conjunto, estas observaciones indican que PKAMc presenta una alta
afinidad de interaccion R-C en la cual parecen estar involucradas interacciones de

tipo iénicas.

[.2.2. Extremo amino-terminal de la subunidad R

Por comparacion de secuencias de las subunidades RI y RIl de eucariotas
superiores y de diferentes hongos se observé que la region bisagra por fuera de la
secuencia inhibitoria (IS), que comprende el linker | y el linker Il, es muy poco

conservada (Fiaura 20).
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Figura 20- Alineamiento de secuencia de aminoacidos de la region amino terminal. El

sitio consenso de inhibicién se indica como IS. El grupo de residuos acidos se encuentra

sombreado. Se indican con una linea inferior las regiones linker | y linker Il. 110-125

corresponde a los residuos ausentes en R2.
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En la region linker | se observa la presencia de residuos acidos que estan
presentes en diferente distribucién y nimero en las distintas especies. En particular,
en las especies del género Mucor y en B. emersonii estos residuos estan
agrupados. Esta observacion junto con la necesidad del agregado de NaCl para
lograr la activaciéon completa de la holoenzima de Mucor por cAMP, nos condujo a
plantear la hipétesis de que este grupo de residuos acidos podria participar en la
interaccion R-C.

Para poder evaluar si la secuencia N-terminal y particularmente el grupo de
residuos acidos tienen importancia en determinar la fuerte interaccion R-C en la
PKAMc, se generaron subunidades R mutantes, R1 y R2 (Figura 21). La mutante R1
carece del extremo N-terminal desde el primer residuo metionina hasta veinte
residuos antes del sitio de autofosforilacion (1-127), y R2 carece soOlo de 16
aminoéacidos que corresponden al grupo de residuos acidos 110-125 (Figuras 20 y
21).

IS

144 =147
1 10 =125 427
o .
110 125 427
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Figura 21- Representacién esquematica de R (Rwt), R1 y R2 de M. circinelloides. Se
muestran las regiones de R ausentes en las mutantes R1 y R2. A/ B indican dominios Ay B de
union a cAMP respectivamente.

1.2.3. Expresion y propiedades de la s subunidades Rwt R1 y R2 de M.

circinelloides en levadura

Las subunidades Rwt, R1 y R2 se expresaron y purificaron en la cepa S13-3A

(TPK1bcylA) de S. cerevisiae transformada con los plasmidos pYES-R, pYES-R1 y
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pYES-R2 respectivamente. Se verificoO su expresion analizando extractos crudos por
Western blot revelado con anti-R de M. rouxii, preparado en nuestro laboratorio
(111). No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion ni en
la afinidad de union a cAMP de las tres proteinas indicando que las mutaciones
generadas en el extremo N-terminal de la subunidad R no tuvieron efecto en la
estabilidad, ni en la afinidad de R por cAMP (Figura 22).

o
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S, ¢

Unién a [*H]JcAMP
[ =]
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Figura 22- Expresion y propiedades de Rwt R1 y R2.  Cantidades iguales de Rwt R1 y R2
purificadas se ensayaron para determinar actividad de uniébn a cAMP en presencia de
cantidades crecientes de [°H]JcAMP. En el panel insertado se muestra un Western blot revelado
con anti-R (M. rouxii), calles 1, 2 y 3 corresponden a R1, R2 y Rwt respectivamente. Unién a
[®H]cAMP expresa los fmoles de [*H]JcAMP unido por alicuota ensayada.

1.2.4. Ensayos de estabilidad de C

Para evaluar si las subunidades cataliticas de M. circinelloides (Cy) o0 de
corazon bovino (Cg) son estables luego de la incubacion a 30°C durante 30 minutos,
condicion que se usara en los ensayos siguientes, se incubaron durante distintos
tiempos (10-60 min) a 30°C y se les determind actividad quinasa utilizando kemptido
como sustrato.

Se pudo corroborar que tanto Cy como Cg, son estables hasta la hora de

incubacion inclusive (Figura 23).

87



Capitulo |

A B
1501 Cu Ce
150-
® -]
§ 1001 l_—_i\i/l/{\‘ 2 1004 l\l\!/"l%l
2 3
g 3
504
= 50+
=
: L) L) L) L) L L) c L] L A L L L
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
tiempo (min) tiempo (min)

Figura 23- Ensayo de estabilidad de C.  Se incubaron las subunidades (A) Cy o (B) Cga 30°C
durante distintos tiempos (10-60 min) y se ensayo actividad quinasa cada 10 minutos. La
actividad se define como pmol *?P incorporado en el sustrato a 30°C.

1.2.5. Inhibicion de la actividad quinasa  de la subunidad C por las subunidades
R

El primer abordaje para analizar la interacciéon R-C fue medir la habilidad de
las subunidades Rwt, R1 y R2 de inhibir la actividad de la subunidad C purificada de
M. circinelloides (Cy).

En la Figura 24A se muestra que la actividad de PKA fue inhibida por
concentraciones del orden nM de las tres subunidades. No obstante la habilidad de
las subunidades R1 y R2 para asociarse con Cy fue varias veces menor que la de
Rwt. En el ensayo mostrado en la Figura 24A la ICso para Rwt fue de 0.075 nM
mientras que se necesitaron concentraciones de 0,3 - 0,4 nM de las proteinas R1y

R2 para inhibir el 50% de la actividad fosfotransferasa (Tabla 6).
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Figura 24- Ensayos de inhibicién de actividad quinasa. Subunidades Cy (0,7 U) (A) o Cg
(0.02 pmol) purificadas se preincubaron (B) 30 minutos a 30T con varias concentraciones de
las subunidades Rwt, R1 y R2 (0.02-1.5 nM) previo al ensayo de actividad quinasa. Cada valor
representa la media +/- SD para tres experimentos independientes.
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ICs0 Cm (NM) ICs50 Cg (NM)
Rwt 0,075 +/- 0,01 0,221 +/- 0,05
R1 0,413 +/- 0,05 0,960 +/- 0,10
R2 0,303 +/- 0,06 0,415 +/- 0,07

Tabla 6- IC5opara Rwt, R1y R2 con C \y 0 Cp

La ausencia de sélo los residuos acidos en R2, produjo el mismo efecto en la
interaccién con la subunidad C que la falta de todo el extremo N-terminal de la
subunidad R, indicando que los aminoacidos acidos cumplen un rol en la interaccion
R-C en PKAMc.

Para evaluar si en establecer la fuerza de interaccion R-C, intervienen
componentes de C ademas de residuos presentes en la subunidad R, se analiz6 la
interaccion de Rwt, R1 y R2 con una subunidad heterdloga. Se utilizé la C de
corazéon bovino (Cg). Los resultados presentados en la Figura 24B y en la Tabla 6,
muestran que las diferencias en la inhibicion de actividad de la subunidad C bovina
por R1 y R2 cuando se compara con Rwt no son tan marcadas como el efecto
observado con la subunidad C de Mucor, donde se analizé interaccion homoéloga.
Sin embargo, se puede observar que la mutante R1 es la mas afectada en la
interaccion con Cg y que R2 no se comporta en forma similar a R1, como ocurre en
la interaccibn homdloga. Estos resultados indican la existencia de componentes
especificos de la subunidad C de Mucor que determinan el efecto que poseen los
residuos acidos en la fuerza de interaccion R-Cy,

No se pueden sacar conclusiones de las afinidades relativas Rwt-Cy y Rwit-
Cg, dado que, la ICso depende de la concentracion de C utilizada en el ensayo. Si
bien se puede estimar la cantidad de Cg purificada recombinante, no se puede
estimar la concentracion de Cy semipurificada. Tampoco es valida la comparacion
de las unidades enzimaticas de ambos ensayos ya que no se demostré si las
diferentes subunidades C tienen la misma eficiencia catalitica (kcat para el

kemptido).

1.2.6. Disociacion de holoenzima reconstituida por cAMP

Se us6 un segundo abordaje para evaluar la interaccion de las subunidades

R y C que consisti6 en la reconstitucién y posterior activacion por cAMP de
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holoenzimas wt o mutantes. Se esperaba que cuanto menor fuera la afinidad entre
R y C, menor seria la concentracion de cAMP necesaria para promover la
activacion. En estos ensayos también se incluyé la reconstitucién de holoenzima
heter6loga usando Cg, no para comparar los parametros absolutos con los obtenidos
con la holoenzima homéloga, sino para corroborar que los efectos observados no
sélo se deban a las mutaciones en la subunidad R, sino también a componentes de
la subunidad C.

Se reconstituyeron las holoenzimas con Rwt, R1 o0 R2 y Cy o Cg incubando
subunidad C con cantidades iguales de cada subunidad R de manera de obtener
60-90% de inhibicibn. Se determind la actividad quinasa de las holoenzimas
reconstituidas en presencia de concentraciones variables de cAMP. La figura 25,
muestra la activacion de las holoenzimas homélogas y heterélogas reconstituidas
con Rwt, R1 y R2 con Cy o Cg respectivamente partiendo de dos porcentajes de
inhibicion iniciales diferentes. Para el caso de la holoenzima homdloga, partiendo
del 50% de inhibicion inicial, se observd que la activacibon maxima de las
holoenzimas R1-Cy 0 R2-Cy se logré con una concentracion de 0.1 uM cAMP,
mientras que para lograr la maxima activacion para la holoenzima Rwt-Cy se
necesitd 10 uM cAMP. La Ao s para la holoenzima Rwt-Cy fue un orden mayor que
para las holoenzimas R1-Cy 0 R2-Cy independientemente del grado de inhibicion
del que se partia (Figura 25A y By Tabla 7).

Estos resultados concuerdan con los mostrados en la figura 24A dado que la
ausencia del grupo de residuos acidos o del extremo amino terminal completo de la

subunidad R dan como resultado una disminucién similar en afinidad de R-C.

Aos Cwm (UM) (A) Ao Cg (M) (C)
Rwt 0,0480 +/- 0,01 nd
R1 0,0064+/- 0,002 0,029 +/- 0,01
R2 0,0063+/- 0,002 nd

Ao,s Cum (M) (B) Ao,s Cg (uM) (D)
Rwt 0,060 +/- 0,02 nd
R1 0,012 +/- 0,005 0,1+/- 0,03
R2 0,011 +/- 0,005 nd

Tabla 7- Agspara Rwt, R1y R2 con C y 0 Cg,

Las figuras 25 C y D muestran la activacion por cAMP de las holoenzimas

reconstituidas con Rwt, R1 y R2 con Cg partiendo también de dos grados de

90



Capitulo |

inhibicion iniciales diferentes. Se puede observar que en ambos casos el
comportamiento de la holoenzima R1-Cg, fue completamente diferente al de las
holoenzimas R2-Cg y Rwt-Cg. Cuando la subunidad R carece del dominio amino
terminal completo presenta una marcada disminucién de la interaccion con la
subunidad Cg en comparaciéon con lo observado para las holoenzimas Rwt-Cg y R2-
Cs. A la concentacion de cAMP a la cual las holoenzimas Rwt-Cg y R2-Cg
comienzan a activarse, la holoenzima R1-Cg se encuentra 100% activa. En este
abordaje se resalta mas el comportamiento diferencial de R1 en su interaccion con

Cg que en el ensayo de inhibicibn mostrado en la figura 24B.
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Figura 25- Ensayos de disociacion de holoenzima reconstituida. Cwm 0 Cg se preincubaron

con subunidad Rwt, R1 o R2 para reconstituir la holoenzima de PKA y se realizé por medicién
de actividad quinasa a diferentes concentraciones de cAMP (0.001-10 uM). Las holoenzimas
reconstituidas se prepararon con 0.7 U de Cy y 0.05 (A) 6 0,1 (B) pmol de Rwt, R1 o R2. Las
holoenzimas heterélogas se prepararon 0,05 pmol de Rwt, R1 o R2 con 0,03 (C) y 0,01(D)
pmol Cg.

Estos resultados confirman que el grupo de residuos &cidos presentes en la
region linker | de la subunidad R de M. circinelloides es decisivo en la interaciéon R-C

de la PKAMc. A partir de estos resultados podemos sugerir que determinantes
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presentes en la superficie de la subunidad C también son importantes para
establecer la fuerza de interaccion entre las subunidades dado que el

comportaminto de la mutante R2 fue diferente con Cg que con Cy,

1.2.7. Importancia de la naturaleza quimica del  linker |

Los resultados presentados anteriormente podrian ser el resultado de un
cambio en la conformacion de R2 al carecer de una region de 16 amininoacidos de
la proteina y no por la ausencia en si de una zona de residuos con caracteristicas
acidas.

Como aproximacidn a contestar esta pregunta se realiz6 un ensayo de
disociacion de holoenzima reconstituida empleando la subunidad R de S. cerevisiae
(Rs). Esta subunidad R tiene la particularidad de presentar una alta homologia con
la subunidad R de Mucor pero tiene un numero mucho menor de residuos acidos en
el linker | (Figura 20). Del analisis de la comparacion de secuencias del dominio D/D
de distintos hongos se observé que estas poseen cierto grado de conservacion.
Presentan un 42% de identidad entre secuencias fungicas y un 20% con respecto a
las subunidades R de mamiferos y ademas estan presentes los residuos esenciales
para la dimerizacién (102). Para este ensayo reconstituimos holoenzimas con Rg,
Rwt, R1 o0 R2 de M. circinelloides y Cg. En la figura 26 se puede observar que la
ausencia del grupo de residuos acidos en la R de S. cerevisiae determina un

comportamiento para la holoenzima Rs-Cg similar al de R2-Cg,

CB * Rwt
70+ & R1
60- « R2

- RS
c 50_
h=]
8 404
.E
:‘J 304
2 704
10
0 T 1
-5 1 2
log [cAMP] uM

Figura 26- Naturaleza quimica del linker |. Cg se preincubd con subunidad Rwt, R1, R2 0 Rg
para reconstituir la holoenzima de PKA. Se midi6 actividad PKA a diferentes concentraciones
de cAMP (0.001-10 uM). Las holoenzimas reconstituidas se prepararon con 0.01 pmol Cz y 0.1
pmol de Rwt, R1, R2 0 Rs.

92



Capitulo |

Este analisis sugiere que la presencia de un alto niumero de residuos acidos

es importante para determinar el grado de interaccién R-C.

[.2.8. Influencia de la subunidad C en la fuerza de interacciéon con R

Los resultados de los ensayos previos permitieron observar un
comportamiento diferencial de R2 con C homologa o heterdloga y se plante6 que la
fuerza de interaccion R-C no sélo estaba determinada por caracteristicas de R, sino
gue serian importantes también componentes de la subunidad C. Con el objetivo de
corroborar esta hipétesis, se reconstituyé una holoenzima heteréloga con Rwt de M.
circinelloides y la subunidad C de S. cerevisiae (Rwt-Cs) para evaluar la afinidad de
interaccion R-C heterologa.

En la figura 27 se puede observar que la holoenzima Rwt-Cs se disocia en
mayor grado a concentraciones menores de cAMP que la holoenzima Rwt-Cy. La
Aos para Rwt-Cs es 0.002 mientras que para Rwt-Cy es 0.04 Estos resultados
indican que para determinar la mayor interaccion R-C en la PKA de M. circinelloides
también participan elementos presentes en la subunidad C que podrian estar
determinados por sus residuos de amino&cidos y su estructura.
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Figura 27- Participacion de C en la fuerza de interaccién con R Se pre incub6 Cy 0 Cscon
Rwt, para reconstituir la holoenzima de PKA. Se midi6 actividad PKA a diferentes
concentraciones de cAMP (0.001-10 uM). Las holoenzimas reconstituidas se prepararon con
0.7U de Cy 0 Csy 0.2 pmol de Rwt.
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[.3. Discusién

Como mencionamos en la introduccion en eucariotas superiores se demostro
un modo multivalente de interaccion entre las subunidades Ry C de la PKA (71), ya
gue ademas de la interaccién a través del sitio activo de la subunidad C con el sitio
de pseudosustrato (IS) de la subunidad R (72) se describen puntos adicionales de
interaccion. Hasta el momento los puntos de interaccion R-C descriptos Incluyen:
una superficie extendida en C que interacciona con IS, el linker Il y la region
helicoidal de los dominios A y B de union a cAMP (70, 74) y distintos puntos en una
region proxima al sitio activo en la subunidad C que interaccionan con la region
inmediata amino terminal del IS (P-11,P-4) (75).

En un trabajo muy reciente y posterior a la publicacién de nuestro trabajo, se
demostré para la PKA de mamiferos que la region N-terminal al sitio inhibitorio se
une en forma diferente a C en los casos de Rl y RIl, y se demostré también que 6
residuos hacia el N-terminal del IS, correspondientes al linker I, aumentan la afinidad
de interaccibn R-C. En la estructura de la holoenzima correspondiente a una
mutante RIIB (102-265), se demostr6 que esa pequeila zona del linker I, hace
interaccion con una hoja B extendida sobre el I6bulo mayor (42). En este trabajo sin
embargo, no se avanza hasta la zona que corresponderia a la zona de residuos
acidos de M. circinelloides, pero le dan importancia al linker | en la interaccion R-C,
al igual que en este capitulo.

En trabajos de nuestro laboratorio se ha demostrado por analisis de
secuencias de las subunidades R de hongos (40 hongos diferentes) que la zona
bisagra correspondiente al linker I, IS y linker Il, posee regiones de baja
complejidad, que pueden participar en la interaccion proteina-proteina (102). En
este caso patrticiparian en la interaccion con la subunidad C.

Por abordajes in vitro con péptidos que incluyen la region del linker | de
subunidades R de M. rouxii y S. cerevisiae, se demostré que los residuos de las
posiciones P-2 a P-42 participan en la interaccion R-C (233).

En este capitulo de la tesis se enfocd el estudio en una secuencia no
conservada del linker I, y se propuso que este dominio podria explicar las
diferencias en la afinidad de interaccion R-C observadas entre especies. Se analizé
la influencia del grupo de residuos &cidos presentes dentro de esta region de las

subunidades R de algunos hongos como M. circinelloides. Por trabajos previos (111,
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115, 230) y por este trabajo se sabe que la interacciéon R-C en la PKA de Mucor es
mayor que en otros modelos. En este capitulo se demostré que la remocién del
grupo de residuos acidos de la subunidad R produce una disminucion en la afinidad
hacia la subunidad C, y que esa disminucion es igual a la disminucion producida por
la falta del extremo amino terminal completo. Este resultado explica la necesidad del
agregado de fuerza i6nica o policationes para promover la disociacion completa de
la holoenzima en ensayos in vitro.
Los residuos &cidos tienen un impacto menor en la interaccion de la subunidad
R de Mucor con una subunidad C heterdloga como Cg. Se infiere a partir de estos
resultados la necesidad de una superficie complementaria en la subunidad C capaz
de interactuar con residuos acidos. La falta del extremo amino terminal completo en
la R fangica logra disminuir la interaccion con la C heterdloga, destacando la
importancia general del linker | en la interaccion R-C en las PKAs.
En resumen, se demostré la importancia de la region linker | en la interaccion
R-C y en particular se destaca que el tipo de residuos que conforman la region
tienen importancia en determinar las diferencias de interaccion R-C observadas

entre especie.
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II.1. Introduccion y objetivos especificos

Los hongos filamentosos se caracterizan por su habilidad para formar hifas
altamente polarizadas, lo cual constituye un prerrequisito para la eficiente
colonizacion de sus nichos bioldgicos y la utilizacién de sustratos. Durante el
crecimiento vegetativo, el establecimiento de la polaridad es un paso importante
para la emision primaria del tubo germinativo a partir de la espora y para emitir
ramificaciones a partir de las hifas preexistentes. Una vez que se establecid la
polaridad se debe mantener durante la extension de la hifa. Componentes
estructurales del citoesqueleto, principalmente actina, juegan un rol primordial en
establecer y mantener el crecimiento polar (125). Uno de los reguladores claves de
la polaridad en hongos, asi como de otros procesos como el desarrollo, crecimiento
y virulencia es la via de sefializaciéon por PKA (92, 93). En algunos hongos se
observan fenotipos muy severos frente a la anulacion de los genes de la via de PKA
(137, 234) mientras que en otros los efectos son mas sutiles (142). M. circinelloides
es un hongo dimérfico que pueden desarrollarse como levaduras multipolares y
como micelio filamentoso en respuesta a humerosas condiciones ambientales que
incluyen la disponibilidad de nutrientes y la atmosfera gaseosa (119).

El objetivo de esta parte de la tesis fue evaluar en forma directa la
participacion de la PKA en la morfologia y desarrollo de M. circinelloides. Para esto
se construyé una cepa mutante que carece del gen pkaR, que codifica para la
subunidad R descripta hasta ese momento, denominada en este trabajo PKARL.

El andlisis de las caracteristicas fenotipicas y bioquimicas de la cepa mutante
dieron indicios de que deberian existir otras isoformas de R.

Durante el desarrollo del trabajo presentado en este capitulo de la tesis, se
tuvo acceso a la base de datos del genoma de M. circinelloides. Si bien en ese
momento la secuencia del genoma no estaba completa ni era de acceso publico,
nos permiti6 corroborar la existencia de mas de un gen codificante para la
subunidad R de PKA.

El objetivo final de este capitulo fue entonces la identificacion y el analisis
funcional de las isoformas de R. Se identificaron cuatro isoformas de subunidad R:
PKAR1, PKAR2, PKAR3 Y PKAR4. Se analizo la expresion de cada uno de los
genes pkaR en distintos estadios del desarrollo y se estudié la participacion en la
morfologia y desarrollo de las isoformas PKAR1 y PKAR2, mediante la construccion
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de cepas knockout para los genes que las codifican. Finalmente, se realizé un

analisis de posibles modificaciones post-traduccionales de las isoformas de PKAR.
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[1.2. Resultados

I1.2.1. Construccion de la cepa knockout para el gen pkaR1

Antecedentes de nuestro laboratorio indicaban la participacion de la via de
CcAMP-PKA en la morfologia de M. rouxii (134, 135) y M. circinelloides (112, 127).

Para evaluar en forma directa el rol de la PKA en el desarrollo y la
diferenciacion, se decidié construir una cepa knockout para el gen codificante para
la subunidad R, conocido y descripto hasta ese momento. Si bien la nomenclatura
fue establecida posteriormente a la construccion de esta primera cepa mutante, para
simplificar la lectura se denominara al gen anulado en esta cepa pkaR1. Esta parte
del trabajo, obtencion de la cepa mutante AR1, fue realizada en colaboracion con el
Dr. Victoriano Garré de la Universidad de Murcia, Espafia.

La construccion de la cepa se realiz6 mediante reemplazo génico, usando un
vector knockout que contiene al gen pyrG como marcador de seleccion rodeado por
secuencias del gen pkaR1 del largo suficiente para permitir la recombinacion
homologa. El gen pyrG codifica para la enzima orotidina 5’-fosfato-decarboxilasa,
gue participa de la via de sintesis de las pirimidinas. Se transformé la cepa Mu402
de M. circinelloides (wilde type para PKA, pero auxotrofa para uracilo y leucina) con
un fragmento de restriccion del vector knockout segun se describe en materiales y
meétodos. Se obtuvieron varias transformantes iniciales que se crecieron durante
varios ciclos vegetativos hasta obtener finalmente una transformante homocarionte
gue denominamos AR1.

La disrupcion del gen pkaR1 se confirmé mediante analisis por Southern blot
y PCR (Figura 28A y B). El Southern blot del DNA de la transformante y de la cepa
parental se revel6 con una sonda de pkaR1 que hibrida tanto con el alelo wt como
con el interrumpido (Figura 28A, panel izquierdo). EI DNA de la cepa transformante
mostro la presencia de un fragmento con el incremento de tamafio esperado de 2,6
kb comparado con el fragmento de la cepa wt. Esto indica el reemplazo de 0,6 kb de
DNA del alelo wt por el fragmento de 3,2 kb correspondiente al marcador pyrG
(Figura 28D). Para confirmar la interrupcion del gen, se utilizé una sonda interna de
pkaR1 que hibrida sélo con el gen wt (Figura 28A, panel derecho). La ausencia de
banda revelada en la cepa transformante, confirma que la misma es homocarionte

para la anulacion del gen pkaR1.
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Este resultado también se corrobor6é mediante PCR utilizando un primer (pl)
gue hibrida con una region de pkaR1 por fuera de la secuencia reemplazada y otro
primer (p2) que hibrida dentro del marcador de seleccion pyrG (Figura 28B).
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Figura 28- Anulacion del gen pkaR1. (A) Se digirié con EcoR | DNA gendmico de la cepa wt
Mu402 y de la cepa knockout para pkaR1 (AR1) y se los hibridd con la sonda pkaR1 (panel
izquierdo) y con una sonda interna (panel derecho). Las posiciones y los tamafios de los
fragmentos de DNA estan indicados en la parte central de ambos Southern blot. (B) La PCR se
llevé a cabo con los primers ply p2 que hibridan dentro de pkaR1 y pyrG respectivamente. (C)
Northern blot realizado con la sonda pkaR1, en el panel de abajo se muestra el RNA total
cargado en cada calle tefiido con BrEt. (D) Estructura gendémica del locus wt de pkaR1 y luego
de la recombinacion homéloga con el reemplazo de fragmento. Estan indicados los primers y
las sondas usadas (E: EcoR I, B: Bgl Il en la cepa wt y Bgl 1l/BamH | en la cepa mutante).

Finalmente, se analizé la expresion del gen pkaR1 mediante Northern blot en
las cepas wt y AR1. Para preparar el RNA, ambas cepas fueron crecidas en

condiciones anaerobicas (crecimiento levaduriforme) durante 16 hs y luego crecidos

100



Capitulo Il

en condiciones aerdbicas durante 4 hs. Estas condiciones de cultivo a las que se
hard referencia como: transicion anaerobiosis-aerobiosis, fueron elegidas ya que
resultados previos sugerian una mayor expresion de pkaR1 en estas condiciones
(112).

Soélo se observé la banda correspondiente al gen pkaR1 en la cepa wt

confirmando que la cepa mutante carece de un gen pkaR1 funcional (Figura 28C).

[1.2.2. Caracterizacion bioquimica de la cepa ARL1

Como en el momento en que se construyo la cepa AR1 estaba descripta una
Unica subunidad R de PKA en M. circinelloides, se esperaba que anular el gen que
codifica para la subunidad R, resultara en la pérdida total de la capacidad de union a
cAMP, y que consecuentemente, la actividad de PKA, perdiera su regulacion por
cAMP. Para verificar estas predicciones se midieron estas actividades tanto en la

cepa wt como en la mutante AR1.

II.2.2.a. Ensayo de union a cAMP

Como se habia descripto que la expresion de pkaR1l era mayor en la
transicion anaerobiosis-aerobiosis (112), se midieron en primera instancia los
niveles de unién a [*H]cAMP en esa situacién. En estos ensayos y en los
subsiguientes se utiliz6 como cepa wt para PKA la cepa R7B, ya que presenta el
mismo fondo genético que la mutante AR1 (leu’), por lo tanto cualquier cambio
observado en la mutante fue considerado debido a la ausencia de pkaR1 y no a la
presencia del marcador pyrG.

El ensayo de unién a cAMP se realizd en extractos crudos de las cepas R7B
y de la mutante AR1 crecidas en medio minimo MMC hasta emisiéon del tubo
germinativo, 4 hs luego de la transicion anaerobiosis-aerobiosis. En presencia de
una cantidad saturante de cCAMP, la cepa mutante AR1 mostré una disminucion de 3
veces en la actividad de union a cAMP en comparacion con la cepa wt. Si bien se
detectd esta disminucion, la actividad, seguia siendo significativa y no nula como se
esperaba. También se realizaron mediciones de actividad de uniébn a cAMP en
extractos crudos de las cepas wt y AR1 provenientes de la transicion anaerobiosis-
aerobiosis crecidas en medio rico YPG pH 4,5 y en este mismo medio en

condiciones aerdbicas obteniéndose resultados similares (Figura 29A).
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Figura 29- Ensayo de unién a cAMP.  Se midié actividad de unién a [°*H]cAMP en extractos
crudos provenientes de las cepas (A) wt, AR1y (AR1+R1) y (B) wt, AR1, (AR1+ JO9) y (AR1+
pLeu4) crecidas en condiciones de transicion aerobiosis-anaerobiosis en A y de aerobiosis en
B. Los datos mostrados corresponden a un experimento representativo de cinco ensayos
realizados con preparaciones independientes. Los datos estan presentados como la media +/-
SD de cuatro replicados en cada ensayo.

Para corroborar que la disminucién de la actividad de union a cAMP se debia
a la ausencia del gen pkaR1, se transformé a la cepa AR1 con un plasmido
autorreplicativo (pEUKA4R), que contiene el marcador de seleccion leuA y el alelo
wt de pkaR1 bajo el promotor gpdl, inducible por glucosa. El gen leuA codifica para
la enzima o- isopropilmalato isbmerasa que participa en la via de sintesis de
leucina. La cepa AR1 transformada con el plasmido pEUKA4R denominada
AR1+R1, presentd una actividad de unién a cAMP 5 veces mayor que la cepa AR1y
1,5 veces mayor que la cepa wt debido a la sobrexpresion del gen pkaR1 (Figura
29A). El gen pkaR1 se sobrexpresoé utilizando un promotor heterélogo debido a que
no se observé expresion cuando se utilizo el plasmido JO9 que contenia el alelo wt
mas una secuencia que incluia 0,5 kb adicionales rio arriba del gen descripta como
la regién promotora del gen (112)(Figura 29B). Seguramente, esta construccion no
debié contener el promotor completo y funcional del gen pkaR1. Finalmente,
también se transformé a la cepa AR1 con el vector pLeu4 que lleva el marcador
leuA, para tener la seguridad que los cambios observados al complementar la
mutacion se deban al aporte del gen pkaR1 y no sea un efecto de la presencia del

marcador de seleccién leuA (Figura 29B). En este caso, el ensayo se realiz6 en
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extractos crudos de las cepas crecidas en forma aerdbica en medio rico YPG pH 4,5
durante 4 hs.

[1.2.2.b. Medicion de actividad quinasa de  AR1

Para determinar la actividad quinasa, se utilizaron muestras semipurificadas
de la cepa wt y de la cepa AR1 crecidas en condiciones aerobicas 4 hs. Se
purificaron por cromatografia de intercambio idénico por resina de DEAE-celulosa. El
ensayo se realizé en la fraccién eluida con 0,35 M NaCl en presencia y ausencia de
CAMP.

Aunque tanto la cepa mutante como la cepa wt muestran actividad con
dependencia de cAMP, la relacion de actividades -/+ cAMP fue mayor en la cepa
mutante (0,6) que en la wt (0,23) indicando una menor dependencia de CAMP en
AR1. Ademas, la actividad de PKA total medida en presencia de cAMP fue 2,5
veces mayor en la cepa wt que en la cepa mutante (Figura 30).

Los resultados indican que la ausencia de la subunidad regulatoria codificada
por el gen pkaR1 modifica la actividad quinasa haciéndola menos dependiente de
cAMP, pero esta regulacion no fue eliminada por completo.

La presencia de actividad de unién a cAMP y la dependencia con cAMP de la
actividad quinasa en AR1, sugirieron la existencia de mas de un gen de subunidad R
en M. circinelloides
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Figura 30- Determinacién de actividad quinasa. Se midié actividad quinasa en muestras de
fracciones semipurificadas provenientes de cultivo aerébico crecido durante 4 hs de las cepas
wt y AR1 en ausencia y presencia de cAMP. La actividad quinasa se expresa en unidades (U)
segun se define en materiales y métodos. Los datos mostrados corresponden a cinco ensayos
realizados con preparaciones independientes. Los valores estan presentados como la media
+/- SD de cuatro replicados en cada ensayo.
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1.2.2.c. Andlisis por Western blot

La posibilidad de la existencia de otros genes pkaR se reforzé cuando
preparaciones de subunidad R purificadas por cromatografia de afinidad de cAMP-
agarosa de las cepas wt, AR1 y de la cepa complementada AR1+R1, se analizaron
por Western blot revelado con un anticuerpo policlonal contra la subunidad R de M.
rouxii. Las muestras de las cepas wt y AR1+R1 presentaron una banda que estaba
ausente en la muestra de la mutante AR1, sugiriendo que la misma correspondia al
producto del gen pkaR1. Dos bandas adicionales se revelaron en todas las cepas
(Figura 31), las cuales podian corresponderse a los productos de otros genes pkaR.

En conjunto, los resultados de medicion de actividad de union a cAMP,
actividad quinasa y Western blot indicaron la existencia de otras isoformas de

subunidad R en M. circinelloides.

Wt AR1 AR1+R1

- —85 kDa

anti-R
—60 kDa
. —85 kD
Rojo a
Ponceau

Figura 31- Andlisis por Western-blot. Se analizaron muestras provenientes de cultivos
aerdibicos de 4 hs purificadas mediante cromatografia de afinidad de cAMP-agarosa mediante
SDS-PAGE y Western blot revelado con anticuerpo policlonal anti-R de M. rouxii. Debajo de
cada calle se muestra el control de carga tefiido con Rojo Ponceau.

11.2.3. Crecimiento y esporulacion de la mutante nula de pkaR1

Se monitoreo el rol de pkaR1 en la morfologia y en el crecimiento de la hifa
analizando el fenotipo de las cepas wt, AR1 y AR1+R1 en medio solido y liquido en
condiciones de aerobiosis, anaerobiosis y luego de la transicion anaerobiosis-

aerobiosis.
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El crecimiento radial en medio solido de la cepa wt fue 1,5 veces mayor que
en la cepa AR1 (Figura 32A). La mutante ademas mostré una reduccién significativa
de la produccién de esporas (Figura 32B), no obstante el tamafio de las esporas fue

el mismo en ambas cepas.
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Velocidad
Cepa N° esporas/cm 2 crecimiento (_pum/min)
wt (8.9 +/- 0.9) x10° 23,25 +/-0.8
AR1 (7 +/- 0.7) x10° 15,85 + /- 0.9
ARLTRL AR1 +R1 | (3.1 +/-0.5) x107 22,88 +/-0.2

Figura 32- Crecimiento y esporulaciéon de la mutante AR1. (A) Se inocularon alicuotas de
igual concentracion de esporas de las cepas indicadas en placas de medio minimo a pH 4,5
por triplicado y se monitorearon durante 3 dias. Panel derecho, representacién grafica de la
velocidad de crecimiento radial calculado a partir de tres experimentos. (B) Se plaquearon cien
esporas de cada cepa en placas de medio minimo por triplicado y se incubaron a 30°C durante
5 dias. Se cortaron trozos de agar de 1cm? para calcular la produccion de esporas.
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El fenotipo alterado de la mutante fue revertido luego de introducirle el alelo
wt de pkaR1. Por lo tanto, la transformante complementada presenta una velocidad
de crecimiento radial y una produccion de esporas similar a la cepa wt (Figura 32A 'y
B). La cepa complementada presentd dos pendientes de crecimiento en funcién del
tiempo y se estimé su velocidad tomando los puntos iniciales y finales. Las
diferencias entre la cepa transformada y la wt, probablemente sean un efecto de la
sobreexpresion de pkaR1 por haberse utilizado un plasmido de alto niamero de
copias bajo el promotor gpd1 (promotor fuerte inducible por glucosa).

I1.2.4. Morfologia y germinaci 6On de la mutante nula de pkaR1

Las velocidades de crecimiento en medio liquido en aerobiosis de las cepas
wt, AR1 y AR1+R1 fueron similares y tampoco se observaron diferencias en el peso
hamedo y peso seco del micelio después de 80 hs de crecimiento. Al examinar
microscopicamente los cultivos se encontré que las cepas wt y AR1 diferian en la
cinética de crecimiento, el volumen de la célula madre y la longitud del tubo
germinativo.

En los cultivos crecidos en condiciones aerbbicas durante 3 hs, el volumen de
las células AR1 fue menor que el de la cepa wt. Estas diferencias se revirtieron
parcialmente en la cepa complementada. La emision del tubo germinativo en estas
condiciones de crecimiento fue mas temprano en la cepa mutante que en la cepa wt
(Figura 33A). Si bien la mutante AR1 germina mas temprano su cinética de
crecimiento luego se retrasa respecto a la cepa wt, ya que a las cuatro horas
presenta tubos germinativos mas cortos.

En cultivos crecidos en condiciones de transicion anaerobiosis-aerébiosis, la
mutante mostré en ambos aspectos del crecimiento un fenotipo distinto al de la cepa
wt. El volumen de la levadura de la cepa mutante fue 2,5 veces menor que el de la
wt (Figura 33B) y luego de la transicién a aerobiosis el tubo germinativo de la cepa
mutante fue mas corto que el de la cepa wt (Figura 33C). El fenotipo de la
transformante complementada es dificil de comparar dado que sus células en
crecimiento anaerdbico presentaban una morfologia deformada y aparecen en
grupos. Esta morfologia puede deberse a la alta actividad de unién de cAMP de la
cepa (Figura 29A).

En resumen, la anulacién del gen pkaR1l afecta el crecimiento, la

esporulacion, la emision del tubo germinativo y la morfogénesis de levadura a hifa.
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Figura 33- Morfologia y germinacion de la mutante nula de pkaR1. Examen microscépico
de las cepas indicadas (A) crecidas durante 3 hs en aerobiosis en medio YPG pH 4,5. Se
calcul6 el volumen de la célula madre y el nimero de células con tubo germinativo emitido y se
expresé como porcentaje del total de células. (B) Células crecidas una noche en condiciones
anaerobicas. Volumen de la célula madre. (C) Cultivos crecidos en condiciones de transicion
anaerobiosis-aerobiosis. En el grafico se representa el promedio del largo del tubo germinativo.
Los volumenes se estimaron a partir de los diametros medidos en unidades arbitrarias (u.a).
Cada valor representa la media +/- SEM para tres experimentos independientes. Para el
célculo de estos parametros se analizaron en cada experimento 300 células.

I1.2.5. Identificacion de otros genes pkaR en M. circinelloides

En paralelo a nuestras investigaciones en el instituto Joint Genome

(http://www.jgi.doe.gov) se estaba llevando a cabo el proyecto de secuenciacion del
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genoma de M. circinelloides. Si bien en ese momento la secuenciacién no estaba
completa y no era de acceso publico, se pudo por la colaboracion establecida con la
Universidad de Murcia, utilizar un ensamblado preliminar generado usando una
cobertura de secuencia 4x. Se realizé una busqueda empleando el programa blast
tomando como secuencia de partida la disponible de pkaR1.

Se encontraron en la secuencia del genoma de M. circinelloides tres
secuencias diferentes, ademas de pkaR1, con los parametros e-value y score
significativos. Se realizé un alineamiento de secuencias con las secuencias de
aminoéacidos deducidas y se encontré que todas las secuencias presentaban alta
similitud con otras subunidades regulatorias de PKA y mantenian los residuos
altamente conservados. Por lo tanto a estos genes se los llamé pkaR2, pkaR3 y
pkaR4. Los numeros de acceso en el genoma de M. circinelloides son
fgeneshMC_pm.13 # 2, e gwl.8.247.1, e _gwl1.2.493.1, respectivamente.

La regidbn mas conservada de las subunidades R son los CNB y dentro de
estos particularmente el PBC. En los sistemas de mamiferos las subunidades R se
clasifican en tipo | y tipo Il. Las R de tipo Il contienen en el IS un sitio real de
sustrato con una serina fosforilable seguida de un residuo hidrofébico () y una
cisteina (RRxSwC), pero las subunidades R de tipo | tienen una secuencia IS de
pseudosustrato que presenta un aminoacido no-fosforilable seguida de un residuo
hidrofébico y una serina (RRx[A/G]yS). Las subunidades R de hongos se asemejan
a las R de tipo Il en que presentan la serina fosforilable en el IS, pero se asemejan a
las R de tipo | en presentar la serina en vez de cisteina en la posicion P+2. Por
estas particularidades las R de hongos se clasifican como un grupo aparte basado
en un andlisis filogenético que compara el PBC de las secuencias (55).

Antecedentes del laboratorio que surgen del alineamiento de 40 secuencias
de R de hongos contrastadas con 65 secuencias de R de mamiferos demuestran
que los dominios CNB estan altamente conservados especialmente en la zona
correspondiente al PBC presentando un 50% de identidad entre secuencias
fungicas y un 40% de identidad respecto a secuencias de mamiferos (102).

El extremo amino terminal de las subunidades R es la regidbn menos
conservada excepto por la porcion mas extrema que constituye el dominio de
dimerizacién y anclaje. Los dominios D/D presentan cierto grado de conservacion.
En el mismo trabajo se describe también, como mencionamos en el capitulo I, que si

bien no todos los hongos presentan esta secuencia, en las que esta presente se

108



Capitulo Il

observa un 42% de identidad entre secuencias fangicas y un 20% de identidad
respecto a la de mamiferos. Dentro del D/D existen 12 residuos que se conservan
en identidad o propiedades fisicoquimicas en todas las secuencias analizadas.
Como ocurre con todas las subunidades R, en las PKAR de M. circinelloides
existe una alta similitud en el extremo carboxilo terminal que incluye los sitios Ay B
de unién a cAMP y en el IS (Figura 34). El N-terminal es el menos conservado pero

se conservan los 12 residuos mencionados.
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Figura 34- Proteinas PKAR. Alineamiento de secuencia del extremo N-terminal de las
proteinas PKAR de M. circinelloides. Se muestra sélo el extremo N-terminal de las secuencias
de las proteinas PKAR. Los residuos idénticos se indican con letras blancas sobre fondo negro
y los similares con sombreado gris. La region rica en residuos acidos se encuentra recuadrada.
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Para verificar si los genes pkaR se expresan como subunidades R e
identificar cada isoforma, se purificaron las proteinas a partir de las cepas wt y AR1
provenientes de cultivos aerdbicos de 4,30 hs a través de cromatografia de afinidad
usando resina de cAMP-agarosa y se analizaron las proteinas purificadas mediante
SDS-PAGE vy tincién con Coomassie Blue coloidal o Western blot usando anticuerpo
anti-R de M. rouxii. Las bandas proteicas fueron analizadas por espectrometria de
masas.

Se identificaron tres bandas principales en las fracciones purificadas de la
cepa wt y dos en las fracciones purificadas de AR1. Todas positivas para la
deteccidon con el anticuerpo anti-R (Figura 35A) como se menciond anteriormente.
Los espectros de MALDI-TOF obtenidos a partir de digestos tripticos de las bandas
proteicas, permitieron identificar a la banda de menor movilidad, que estaba
presente en la cepa wt pero no en AR1, como el producto del gen pkaR1 con un
score de 126 y un e-value de 8,6 e-°® (Figura 35B), siendo el porcentaje de
cobertura del 40% con una identificacion de 17 péptidos del total de los posibles de

la proteina. Para identificar a las otras bandas, se predijo in silico las masas de los
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péptidos tripticos teodricos de PKAR2, PKAR3 y PKAR4, permitiendo un corte
perdido, y se compard con las masas de los péptidos obtenidos del espectro de
MALDI-TOF-MS.
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Figura 35- Identificacion de los genes  pkaR. (A) Purificacién por cAMP-agarosa de las
proteinas con actividad de unién a cAMP. Panel izquierdo Western blot revelado con anticuerpo
anti-R. Panel derecho tincién con Coomasie Blue coloidal. Las flechas indican las proteinas
PKAR identificadas. (B) Resultado de la busqueda en MASCOT del andlisis del MS obtenido
por MALDI-TOF de PKARL. (C) lones y y b obtenidos de un péptido (1836,91 de PKAR2 y
1822,93 de PKAR3) de cada espectro de MALDI-TOF de PKAR2 y PKARS3 respectivamente.

Con este analisis se pudo identificar a las bandas de PKAR2 y PKAR3 dado
gue se encontraron 12 péptidos de PKAR2 que representaban un 27% de cobertura
y 11 péptidos de PKAR3 que representaban un 29.1% de cobertura de las proteinas
completas. Para verificar la identidad de estas bandas se realizé un andlisis de
MS/MS de un péptido representativo de cada proteina. Se tomo el ion 1836.91 de
PKAR2 y el 1822.93 de PKAR3. En ambos casos se pudo identificar varios iones de
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las series y y b confirmando la identidad de las bandas (Figura 35C). Si bien por
Western blot se revelaba una cuarta banda con anti-R, la subunidad PKAR4 no se
pudo identificar por espectrometria de masas en las condiciones del ensayo
(crecimiento aerobico 4,30 hs). La banda de mayor movilidad tefiida con Coomasie
Blue coloidal, que no es positiva por Western blot, se identific6 como gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

11.2.6. Expresion de los genes pkaR

II.2.6.a. Analisis de los niveles de mMRNA de los genes pkaR en distintas
condiciones de crecimiento

Se analizé la expresion de los mRNA de la cepa wt crecida en medio liquido
en aerobiosis, anaerobiosis y en la transicion anaerobiosis-aerobiosis. Se midieron
los niveles de los transcriptos de cada gen pkaR mediante RT-PCR semicuantitativa
utiizando el mRNA del gen tef-1 (factor de elongacion) para normalizar los
resultados, ya que sus niveles no presentan variacion en los distintos tipos de
morfologia celular (235). Estos analisis se realizaron con la colaboracion de Lucas
Fernandez Nufiez, estudiante de doctorado del laboratorio.

Se encontraron diferencias en la expresion de cada gen pkaR durante el
crecimiento en aerobiosis (Figura 36A).

En esporas, el nivel del mMRNA de pkaR3 fue mayor, comparado con el de las
otras tres isoformas. Su nivel baja cuando se produce la emision del tubo
germinativo a las cuatro horas y se mantiene bajo durante el crecimiento a través de
las 8 y 16 horas. Por el contrario, los niveles de mRNA de pkaR1, comienzan a
aumentar a las 4 horas y aumentan aun mas a las 8 horas de crecimiento. Entre las
5y 8 horas de crecimiento también se incrementan los niveles de los mRNA de
pkaR2 y pkaR4. Pero los niveles mas altos logrados en este momento son los del
MRNA de pkaR1. Luego de las 16 horas los niveles de pkaR1 y pkaR2 permanecen
altos pero los de pkaR4 disminuyen.

También se analizaron los niveles de mRNA de los genes pkaR durante la
transicion anaerobiosis-aerobiosis (Figura 36B). En anerobiosis los niveles de
MRNA de pkaR1 y pkaR2 fueron similares y més altos que los de pkaR3, mientras
gue los de pkaR4 fueron indetectable. Luego del pasaje a aerobiosis durante 4 hs el

mayor cambio observado fue el incremento de los niveles del mMRNA de pkaR4.
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Figura 36- Expresion de genes

pkaR. Se midié mediante PCR semicuantitativa la abundancia

relativa de los mRNA de cada gen pkaR normalizado respecto al gen tef-1. El mRNA se extrajo
de cultivos crecidos durante (A) O (esporas), 4, 8 y 16 hs en condiciones aerobicas y (B)
cultivos crecidos toda la noche en anaerobiosis y transferidos a aerobiosis durante 4 hs. Las
bandas correspondientes a los productos de PCR se analizaron y cuantificaron expresando la
intensidad en unidades arbitrarias (u.a.) relativo a la intensidad de banda del gen tef-1. Cada
valor representa la media +/- SD de cuatro experimentos independientes.

En resumen, pkaR3 fue el gen de mayor expresion en esporas, pkaR2 y 3

presentaron altos niveles de expresion tanto durante el crecimiento aerébico como

anaeroébico y la expresion de pkaR4 se indujo marcadamente luego de la transicion

anaerobiosis-aerobiosis. Estos resultados sugieren que cada isoforma de pkaR
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podria cumplir un rol diferencial durante el crecimiento y la diferenciacion de M.
circinelloides

Se analizaron también los niveles de expresion de los distintos genes pkaR
en condiciones de crecimiento aerobico, anaerdbico o transicion anaerobiosis-
aerobiosis en la mutante AR1 con el fin de analizar si existia algun tipo de regulacién

de la expresion entre ellos (Figura 37).
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Figura 37- Expresién de los genes pkaR en las cepas wty AR1. Se midié la abundancia
relativa de los mRNA de cada gen pkaR normalizado respecto al gen tef-1 mediante RT-PCR
semicuantitativa. El mMRNA se extrajo de cultivos crecidos en (A) aerobiosis, (B) anaerobiosis o
(C) transicién anaerobiosis-aerobiosis. Los productos de PCR se analizaron y cuantificaron
expresando la intensidad en unidades arbitrarias (u.a.) relativo a la intensidad de banda del gen
tef-1. Cada valor representa la media +/- SD de seis experimentos independientes. Se muestra
un gel de agarosa representativo de cada tiempo evaluado tefiido con BrEt. Los nimeros 1-4
indican los genes pkaR1-4 respectivamente.
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El patron de expresion de los genes pkaR en la cepa AR1 no presenta
diferencias significativas respecto a la cepa wt en las distintas condiciones de

crecimiento estudiadas.

I1.2.6.b. Analisis de la expresion de las proteinas PKAR en distintas

condiciones de crecimiento

Para analizar si existe relacion entre los niveles de mRNA y las isoformas
proteicas de los genes pkaR detectados en las distintas condiciones de crecimiento,
se analizaron los niveles de las proteinas PKAR purificadas por cromatografia de
afinidad cAMP-agarosa mediante Western blot. Las muestras analizadas provenian
de esporas, cultivos crecidos en aerobiosis, anaerobiosis o transicion anaerobiosis-
aerobiosis. Como se puede observar en la Figura 38, las isoformas PKAR1-3 se
observan en todas las condiciones analizadas, mientras que la isoforma PKAR4 se
hace evidente luego de la transicidbn anaerobiosis-aerobiosis (Figura 38D). La
ausencia de proteina PKAR4 concuerda con los niveles muy bajos o indetectables
de mRNA de esta isoforma tanto en esporas, como en cultivo aerébico 4 hs o
levaduras (Figura 36A). Los niveles de proteina detectados en la transicion
anaerobiosis-aerobiosis también concuerdan con el aumento de los niveles del

MRNA del gen pkaR4 en ese estadio (Figura 36B).
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Figura 38- Deteccion de las proteinas PKAR  en distintas condiciones de crecimiento.
Proteinas purificadas por cAMP-agarosa analizadas mediante Western blot, revelado con
anticuerpo anti-R de Mucor rouxii. (A) Esporas (B) cultivo aerdbico 4 hs, (C) levaduras, (D)
transicién anaerobiosis-aerobiosis.
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No hay sin embargo una correlacion estricta entre los niveles de mRNA y
proteina para la isoforma PKAR2, siendo los niveles proteicos mayores que los de la
isoforma PKAR1 en esporas, aerobiosis 4 hs y en la transicion anaerobiosis-
aerobiosis. Los niveles de mRNA para estas isoformas son parejos 0 mayores para
PKARL1 en estos estadios.

Esas diferencias podrian explicarse por la posible existencia de una
regulacion a nivel traduccional para la isoforma PKAR2, o bien, si la misma
presentara mayor afinidad por cAMP que las deméas isoformas lo que determinaria
una purificacion preferencial de la misma. Otra posibilidad seria una mayor
estabilidad de la proteina PKAR2.

[1.2.7. Analisis de expresion de los genes  pkaC

Tras la identificacion de los nuevos genes pkaR y con los resultados que
indican que en los Zygomycetes algunos genes han surgido por duplicaciones
génicas a lo largo de la evolucion (ver mas adelante), se realizé una basqueda por
homologia en la secuencia del genoma de M. circinelloides disponible, con el gen
pkaC descripto, con el objetivo de encontrar posibles copias de este gen. Se
encontraron cinco genes adicionales que se denominaron pkaC1l, pkaC2, pkaCs3,
pkaC4 y pkaCs.

Se analizaron los niveles de mRNA de estos genes en las cepas wt y AR1 en
condiciones de aerobiosis, anaerobiosis y en la transicidbn anaerobiosis-aerobiosis.
La medicion de los niveles de los transcriptos se realizO mediante RT-PCR
semicuantitativa utilizando al gen tef-1 como control.

No se observaron diferencias significativas en el patron de expresion de los
genes pkaC en la cepa ARL1 respecto a la cepa wt en las distintas condiciones de
crecimiento estudiadas. La expresion de las distintas isoformas parece ser
independiente de las condiciones de cultivo (Figura 39). Este resultado es diferente
al descripto para los genes pkaR cuya expresion si varia con las condiciones de
cultivo (Figura 36).
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Figura 39- Expresion de los genes pkaC en las cepas wty AR1 Se midi6 la abundancia
relativa de los mRNA de cada gen pkaC normalizado respecto al gen tef-1 mediante RT-PCR
semicuantitativa. El mMRNA se extrajo de cultivos crecidos en (A) aerobiosis, (B) anaerobiosis o
(C) transicion anaerobiosis-aerobiosis. Las bandas de los productos de PCR se analizaron y
cuantificaron expresando la intensidad en unidades arbitrarias (u.a.) relativo a la intensidad de
banda del gen tef-1. Cada valor representa la media +/- SD de seis experimentos
independientes. Los nimeros 1-5 indican los genes pkaC1l a pkaC5 respectivamente y con 6 se
indica al gen pkaC.

11.2.8. Construccion de la cepa knockout para el gen pkaR2

De acuerdo a los resultados de expresion diferencial de cada gen pkaR a lo
largo de la germinacion, las distintas isoformas cumplirian roles diferentes en el
desarrollo y diferenciaciéon en M. circinelloides. Para analizar la posibilidad de esta
hipotesis, se procedié a construir cepas mutantes para cada una de las isoformas
PKAR que restaban. En esta tesis se presenta la construccion y caracterizacion de
la mutante nula para el gen pkaR2, se esta trabajando en la construccion de las

otras dos cepas mutantes para los genes pkaR3 y pkaRA4.
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Para generar la mutante nula para el gen pkaR2 se utilizé la misma estrategia
empleada para generar AR1. En este caso el reemplazo génico se realizé utilizando
un vector knockout que contiene al gen leuA como marcador de seleccion, rodeado
por secuencias del gen pkaR2 y regiones adyacentes. Se utilizO como receptora la
cepa R7B de M. circinelloides.

Se obtuvieron varias transformantes iniciales que fueron crecidas durante
varios ciclos vegetativos hasta obtener finalmente una transformante homocarionte
gue se denomind AR2.

Se confirmd la disrupcién del gen pkaR2 mediante andlisis por PCR utilizando
diferentes pares de primers que hibridan o bien en la zona reemplazada en pkaR2
(S1t), en la region utilizada para la recombinacién homologa (S1S y pkaR2R) o rio

arriba de esta (S1F) y dentro del marcador de seleccion leuA (LeuAlr) (Figura 40A).
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Figura 40- Disrupcion del gen pkaR2. (A) Estructura genémica del locus wt de pkaR2 y luego
de la recombinacién homologa con el reemplazo de fragmento. Se indican los primers usados
(P: Pvu Il, Ps: Pst I). (B) La PCR se llevo a cabo con los primers S1S-pkaR2R (calles 1y 4);
S1F-LeuArl (calles 2 y 5) y S1F-S1t (calles 3 y 6) con DNA de la cepa wt (calles 1-3) y de la
cepa AR2 (calles 4-6). (C) Producto de RT-PCR de 0,95 kb y producto del gen tef-1. (D)
Western blot revelado con anticuerpo anti-R.
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Los productos de PCR fueron uUnicos y se obtuvieron los fragmentos del
tamafo esperado, para la cepa wt 0,8 kb (primers S1S-pkaR2R, figura 40B, calle 1)
y 1,34 kb (primers S1F-S1t, figura 40B, calle 3), y para la cepa AR2 el fragmento de
1,2 kb (primers S1F-LeuAlr, figura 40B, calle 5). De esta manera se corroboro la
interrupcion del gen pkaR2 y la ausencia de nucleos wt en la mutante AR2.

Para confirmar la interrupcion del gen pkaR2 se analiz6 mediante RT-PCR la
expresion del mMRNA en las cepas AR2 y wt como control, con los primers pkaR2F-
pkaR2R. Se obtuvo solo el producto de 0,95 kb en la cepa wt verificando la
interrupcion del gen pkaR2 en AR2 (Figura 40C). Finalmente, se confirmé la
interrupcion del gen pkaR2 en AR2 mediante Western blot de fracciones purificadas

mediante CAMP agarosa de las cepas wt y AR2 (Figura 40D).

11.2.9. Caracterizacion Bioquimica de AR2

Con el objetivo de caracterizar bioquimicamente a la cepa AR2, se analizé la
actividad de union de cAMP y la actividad quinasa de PKA. En estos experimentos
se utilizé la cepa KFA89 (wilde type para PKA) para comparar el comportamiento de
la cepa mutante, ya que ésta posee el mismo fondo genético que la mutante AR2
(no presenta auxotrofia) y permite asegurar que cualquier diferencia entre wt y
mutante no sea debida a la presencia del marcador leuA sino a la ausencia de
pkaR2.

I1.2.9.a. Ensayo de union a cAMP

Tras la anulacion del gen pkaRz2, la actividad quinasa en la célula quedaria
regulada por los genes pkaR1, 3 y 4. Se ensay0 la capacidad de unién a cAMP en
las cepas wt, AR1 y AR2. El ensayo fue realizado a partir de cultivos aerébicos
crecidos durante 4 hs.

En la Figura 41 se puede observar que la cepa AR2 al igual que la cepa AR1
muestran una disminuciéon de la actividad de unién de cAMP respecto a la cepa wt
siendo aun més baja en la cepa AR2. Esta mayor disminucion de la actividad de
unién a cAMP en AR2 que en AR1, podria deberse a que en esas condiciones de

cultivo la expresion de PKAR2 parece ser mayor que la de PKARL1 (Figura 38B).
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Figura 41- Ensayo de unién a cAMP. Se midi6 actividad de unién a [°H]JcAMP en extracto
crudo de las cepas wt, AR1 y AR2 crecidas en medio rico YPG en aerobiosis 4 hs. Los valores
representados corresponden a cinco ensayos con preparaciones independientes y estan
presentados como la media +/-SD de cuatro replicas en cada ensayo.

[1.2.9.b. Determinacion de actividad quinasa de  AR2

Para determinar la actividad quinasa usando kemptido como sustrato, se
utilizaron muestras semipurificadas de la cepa wt y de la cepa AR2 crecidas en
condiciones aerdbicas durante 4 hs. Se purificaron por cromatografia de intercambio
ionico por resina de DEAE-celulosa. El ensayo se realizo en la fraccion eluida con
0,35 M NaCl en presencia y ausencia de CAMP.
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Figura 42- Determinacion de actividad quinasa de AR2. Se midi6 actividad quinasa en
muestras de fracciones semipurificadas provenientes de cultivo aerobico crecido durante 4 hs
de las cepas wt y AR2 en ausencia y presencia de cCAMP. La actividad quinasa se expresa en
unidades (U) segun se define en materiales y métodos. Los valores representados
corresponden a cinco ensayos con preparaciones independientes y estan presentados como la
media +/-SD de cuatro replicados en cada ensayo.
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Tanto la cepa mutante como la cepa wt muestran dependencia de cCAMP pero
la relacién de actividades -/+ cAMP fue mayor en la mutante AR2 (0,35) que en la
cepa wt (0,23) (Figura 42) y a su vez menor que la presentada por la mutante AR1
(Figura 30). AR2 no parece presentar una disminucion tan marcada en la actividad

guinasa total.

11.2.10. Crecimiento y esporul acién de la mutante nula de pkaR2

Para analizar el rol del gen pkaR2 en la morfologia de M. circinelloides se
siguié el crecimiento en medio sdlido y liquido en condiciones de aerobiosis,
anaerobiosis y transicion anaerobiosis-aerobiosis. No se observaron diferencias en
el tamafio de las esporas ni en el peso humedo y peso seco del micelio después de

80 hs de crecimiento.
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Cepa N° esporas/cm 2 Velocidad crecimiento
(um/min)
wt (8.9 +/- 0.9) x10° 23,25 + /- 0.8
AR2 (7 +/- 0.7) x10° 22,92 +/-0.9

Figura 43- Crecimiento y esporulacién de la mutante AR2. (A) Se inocularon alicuotas de
igual concentracién de esporas de las cepas wt y AR2 en medio minimo YNB a pH 4,5 por
triplicado y se monitorearon durante 3 dias. Panel derecho, representacién gréafica de velocidad
de crecimiento radial calculado a partir de tres experimentos representativos mostrados en la
figura A. (B) Se inocularon cien esporas de cada cepa en placas de medio YNB pH 4,5 por
triplicado y se incubaron a 30°C durante 5 dias. Se cortaron trozos de agar de 1cm? para
calcular la produccién de esporas.
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A diferencia de lo observado en la mutante AR1 (Figura 32) AR2 no presenta
diferencia en la velocidad de crecimiento radial en medio sélido ni en la produccion
de esporas respecto a la cepa wt (Figura 43A y B). Esta observacidn sugiere que el
gen pkaR2, a diferencia de pkaR1, no cumple un rol importante en el crecimiento
radial en medio sélido ni en la produccion de esporas.

[1.2.11. Morfologia y germinacion de la mutante nula de pkaR2

Se analiz6 también la morfologia de cultivos crecidos en medio liquido en
condiciones de aerobiosis, anaerobiosis y transicidn anaerobiosis-aerobiosis.

Al analizar los cultivos crecidos en anaerobiosis se observd que el volumen
de la célula madre de la cepa mutante AR2 era menor que el de la cepa wt (Figura
44A). Este aspecto de la morfologia esta afectado en forma similar en AR2 y AR1
(Figura 33B).

Se analizaron muestras a las dos horas luego de la transicion anerobiosis-
aerobiosis y se observd un mayor porcentaje de células que habian emitido el tubo
germinativo en la cepa AR2 respeto a la wt (Figura 44B). Se cuantifico el largo del
tubo germinativo de las células brotadas a ese tiempo de cultivo y se observé que
era mayor en la mutante que en la cepa wt. Esta alteracién en la morfologia es una
diferencia con respecto a la cepa AR1 (Figura 33C). En la transicibn de
anaerobiosis-aerobiosis la cepa mutante AR2 emiti6 mucho mas rapido el tubo
germinativo. A las 2 hs de crecimiento aerobico el porcentaje de brotadas en la cepa
wt fue de 5% mientras que para la cepa AR2 fue de 30%. Estos experimentos de
transicion anaerobiosis-aerobiosis debieron repetirse una gran cantidad de veces ya
gue la cepa AR2 en condiciones de microaerofilia presentaba una gran tendencia a
brotar y morfologia deformada, indicando que esta mutante era capaz de brotar aun
en condiciones muy pobres de oxigeno.

Se analizé también la morfologia durante el crecimiento aerdbico en medio
rico YPG y se observld que en esta situacion también se encontraba acelerada la
germinacion de la mutante AR2 respecto a la wt (Figura 44C). En forma similar a lo
observado para AR1 (Figura 33A), aunque mas notorio en AR2, se observé un
mayor porcentaje de células brotadas a las 3 y 3,5 hs de crecimiento aerdbico
(Figura 44D). Pero a diferencia de AR1, su crecimiento seguia acelerado respecto a
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la wt luego de las 4 hs de crecimiento, ademas las hifas emitidas en la mutante AR2
presentaban una morfologia mas irregular que las de la cepa wt

Estos resultados en conjunto, sugieren que mecanismos evolutivos deben
haber retenido las mdultiples isoformas PKAR por haber adquirido diferentes
especificidades implicadas en el desarrollo y la morfologia de M. circinelloides. En la
tabla 8 se resumen las diferencias observadas tanto a nivel fenotipico como a nivel
de la expresion de los genes pkaR en las mutantes AR1 y AR2 respecto a la cepa

Wit.

Cambios respecto a wt
AR1 AR2
Actividad de union a Disminuida Muy disminuida
cAMP
Actividad quinasa Disminuida No cambia
total
Relacién -/+ cAMP Muy aumentada Aumentada
Esporulacion Disminuida No cambia
Velocidad Disminuida No cambia
crecimiento radial
Crecimiento Menor volumen Menor volumen celular
aerdbico 3 hs celular % brotadas: 40 veces
% brotadas: 30 veces mayor en AR2.
mayor en AR1
Crecimiento Volumen celular 3,2 Volumen celular 1,5
anaerdbico veces menor veces menor
Transicion Brota paralelo a la | Brota antes que la wt ,
anaerobiosis- wt, hifas mas cortas hifas mas largas
aerobiosis
Niveles expresion No cambian Aumenta la expresion
de los genes pkaR de pkaR4 y disminuye
la de pkaR3
Niveles expresion No cambian Aumenta la expresion
de proteinas PKAR de PKAR4 y disminuye
la de PKAR3

Tabla 8- Cambios observados en las mutantes ~ AR1 y AR2 respecto a la cepa wt
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Figura 44- Morfologia y germinacion de la mutante nula de pkaR2. Examen microscoépico
de las cepas indicadas (A) crecidas durante una noche en condiciones anaerébicas. Se
muestran los volumenes medios de las células madre. (B) Cultivos en condiciones de 2 hs de
transicion anaerobiosis-aerobiosis. En el gréfico de barras se representa el promedio del
porcentaje de células brotadas y el del largo del tubo germinativo. Cultivos crecidos durante (C)
3 hsy (D) 3,5 hs en aerobiosis en medio YPG pH 4,5. Se calculé el nimero de células con tubo
germinativo emitido y se expresé como porcentaje del total de células y se estimaron los
volumenes de las células madres. Los volumenes se estimaron a partir de los didmetros
medidos en unidades arbitrarias (u.a). Cada valor representa la media +/- SEM para tres
experimentos independientes. Para el calculo de estos parametros se analizaron 300 células
en cada experimento.
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[1.2.12. Expresion de los genes pkaR en la mutante AR2
[1.2.12.a. Analisis de los niveles de mMRNA de los genes  pkaR en AR2

Se analizaron los niveles de mRNA de los genes pkaR en la cepa AR2
crecida en medio liquido YPG pH 4,5 durante 4,30 hs en aerobiosis, de manera tal
de analizar si la ausencia del gen pkaR2, afecta de alguna manera la expresion de
los otros genes pkaR. Se analizaron mediante RT-PCR semicuantitativa los niveles
de transcriptos y se tomd como control interno el mRNA de tef-1.

Se pudo corroborar la ausencia de la expresion del gen pkaR2 y a diferencia
de lo que ocurria en AR1, donde no se observaban diferencias de expresion
respecto a la cepa wt en el resto de los genes pkaR (Figura 37), se observé un
aumento en los niveles de mRNA del gen pkaR4 respecto a la cepa wt y
llamativamente no se observa expresion de pkaR3 (Figura 45A). Aumentando el
numero de ciclos de la reaccion, se detectd mMRNA de pkaR3 indicando que sus

niveles se encuentran disminuidos respecto a la cepa wt (Figura 45B).

[lAR2
S
0.0- r r —_—
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Isoformas pkaR

e

Figura 45- Niveles de mRNA de los genes pkaR en AR2. Se analizaron mediante RT-PCR
semicuantitativa los niveles de expresién de los genes pkaR en la cepa AR2. Los valores fueron
expresados en unidades arbitrarias respecto al mMRNA del gen tef-1.(A) El gel 1 corresponde a los
productos de PCR de la cepa wt y el gel 2 a la cepa AR2. (B) Productos de PCR de la cepa AR2 a
mayor numero de ciclos (45). Los nimeros 1-4 indican los genes pkaR1 a 4 respectivamente.
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11.2.12.b. Analisis de la expresion de las proteinas PKAR

Se analizaron mediante Western blot los niveles de las proteinas PKAR luego
del crecimiento aerdbico durante 4 hs en las cepas wt KFA 89 y en la cepa mutante
ARZ2 en fracciones purificadas por cCAMP-agarosa.

Se pudo observar en la muestra proveniente de la cepa AR2 ausencia de la
banda de 60 kDa que fue identificada como PKAR2 y se observa muy tenue la
banda correspondiente a PKAR3, concordante con los menores niveles de mRNA
detectados (Figura 45A). También se observa un aumento de PKAR4 paralelo al
aumento de su mRNA (Figura 46).

Los resultados del analisis de mMRNA y proteinas podrian explicar la mayor
disminucién de la capacidad de unir cAMP de AR2 respecto a AR1 (Figura 41), dado
gue en las condiciones de ensayo en AR1 estarian uniendo cAMP las proteinas
PKAR2 y 3 (Figura 31) pero en AR2 lo haria practicamente s6lo PKAR1 debido a los
bajos niveles de expresion de PKAR3 y 4 (Figura 46).

Wit AR2
PKARL
PKARE—D | e
PKAR2—p{
PKARGT—>]| .

Figura 46- Analisis de la expresion de las proteinas PKAR en AR2. Purificacién por cAMP-
agarosa de muestras provenientes de cultivos de 4,30 hs analizadas mediante Western blot
revelado con anticuerpo policlonal anti-R de M. rouxii. Las cepas analizadas se indican en cada
calle.

[1.2.13. Analisis filogenético de los genes  pkaR

Se analizaron las secuencias de nucleotidos de los genes pkaR y se encontro
gue los genes pkaR1l, pkaR2 y pkaR4 tienen dos intrones en posiciones
equivalentes, compartiendo los mismos sitios de splicing, mientras que pkaR3 tiene
un solo intrén en una posicion conservada (Figura 47A). Ademas, pkaR3 presenta la
menor homologia de secuencia en comparacion con los otros genes pkaR. El hecho

de que los genes pkaR conserven los limites entre exones e intrones sugiere que
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los mismos provienen de eventos de duplicacion, siendo el gen pkaR3 el menos

relacionado con los otros 3.
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Figura 47- Genes pkaR (A) Estructura genomica de los genes pkaR y los genes flanqueantes.
Estan indicados los intrones y exones de cada gen. (B) Arbol filogenético de las proteinas
PKAR. La barra representa el nimero de sustituciones por sitio.

La duplicacién que dio lugar a los genes pkaR1 y pkaR4 incorporé un gen rio
abajo que presenta alta identidad y se le predice funcion de proteina que une GTP,

ademas presenta los mismos dominios funcionales predichos. Los eventos de
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duplicacién no incorporaron otros genes flanqueantes, como se puede observar en
los diferentes genes presentes rio arriba y rio abajo de los genes pkaR (figura 47A).
Estas duplicaciones ocurrieron solo en el linaje de los Zygomycetes, porque
al hacer una busqueda mediante blast en las bases de datos de los genomas
fungicos publicos usando la secuencia de PKAR1 de M. circinelloides como blanco
de busqueda, se encontré solo en otros dos Zygomycetes la presencia de mas de
un gen PKAR (Rhyzopus. oryzae y Phycomyces blakesleeanus), seis para el
primero y cuatro para el segundo. Un andlisis filogenético y de comparacién de
secuencias de Zygomycetes, Ascomycetes y Basidiomycetes sugirié que el evento
de duplicacion que dio lugar a los genes pkaR ocurri6 en un ancestro de los
Zygomycetes antes de la divergencia de especies porque cada proteina homéloga
PKAR de M. circinelloides estd mas préxima a los ortélogos en R. oryzae y P.
blakesleeanus que a sus paralogos (Figura 47B). Del analisis de otros genes como
crgA, gue codifica para una proteina que participa del control de la carotenogénesis
en respuesta a la luz, también en M. circinelloides, se obtuvieron resultados
similares a los obtenidos en este caso con los genes pkaR en cuanto a la

duplicacién previa a la divergencia de las especies (236).

[.2.14. Ubiquitinacién de las isoformas PKAR

En estudios previos de nuestro laboratorio se encontré que el PM aparente,
en geles de SDS, de las subunidades R de M .circinelloides es mucho mayor que el
PM predicho por las secuencias de aminoacidos (127). Mientras que los genes pkaR
codifican para proteinas de 47 kDa para los casos de PKAR1 y PKAR2, de 46 kDa
para PKAR3y de 49 kDa para PKAR4, aparecen especies entre 60 y 85 y hasta 120
kDa reveladas en Western blot con anticuerpo anti-R, segun la etapa de crecimiento
del hongo que se esté analizando (Figura 48). Estas bandas de tan alto PM
molecular fueron las mas llamativas sobre todo por la forma de la banda de aspecto

difuso.

Se pensoé entonces en la posibilidad de que estas proteinas se encuentren
modificadas post-traduccionalmente. Se han descripto mas de cien tipos de
modificaciones post-traduccionales, que tienen por objetivo contribuir al correcto
plegamiento, localizacién, regulacion de la actividad, interacciones moleculares, y

recambio o degradacion de las proteinas.
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Figura 48- Western blot de extracto crudo. Western blot de extracto crudo de la cepa R7B
crecida en aerobiosis en YPG pH 4,5 durante 4,30 hs revelado con anti-R.

Dentro de las modificaciones mas frecuentes se encuentran la glicosilacion,
gue suele facilitar la interaccion entre moléculas, la fosforilacion que comunmente se
encuentra implicada en mecanismos de activacion y desactivacion, y la
ubiquitinacién. Dado el alto PM de las bandas de 120 kDa, se pensé que podrian
estar glicosilada, sin embargo, en nuestro laboratorio se prob6é que luego de una
purificacion a través de WGA, que es una resina de lectinas que interactia con
proteinas glicosiladas, no desaparecen ni las bandas de 120 kDa ni ninguna de las
bandas reveladas con el anticuerpo anti-R. La posibilidad de fosforilacién parecio la
menos probable para la proteina de 120 kDa, dada la gran variacion de tamafio
molecular.

Otra modificacion frecuente es la ubiquitinacibn, su nombre deriva
precisamente de la distribucion ubicua de la ubiquitina. Se decidié entonces analizar
si esta era la modificacion post-traduccional que podria estar generando la proteina
de 120 kDa.

La ubiquitinacion de las proteinas PKARs podria condicionar propiedades de
las moléculas tales como afinidad por la subunidad C, afinidad por el cAMP,
estabilidad, capacidad de interactuar con otras proteinas y su rol a lo largo de la

diferenciacion del hongo.
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Con el objetivo de evaluar si podria estar ocurriendo dicha modificacién se
sembraron en gradientes de sacarosa no disociantes extractos proteicos de la cepa
de M. circinelloides KFA89, provenientes de cultivos de 15 hs en condiciones
aerobicas. En cada fraccion del gradiente se midié actividad quinasa, actividad de
unién de cAMP y se analiz6 una alicuota de cada fraccion por SDS-PAGE vy
Western blot revelando con los anticuerpos anti-R y anti-Ub. El objetivo de estos
ensayos fue analizar si existia una correlacion entre presencia de banda alta y
ubiquitinacioén, y si ademas estas bandas correlacionaban con actividad quinasa y
actividad de union a cAMP (parte de estos abordajes se realizaron con la
colaboracion de Virginia Gonzélez Polo).

Se observé la presencia de bandas de aproximadamente de 120 kDa
reveladas por ambos anticuerpos en muestras correspondientes a las fracciones 7-
10 del gradiente no disociante que coinciden con el pico de actividad quinasa y de
actividad de unién a cAMP (Figura 49A). Como el anticuerpo anti-ubiquitina tiene
menos sensibilidad que el anticuerpo anti R, una posibilidad es que esté revelando
la proteina de mayor concentracién, por eso se ve una sola banda con ese
anticuerpo, mientras que el anti-R revela varias proteinas.

Por otra parte se observa una banda de 60 kDa revelada con ambos
anticuerpos que también se asocia con el pico de actividad quinasa y de unién a
CcAMP. Con el anticuerpo anti-R se revela una banda adicional cuyo PM coincide con
la banda que fue identificada como PKARL1 (figura 35A).

El mismo andlisis a través de gradientes disociantes mostré que las bandas
de 120 kDa aparecen desplazadas hacia fracciones de menor coeficiente de
sedimentacion pero que no coinciden con el pico de actividad quinasa (Figura 49B).
Este desplazamiento indica que en ausencia de NaCl y cAMP las bandas de 120
kDa, reconocidas como R por el anticuerpo, estarian interactuando con la subunidad
C, encontrandose por lo tanto, en fracciones que presentan actividad quinasa
(Figura 49A) en cambio, en condiciones disociantes se separan de la subunidad C
ya gue no coinciden con el pico de actividad quinasa (Figura 49B).

Estos resultados sugieren que la modificacion post-traduccional que le
confiere a alguna isoforma de R un PM que ronda los 120 kDa no modifica su
interaccion con la subunidad C. Por otra parte, el hecho de que esa banda de alto

PM no es detectada por Western blot en las purificaciones de R por cCAMP-agarosa
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como se vio anteriormente (Figura 35A), sugiere que esta modificacion estaria

impidiendo la capacidad de interactuar con cCAMP.
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Figura 49- Gradientes de sacarosa. Extractos crudos (300ug de proteina) de la cepa KFA89
de M. circinelloides provenientes de cultivos aerébicos de 15 hs sembrados en gradientes de
sacarosa. Determinacion de actividad quinasa y actividad de union a [PH]JcAMP de las
fracciones del gradiente (A) no disociante y (B) disociante y Western blot revelado con
anticuerpo anti-R o anti-Ub de las fracciones indicadas en cada calle. Se muestra un
experimento representativo de cuatro ensayos.

Por el tamafio observado de las bandas reveladas con ambos anticuerpos se
puede pensar que las bandas de 120 kDa corresponden a una poliubiquitinacion o
multiubiquitinacién.

Fue llamativo encontrar una banda de 60 kDa reconocida por ambos
anticuerpos. De acuerdo al PM deberia ser la isoforma PKAR2 y dado que su PM no
esta tan aumentado con respecto al predicho podria considerarse que esta isoforma

posee una monoubiquitinacion. De ser asi, sin embargo se esperaria haber revelado
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al menos dos bandas correspondientes a la forma no ubiquitinada vy
monoubiquitinada de PKAR2 en la region cercana a 60 kDa. Consideramos que una
alta proporcion de la proteina debe contener la modificacion y ademas no se deben
llegar a resolver dichas bandas que quizas corren muy proximas una de la otra.

Estos resultados sugieren que las isoformas de R podrian estar algunas
modificadas por multiubiquitinacién o poliubiquitinacién y por monoubiquitinacion.

Para correlacionar nuevamente formas de 120 kDa con falta de actividad de
union a cAMP, se analiz6 el comportamiento de las mismas en DEAE-celulosa. Se
sembraron extractos crudo crecidos en YPG pH 4,5 durante 15 hs y se analizaron
las fracciones del percolado y del eluido con 0,35 M NaCl por Western blot y por
actividad de unién a cAMP (Figura 50A).
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Figura 50- Capacidad de unir cAMP de la subunidad R ubiquitinada. Se fraccioné extracto

crudo de la cepa KFA89 de M. circinelloides mediante cromatografia de intercambio i6nico con
resina de DEAE-celulosa. (A) Se sembraron en la calle 1: 20 nug, calle 2: 30 ug, calle 3: 3 nug,
calle 4: 6 ng, calle 5: 30 ug de proteina de los paneles indicados y se analizaron por Western
blot revelando con anti-R o anti-Ub. Calle 5: se muestra el extracto total. (B) Medida de
actividad de unién a [°*HJcAMP, panel 1: percolado, panel 2: 0,35 M NaCl. Los ensayos se
realizaron por duplicado y se expresan como la media +/- SD. Se muestra un ensayo
representativo de cuatro experimentos independientes.
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Las bandas de 120 kDa fueron reveladas por ambos anticuerpos y solo se
detectaron en el percolado de la resina (panel 1), mientras que en el panel 2 (0,35 M
NaCl) se detectaban las especies de R de menor PM (Figura 50A). En cuanto a la
unidén a cAMP, el percolado presenta muy baja actividad. Nuevamente la presencia
de las formas de 120 kDa se correlaciona con ausencia de actividad de union a
CAMP.

Los resultados de los gradientes, la purificacion por cAMP agarosa y la DEAE
sugieren que la ubiquitinacion estaria alterando la capacidad de interactuar con
cAMP de la isoforma de R modificada por poliubiquitinacion.

Con el objetivo de corroborar que esa banda de 120 kDa se correspondia con
subunidad R ubiquitinada, se realizé un ensayo de inmunoprecipitacion con
anticuerpo anti-R. La fraccidbn inmunoprecipitada se analizé por SDS-PAGE vy
Western blot revelado con los anticuerpos anti-Ub y anti-R.

Entre las bandas de alto PM se distinguieron 4 bandas reveladas con ambos
anticuerpos. La de menor PM tenia una movilidad electroforética de 120 kDa y las
otras 3 se ubicaban por encima de esta. También se observo una banda revelada
con anti-R pero no con a-Ub (Figura 51). No se pudo analizar lo que ocurre con la
banda de 60 kDa porque su movilidad electroforética esta muy préxima a la de las
inmunoglobulinas y esto hacia dificultosa la identificacion de la isoforma.

Con este experimento se pudo confirmar que formas de 120 kDa
correspondian a R y estaban ubiquitinadas con probablemente distinto grado de

poliubiquitinacién o multubiquitinacion.

B
== 120KDa

Figura 51- Inmunoprecipitacion . Extracto proteico de la cepa R7B crecido 8 hs en aerobiosis en
medio rico YPG pH 4,5 inmunoprecipitado con anticuerpo anti-R. La muestra se analizé por SDS-
PAGE y Western blot revelado con (A) anti-Ub y (B) anti-R de M. rouxi. (C) Colocalizacién de las
imagenes obtenidas con ambos anticuerpos, las flechas rojas indican las bandas reveladas por
ambos anticuerpos y la flecha negra la revelada sdélo por anti-R. Las imagenes corresponden a un

experimento representativo de tres ensayos.
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Hay ejemplos de quinasas que suelen activar la via de degradacion via
proteosoma luego de su activacién y en muchos casos suelen ubiquitinarse también
sus proteinas regulatorias (192). Para analizar si esta modificacion por aparente
poliubiquitinacion podria estar afectando la estabilidad de la proteina, se realizaron
ensayos con el inhibidor de proteosoma MG132 esperando obtener aumento de
dichas bandas en una muestra tratada respecto al control. Este inhibidor ya habia
sido usado en M. circinelloides, al menos en un trabajo (237) y mostré tener efecto,
no obstante, en nuestro caso a pesar de haber repetido el ensayo 3 veces no se
detectaron diferencias ni en la banda de 120 kDa, ni en las proteinas ubiquitinadas
en general. Si bien, no necesariamente deberian aumentar las formas de 120 kDa
(que es lo que se intentaba probar), deberia haber aumentado la intensidad de las
bandas reveladas con anti-ubiquitina, dado que al no haber degradacién deberian
haberse acumulado formas de proteinas polubiquitinadas.

Los gradientes de los ensayos descriptos en la figura 49, fueron realizados
con extractos provenientes de cultivos de 15 hs, con el objetivo de obtener méas
masa de micelio y por lo tanto extracto mas concentrado. Dada la posibilidad de que
la multiubiquitinacion en las formas de 120 KDa esté asociada a la degradacion y a
la imposibilidad de corroborarlo con el ensayo del inhibidor de proteosoma, se
realizaron gradientes de menos horas de cultivo para evaluar si variaba la intensidad
de dichas bandas.

Comparando los perfiles obtenidos con ambos extractos analizados por
Western blot (Figuras 49A y 52), se puede ver que en cultivos mas jovenes hay

menos acumulacién de las formas de 120 kDa.

60 kDa—»

120 kDa—»{ c E
a 5 — g
8

9 10 11

Figura 52- Gradiente de Sacarosa. Extracto crudo de la cepa KFA89 proveniente de cultivo
aerdbico de 5,30 hs (300 ug de proteina) sembrado en gradiente de sacarosa analizado por
Western blot revelado con anti-R.
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Este resultado es un dato mas que permite pensar en la posible funcionalidad
de la multiubiquitinacién, ya que en cultivos en fase logaritmica tardia como los de
15 hs se encontraria en mayor proporcion quizads como una manera de permitir la
degradacion de alguna /s isoformas de R no necesarias en esa etapa de
crecimiento.

Para confirmar la identidad de la banda de 60 kDa revelada con anti-
ubiquitina se analizaron mediante Western blot extractos crudos y fracciones
purificadas por cAMP-agarosa de la cepa AR2 y de la cepa R7B como control
revelado con los anticuerpos anti-R y anti-Ub.

Se corrobor6 que la banda de 60 kDa revelada con anti-R desaparece en la
mutante, al igual que lo observado en la figura 46, y también desparece la banda de
60 kDa revelada por anti-Ub (Figura 53).

A
cAMP Extracto
agarosa crudo
wt AR2 wt AR2
. t—- =20 kDa
aR -
e
=60 kDa
- 120 kDa
a-Ub
- — 60 kDa
B
ROjO — — — -
Ponceau

Figura 53- Ubiquitinacion de PKAR2. (A) Extractos crudos y fracciones purificadas por
cAMP-agarosa de las cepas R7B y AR2 analizados mediante Western blot revelados con
anti-Ub y con anti-R. En la figura se indican las muestras sembradas en cada calle y los
anticuerpos utilizados. (B) Se muestra la membrana tefiida con Rojo Ponceau como control
de carga. Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes.
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Se intentd confirmar por espectrometria de masas la ubiquitinacion de
PKARZ2, tratando de identificar en que residuo podria estar ocurriendo la unién de
ubiquitina. Si bien se analizaron dos purificaciones diferentes no se detectaron
péptidos ubiquitinados en los espectros. Este resultado negativo no es concluyente
dado que la no deteccion de péptidos modificados puede deberse a que la union de
la ubiquitina es muy labil y puede perderse durante el desarrollo de la técnica.

Finalmente, hay que destacar que las formas de 120 kDa estan presentes en
los extractos crudos de las mutantes AR1 y AR2 (Figuras 53 y 54). Por lo tanto no

deben provenir de la modificacion en las isoformas PKAR1 y PKAR2.

Wt AR1

120 kba —,
—
85 kDa —p -

60 kDa —p m——

Figura 54- Western blot extractos crudos . Western blot de extractos crudos de las cepas
R7B y AR1 crecidas en aerobiosis 4,30 hs en YPG pH 4,5 revelados con anti-R.

[11.2.15. Ubiquitinacién a lo largo de la diferenciacion de M. circinelloides

Con el fin de analizar si la ubiquitinacion de la subunidad R presenta algun
patrén diferencial en los distintos estadios de diferenciacién celular de M.
circinelloides, se analizo el patron de modificaciones mediante Western blot a partir
de extractos crudos y de fracciones purificadas por cCAMP-agarosa provenientes de
esporas o0 cultivos crecidos en aerobiosis, en anaerobiosis o después de la
transicion anaerobiosis-aerobiosis.

Se observaron reveladas con los anticuerpos anti-Ub y anti-R las formas de
120 kDa y de 60 kDa en los extractos crudos de esporas y de todas las condiciones
de cultivo (Figura 55).

Por otra parte en las fracciones purificadas por cAMP-agarosa

independientemente del origen de la muestra, en ninguna se observa la banda de
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120 kDa, lo cual es consistente con lo observado las figuras 35A y 50. Por otra
parte, en todas las condiciones se observa la banda de 60 kDa revelada por ambos
anticuerpos sugiriendo que la ubiquitinacién no estaria condicionada al menos por

las condiciones de crecimiento analizadas.
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Figura 55- Ubiquitinacién a lo largo de la diferenciacién. Western blots revelados con anti-

Ub (paneles izquierdos) y anti-R (paneles derechos) de extractos crudos (EC) y de facciones
purificadas por cAMP—agarosa (cA) de la cepa R7B (A) esporas, (B) cultivos aerobicos 4,30 hs
(C) levaduras (D) transicion anaerobiosis-aerobiosis.
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[1.3. Discusién

El objetivo inicial de este capitulo de la tesis fue analizar el rol de la via de
PKA en la morfologia del hongo M. circinelloides.

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que la actividad de PKA,
juega un rol importante en la induccion del crecimiento filamentoso en Mucor. La
sobrexpresion de la subunidad PKAR1 en M. circinelloides produce el apagado de la
actividad PKA dando como resultado un incremento en la ramificacion y una
disminucién de la velocidad de extension del brote resultando en un fenotipo de
hiperbranching o con un alto grado de ramificacién (127).

En este capitulo de la tesis se analizo el rol de la via de PKA en el hongo
dimérfico M. circinelloides mediante un abordaje genético que permitié estudiar in
vivo las influencias de la enzima en la morfologia y crecimiento flngico. Inicialmente
se analizé en forma directa la influencia de pkaR en la morfologia y desarrollo del
hongo, anulando el gen pkaR descripto como el Gnico gen codificante para la
subunidad R en M. circinelloides.

La caracterizacion bioquimica de la mutante AR1 permiti6 observar que la
ausencia del gen pkaR1 resulté en una actividad de uniéon a cAMP muy disminuida
pero no nula y en una actividad quinasa que no fue independiente del nucledtido y
presentd una relacion de actividades -/+cAMP mayor que la cepa wt. En analisis por
Western blot revelado con anticuerpo anti-R de proteinas con capacidad de union a
CAMP se detectaron dos bandas adicionales de PKAR en la cepa AR1.

Los resultados de actividad quinasa, de actividad de unién a cAMP y los de
Western blot, sugirieron la existencia de mas de un gen codificante para la
subunidad R de PKA. Se predijeron tres genes adicionales a los que se llamé
pkaR2, 3y 4. Se confirmé la existencia de los mismos por espectrometria de masas
de proteinas purificadas por cAMP-agarosa, y mediante RT-PCR semicuantitativa
gue permitio la deteccion de los mMRNA de cada gen.

Con el objetivo de estudiar si los distintos genes pkaR cumplen funciones
diferenciales en la morfologia y en la regulacion de la actividad quinasa de PKA de
M. circinelloides, se decidié anular los otros genes pkaR comenzando por pkaR2
gue presentaba altos niveles de expresion en la mayoria de las condiciones de

crecimiento analizadas previamente.

137



Capitulo Il

Al comparar las mutantes entre si se vio que AR2 presenta una actividad de
unién a cAMP menor que AR1. Esto podria deberse a que la cantidad de proteina
PKAR2 expresada en las condiciones de crecimiento en las que se realiz6 el ensayo
era mayor que la de PKAR1 (Figura 38B), y/ 0 que PKAR2 presenta mayor afinidad
por cAMP que PKAR1. También se pudo observar que AR1 presentd menor
actividad quinasa total y que la actividad quinasa era menos dependiente de cCAMP
gue la de AR2. Las proteinas identificadas en M. circinelloides, difieren entre si en el
extremo amino terminal y en la region linker. En el capitulo | se demostré que la
afinidad de interaccion entre R-C de M. circinelloides es mayor que en la holoenzima
de eucariotas superiores, y que en parte esa alta afinidad de interaccién observada
en la PKA de Mucor se debe a la presencia de un grupo de residuos acidos
presentes en el linker 1 (238). PKAR1 y PKAR4 poseen un mayor numero de
residuos acidos en la region linker | que PKAR2 y PKARS3, por lo que la interaccion
entre estas Ultimas isoformas y C deberia ser menor que la interaccion entre PKAR1
y PKAR4 con C. Como el mRNA de pkaR4 estd en muy bajos niveles a las 4 horas
de germinacion (Figura 36A), la actividad quinasa medida en esas condiciones
(Figura 30 y 42) deberia ser consecuencia principalmente de la expresion los genes
de pkaR 1, 2y 3 en la cepa wt y de pkaR2 y 3 en la mutante AR1 (Figura 31A). El
menor numero de residuos acidos en PKAR2 y 3, y consecuentemente su menor
afinidad por C, podrian explicar la menor dependencia de cAMP de la actividad PKA
en la mutante AR1 respecto a AR2 y a la cepa wt. En AR2 pkaR4 posee niveles de
expresion aumentados y pkaR3 disminuidos. Debido a la presencia de las dos
isoformas ricas en residuos &cidos (PKAR1 y PKAR4) (Figura 46) esta mutante
presenta actividad quinasa con mayor dependencia de CAMP.

Existen diferencias en los resultados publicados respecto a los efectos
observados sobre la actividad PKA en mutantes de subunidad R. En una cepa
mutante de A. niger, la actividad de PKA no mostré ningun cambio, sugiriendo la
probable existencia de otro gen que lleve a cabo similares funciones (141). En otros
hongos, sin embargo, la actividad de PKA en las cepas con la subunidad R anulada,
fue mayor o menor que las cepas wt (96, 101, 137).

Las cepas AR1 y AR2 difieren también fenotipicamente de la cepa wt y entre
si. En medio so6lido AR1 mostré menor produccion de esporas y una disminucion de
la velocidad de crecimiento radial respecto a la wt, no obstante ninguno de estos

cambios fenotipicos se observaron en AR2. La disminucion de la velocidad de
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crecimiento radial parece ser una caracteristica comun a las mutantes de subunidad
R de los hongos filamentosos ya que también se observo para A. niger, N. crassa y
C. lagenarium (94, 141, 239). El efecto sobre la esporulacion varia en los distintos
hongos desde incapacidad de producir conidias en A. niger a retardo en A.
fumigatus o disminucion en C. lagenarium. Todos estos resultados indican un
probable rol de la PKA en la reproducciéon asexual de estos organismos (141, 142,
239).

Durante el crecimiento en cultivo liquido, las cepas wt, AR1 y AR2
presentaron distintas cinéticas de germinacion. La emision del tubo germinativo en
condiciones aerdbicas en las cepas mutantes fue mas temprano y el volumen de las
células madres fue menor comparado con la cepa wt, pero se diferenciaron entre si,
ya que los tubos germinativos de la cepa AR1 fueron mas cortos que los de la wt
mientras que en AR2 fueron mas largos e irregulares. En cultivos anaeroébicos, la
levadura madre gemante de ambas cepas mutantes presentd un volumen menor
gue el de la cepa wt y esta diferencia de volumen se mantuvo luego de la transicién
anaerobiosis-aerobiosis.

Todos los efectos fenotipicos observados en las cepas mutantes son menos
severos que los observados en algunos hongos filamentosos. Un ejemplo de ello es
una cepa mutante de subunidad R de PKA de N. crassa que presenta una pérdida
total del crecimiento polar (94). Otros hongos filamentosos, como A. fumigatus,
muestran cambios morfolégicos muy débiles luego de la disrupcién de pkaR, tales
como crecimiento reducido, defectos en la germinaciéon y ensanchamiento de la hifa
sin evidencias de pérdida de la polaridad durante el crecimiento en medio liquido
como ocurre en nuestro caso (142). Por otro lado la anulacion del gen que codifica
para la subunidad R en C. albicans y Y. lipolytica es letal (137, 234).

Como vimos las cepas AR1 y AR2 presentaron distinta actividad quinasa y
distintos fenotipos. Integrando estos resultados con resultados previos de nuestro
laboratorio, podriamos proponer que en el caso de AR1, al ser las células madres
mas pequefas y tener una holoenzima mas facilmente activable es probable que
llegue més rapidamente a la concentracion critica umbral necesaria para la emision
del tubo germinativo (135).

Para AR2 si bien las células son méas chicas que las wt el grado de
dependencia de la holoenzima con cAMP es mayor, sin embargo, las células brotan

mucho antes que las células wt. En este proceso deben estar influyendo otros
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factores ademéas de alcanzar un nivel umbral critico de actividad PKA, como la
localizacion subcelular a través del anclaje de PKA mediado por las distintas
isoformas de R, dando como consecuencia una compartamentalizacion muy
especializada.

Asi como se encontraron distintas isoformas de R, se describié también la
existencia de isoformas de C. En mamiferos existen 4 genes codificantes para
subunidad R (Rla, RIB, Rlla, RIIB) y tres genes que codifican para subunidad C (Ca,
CB, Cy).En varios Ascomycetes (S. cerevisiae, C. albicans, A. niger, A. nidullans y A.
fumigatus) y dos Basidiomycetes (U. maydis y C. neoformans) la subunidad C esta
codificada por dos o tres genes, aunque poseen 0 estan descriptos un solo gen para
subunidad R. En nuestro caso se definieron en principio 5 genes que codifican para
cada isoforma de C.

Al analizar los niveles de mRNA de R y C se observé que en la cepa wt los
niveles de mRNA de los genes pkaR varian en las distintas etapas de crecimiento,
indicando un rol diferencial para cada isoforma durante el desarrollo.

Del analisis de la expresion de los mMRNA en las mutantes se pudo ver que la
ausencia de pkaR1 en la cepa mutante AR1 no modifica el patron de expresion de
los otros tres genes. Esto hace pensar que la funcion de esta isoforma podria ser
redundante con al menos una de las otras isoformas. Sin embargo, la ausencia de
pkaR2 en AR2 genera un aumento de la expresion del mRNA de pkaR4 y una
disminucién del mRNA de pkaR3.

Al analizar la expresion de los genes pkaC no se observaron variaciones con
las condiciones de crecimiento ni en la cepa wt ni en la mutante AR1, y tampoco
parecen afectarse por la ausencia del gen pkaR1. La falta de alteracion en los
niveles de mMRNA de pkaC en la mutante AR1 se diferencia de resultados previos
publicados que indican una mayor expresion de una de las isoformas PKAC al
sobrexpresar PKAR1 (112).

La disminucion de la actividad total de PKA en la mutante AR1 entonces no
parece deberse a una disminucion de la expresion de las isoformas de C
analizadas. Esta disminucién podria deberse a una regulacion post-transcripcional,
a una mayor degradacién de C por el mayor grado de activacion de la holoenzima
y/o a la existencia de otras multiples isoformas de PKAC ademas de las descriptas

en este trabajo, cuya expresion si podria estar modificada en AR1 (240).
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Se analizé minuciosamente la distribucion de exones e intrones en los cuatro
genes pkaR y se encontrd que pkaR1, 2 y 4 tienen dos intrones en posiciones
equivalentes, mientras que pkaR3 tiene un solo intrén. Esto sugiere que
posiblemente la presencia de cuatro genes pkaR sea el resultado de multiples
rondas de duplicacion que involucren duplicacion del genoma entero (whole genome
duplication,WGD), segmentos menores de DNA, o genes individuales. No existen,
sin embargo, evidencias de eventos WGD en Zygomycetes. La duplicaciéon génica
es un tema recurrente en la biologia de los Zygomycetes y se han publicado
numerosos ejemplos (170-172). Ademas mediante un estudio comparativo de la
secuencia de 34 genomas fangicos completos representantes de una amplia
diversidad de especies de Ascomycetes y Basidiomycetes y el Zygomycete R.
oryzae, se observdé que la multiplicidad de isoformas de una proteina varia
ampliamente entre las especies fungicas, pero el Zygomycete R. oryzae posee el
mayor numero de grupos de duplicacidén de todos los hongos analizados (241). Una
comunicacién reciente (242) indica que el orden y el arreglo genémico de los pares
de genes duplicados y su origen filogenético comdn proveen evidencias de WGD en
un ancestro de R. oryzae; pero un analisis preliminar del genoma de Mucor y de
Phycomyces indica que no ocurrid6 WGD en ninguno de estos dos ultimos (236).
Nuestros resultados sugieren que los eventos de duplicacion que dieron origen a las
cuatro copias de los genes pkaR, tuvieron lugar muy tempranamente en la linea
evolutiva de los Zygomycetes porque cada PKAR homologa de M. circinelloides, se
encuentra mas relacionada a las ortélogas de R. oryzae y P. blakesleeanus que a
sus otros paralogos (Figura 47B). Estas tres duplicaciones génicas no incorporaron
genes flanqueantes, sugiriendo que los genes pkaR se originaron a partir de una
duplicacién limitada dentro del genoma.

La multiplicidad de genes en los Zygomycetes parece no estar relacionada
solamente a la via de sefalizacibon cAMP-PKA dado que se han encontrado
multiples isoformas de proteinas no relacionadas con esta via como los genes de
quitina sintasa (171), los genes white collar (172) y glicosido hidrolasa (mce). El
caso de los genes white collar es de interés particular, porque un analisis funcional
sugiere que adquirieron diferentes funciones luego de la duplicacién (172, 226),
aunque parece haber un menor grado de redundancia que en los genes pkaR. Un
mecanismo evolutivo similar pudo haber retenido las distintas isoformas PKAR que

pudieron haber adquirido distintas especificidades luego de un proceso de
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subfuncionalizacion (243), lo que explica la existencia de patrones de expresion
diferentes.

Finalmente, del analisis de modificaciones post-traduccionales se encontrd
una serie de bandas de 120 kDa que eran reconocidas por los anticuerpos anti-R y
anti-Ub. Estos resultados indicarian que esas proteina serian formas ubiquitinadas
de R, lo que fue confirmado por inmunoprecipitacion. En gradiente de sacarosa las
formas de 120 kDa estan asociadas a actividad quinasa y a actividad de union a
CAMP (Figura 49A). Mediante el andlisis por DEAE-celulosa se pudo observar que la
actividad de union a cAMP estaba dada por las subunidades R de menor PM y que
las fracciones que contienen a las proteinas de alto PM no presentan dicha actividad
(Figura 50). Ademas en purificaciones de cAMP-agarosa esas proteinas no quedan
retenida en la resina (Figura 35A), sugiriendo que la ubiquitinacion estaria
interrumpiendo su capacidad de interactuar con cAMP. Por otra parte, la
modificacion post-traduccional no alteraria su capacidad de interactuar con la
subunidad C, como indica su comportamiento en gradientes de sacarosa
disociantes y no disociantes (Figura 49A y B).

El hecho de que existan formas de R modificada sin capacidad de unir CAMP
y que estas se observen mayormente en cultivos de fase logaritmica tardia, sugiere
en que esta modificacidbn post-traduccional podria estar relacionada con la
regulacion de la quinasa posterior a su activacion, ya que una vez que una proteina
guinasa es activada existen diversos mecanismos para apagar su actividad y en
muchos casos su activacion inicia su down regulation mediante la activacion de la
degradacion via ubiquitina/ proteosoma (192), La ubiquitinacion puede acoplar la
activacion y el apagado de una via de transduccion de sefiales ya que esto permite
un control preciso del tiempo de vida medio de los componentes activos. Ejemplo de
esto son la proteina quinasa ribosomal S6 y la proteina quinasa C (195) que
pertenecen a las AGC quinasas (196) y la quinasa SGK-1 (197).

Las formas de 120 kDa se observan tanto en las mutantes AR1 como AR2, lo
cual sugiere que esa proteina no corresponderia a formas modificadas provenientes
ni de PKAR1 ni de PKAR2. Al menos la forma presente en mayor concentraciéon que
es la detectada por el anti-Ub en extractos crudos.

La proteina de 60 kDa que fue reconocida por los anticuerpos anti-R y anti-
Ub, pareciera corresponderse a una monoubiquitinacion de PKAR2 (Figura 53). Este

tipo de modificacion suele estar asociada a destinos diferentes al de degradacién
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via proteosoma ya que se vio que pueden modificar la interaccion con otras
proteinas, la localizacion o modular la actividad proteica (175). Por lo tanto la
ubiquitinacién de PKAR2 podria estar asociada a modificar alguna propiedad de la
proteina como su localizacion, su capacidad de union a cAMP o su interaccion con
C.

Finalmente, la proteina de 120 kDa y la de 60 kDa se observan en todos los
estadios de crecimiento estudiados, indicando que la modificacion post-traduccional
podria ser independiente del estadio de crecimiento (Figura 55).

Queda pendiente entonces definir las funciones de estas dos
ubiquitinaciones, una en PKAR2 y la otra en PKAR3 y/o PKARA4.

Los resultados de este capitulo confirman que la PKA esta involucrada en
multiples procesos en la fisiologia de M. circinelloides. Estd muy bien estudiado que
en los sistemas de mamiferos hay multiplicidad de posibles holoenzimas de PKA
debido a la existencia de cuatro subunidades R y tres subunidades C. El hallazgo de
multiples subunidades R y C de la PKA de Zygomycetes genera una situacion que
parece ser tan compleja como la de mamiferos y plantea el desafio de estudiar
como participa cada tipo holoenzima en las distintas etapas del desarrollo, sus
especificidades en la fosforilacion de sustratos y sus diferentes roles en la

diferenciacion.
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[1l.1. Introduccion y objetivos especificos

Las proteinas que pertenecen a la familia de las proteinas quinasas poseen
un dominio conservado que es conocido como dominio quinasa o dominio catalitico.
Este dominio estd compuesto por 250-300 residuos de aminoacidos que se pueden
subdividir en doce subdominios (I-XIl) que tienen la caracteristica de estar formados
por residuos altamente conservados y nunca son interrumpidos por grandes
inserciones de aminoacidos. Como se detalla en la introduccion de la tesis, los
motivos requeridos para la actividad quinasa han sido extensamente caracterizados
(13, 244, 245).

Dentro de la gran familia de las proteinas quinasas (PKs) se encontr6 un
subgrupo de quinasas que fueron llamadas pseudoquinasas. Este subgrupo de
proteinas se denoming de esta manera por carecer de uno o mas de los residuos
conservados esenciales para la actividad catalitica.

Una quinasa es definida como posible pseudoquinasa a partir de su
secuencia cuando carece de al menos uno de los cuatro motivos del dominio
catalitico que son esenciales para la catalisis. Esos cuatro motivos son:

1. el motivo VAIK del subdominio Il, que en PKA es YAMK

2. el motivo HRD del subdominio VIB, en PKA YRD

3. el motivo DFG del subdominio VII

4. y mas reciente se propuso que alteraciones en el loop G de union a ATP
servirian también como marcador de pseudoquinasas (202). Estos dominios

estan marcados con lineas de color verde en la figura 56.

PKAC de M. circinelloides conserva intacto el motivo YAMK del subdominio Il,
el motivo DFG del subdominio VIl y la secuencia GxGxxG del subdominio | que
constituye el sitio de union a ATP. Sin embargo tiene sustituidos el aspartico del
motivo HRD del subdominio VIB (112).

Si bien en principio se definia a una pseudoquinasa en funcién de su analisis
de secuencia. Se han empezado a encontrar ejemplos que muestran que no todos
los dominios quinasas que carecen de residuos esenciales son inactivos. Por
ejemplo, cuatro isoformas de la quinasa Wnk fueron clasificadas inicialmente como
pseudoquinasas por carecer de la lisina del motivo VAIK (246). Sin embargo, Wnk1
es cataliticamente activa y estudios estructurales del dominio catalitico demostraron
gue un residuo lisina en el subdominio | sustituye al residuo de lisina perdido en el

subdominio Il (203). Varios otros ejemplos de quinasas pensadas inicialmente
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inactivas cuya actividad luego se demostré han sido publicados, como el caso de las
guinasas CASK, Titin, Haspin o Ryk (204, 205, 247-249). El caso de CASK es muy
particular, ya que presenta una actividad catalitica inusual, dado que es capaz de
fosforilar en ausencia de Mg?* y la presencia de este i6n acttia como inhibidor (204,
205). Por otro lado hay ejemplos de proteinas quinasas que presentan alterados
algunos de los motivos mencionados que no se les ha podido medir actividad, como
ILK que presenta alteraciones en el motivo HRD y DFG (250), o KRS1 y KRS2 con
alteraciones en el HRD (251). Estas ultimas al igual que PKA, pertenecen al grupo
de las proteinas quinasas denominadas AGC.

Las pseudoquinasas " verdaderas”~ son consideradas inactivas y serian
vestigios remanentes de quinasas activas que cumplirian una funcion de scafffold o
andamiaje y estdn tomando importancia por su rol regulatorio en varias vias de
transduccion de sefales (199).

Dado que hay ejemplos de quinasas con alteraciones en su secuencia que
pueden presentar actividad, es importante determinar si una quinasa definida como
putativa pseudoquinasa a partir del andlisis de su secuencia, es verdaderamente
inactiva y definirla como una “verdadera™ pseudoquinasa.

Andlisis bioquimicos permiten verificar si la quinasa posee o0 no actividad y el
analisis de su estructura permite justificar la falta o no de actividad. Una quinasa que
presenta alteraciones en su secuencia puede mantener la actividad catalitica si esas
alteraciones resultan compensadas en su estructura (203).

Junto con el primer gen clonado y secuenciado para la subunidad R en M.
circinelloides, se clon6 y secuencidé un gen codificante para una subunidad C (112).
Como se vio en el capitulo anterior, estos genes codifican so6lo para una de las
multiples isoformas de R y C presentes en el hongo.

Si bien, el gen pkaC codifica para una proteina que contiene un dominio
guinasa que posee alta homologia con las proteinas quinasas serina / treonina,
llamé la atencion la falta de ciertos residuos esenciales para la actividad catalitica.
Sabiendo de la existencia de multiples genes pkaC, se planteé la posibilidad de que
este gen sea una pseudoquinasa. Esta hipoétesis se abordd haciendo un analisis de
la secuencia de aminoacidos de PKAC y haciendo ensayos para probar si esta

guinasa inusual posee 0 no actividad catalitica.
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[11.2. Resultados
[11.2.1. Analisis de la secuencia de PKAC

Se realiz6 una comparacién de secuencias, haciendo un alineamiento entre
las secuencias de aminoacidos correspondientes a PKAC de M. circinelloides con
las secuencias de la isoforma de la Ca bovina (Bos taurus) y la isoforma Ca de
ratbn (Mus musculus) para analizar las caracteristicas del dominio catalitico de
PKAC (Figura 56).

Del andlisis de secuencias se observa en primera instancia que PKAC posee
un extremo amino terminal diferente mucho mas largo que las otras dos
subunidades C. Otra caracteristica es la insercion en el subdominio | del core
catalitico de un residuos de valina. Esto es llamativo ya que no se esperan
inserciones ni deleciones dentro de los subdominios del core catalitico (13). Por
fuera y rio arriba del subdominio I, PKAC presenta otra insercion de 10 residuos.
Hacia el carboxilo terminal por fuera de la zona correspondiente al dominio catalitico
también se observa otra insercion de varios residuos. Esto resulta llamativo ya que
PKA pertenece al grupo de las proteinas quinasas denominadas AGC y una
caracteristica de este grupo es tener conservado el extremo C-terminal (252).
También se observa una insercion de 5 residuos en el subdominio VIII. Las
modificaciones indicadas hasta acéd estan marcadas en la figura 56 con circulos de
color violeta.

A pesar de estas diferencias, presenta un 34% de identidad con Ca bovina y
Ca de ratén. Dentro de los IX subdominios del dominio catalitico, se observé que
residuos conservados y algunos claves para la actividad quinasa estan ausentes en
PKAC:

1) Acido aspartico 166 del subdominio VIB, encargado de orientar al grupo hidroxilo
del sustrato (28) con un rol clave en la fosfotransferencia. Este residuo pertenece
al motivo HRD, es uno de los que frecuentemente se altera en las
pseudoquinasas.

2) Asparagina 171, también del subdominio VIB, que participa en la coordinacion
del Mg** secundario. Ambos residuos se encuentran ubicados en el llamado loop
catalitico.

3) Treonina 197, reemplazada por leucina. Como se mencionoé en la introduccion de

la tesis, la autofosforilacion de este residuo convierte a la enzima de un estado
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4)

5)

6)

8)

inactivo a uno activo (20). Esta es una caracteristica de las quinasas en general.
Si bien no todas se fosforilan, la mayoria sufre una fosforilacion en el segmento
de activacion en este residuo o en otros de funcion semejante (253). Si bien este
residuo esta ausente en PKAC, el residuo equivalente a la T197 posee en
posicion adyacente un residuo de acido aspartico, que podria suplir la funcion de
T197 fosforilada. La ausencia de fosforilacién en la T197 es critica para la C de
mamiferos, sin embargo, no es tan importante para S. cerevisiae. TPK1, posee
una treonina analoga a ese residuo en posicion 241 y una mutacion T241A, no le
hace perder la actividad catalitica a esta isoforma, pero afecta su afinidad por la
subunidad regulatoria BCY1 (81). Sin embargo, no parece ser una regla para las
PKAs de hongos, ya que la activacion in vivo de la PKA de
Schizosaccharomyces pombe requiere la fosforilacion de T356 presente en el
loop de activacién, que se corresponde con T197 de mamiferos (254).

Histidina 87 y treonina 195. La T197 coordina el sitio activo estableciendo
puentes con la H87, R165, T189 y T195, de los cuales H87 y T195 se
encuentran ausentes en PKAC (Figura 56). Se ha definido que la R194 es
necesaria para permitir la fosforilacion de la T197. En PKAC ese residuo también
se encuentra ausente (255).

Treonina 201, esta reemplazada por valina. Este residuo junto con D166 y K168
participan en la liberacion del ADP.

Las fenilalaninas 54 y 187 que ayudan a mantener el sitio activo libre de agua en
su conformacion cerrada (27), estan reemplazadas por valina y leucina. Siendo
ambas hidrofobicas podrian cumplir la misma funcién.

7) Para poder llevar a cabo una actividad catalitica finamente regulada, las
regiones distales de una quinasa deben comunicarse alostéricamente entre
ellas. (256, 257).

Los residuos V57, M120, L173 y T327 se reordenan durante la union al
nucledtido (79) La PKAC de M. circinelloides conserva los residuos
mencionados, salvo la T327.

En el C terminal se definieron también residuos importantes que participan de la
union del sustrato entre ellos la Y330. Estos residuos actuan como mediadores
de la unién del Mg?*y el anclaje del ADP. Siendo muy diferente el C-terminal de
PKAC, se hace muy dificil el andlisis de la presencia de residuos analogos a los

descriptos en la C de superiores en esta zona.
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Si bien, como se menciond en la introduccion, sustituciones en la secuencia de
una proteina pueden ser suplidas en funcion por algun residuo distante en la
secuencia lineal pero que logra posicionarse al adoptar la estructura correcta,
siendo varias las diferencias encontradas en PKAC respecto a las secuencias de C
de mamiferos, esta isoforma de PKA en M. circinelloides podria ser una

pseudoquinasa.
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Figura 56- Comparacién de las secuencias PKAC-C «a Bos taurus-Ca Mus musculus. Se
realizé un alineamiento con las secuencias proteicas de PKA-Ca bovina, PKA-Ca de raton y
PKAC de M. circinelloides. Sobre las secuencias se indican con lineas de colores y nimeros
romanos los subdominios definidos dentro del core conservado para todas las PKs. Los
residuos invariantes para los miembros de la familia de las PKs se indican con lineas verdes y
los que estan sustituidos en PKAC con circulos rojos. Con flechas rojas se indican otros
residuos importantes ausentes en PKAC y en violeta se indican las inserciones y deleciones.

[11.2.2. Medicion de actividad quinasa

Con el objetivo de poder hacer ensayos bioquimicos para determinar la falta o

no de actividad catalitica de PKAC, se subcloné su cDNA de 1820 pb en el vector de
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expresion pESC-ura bajo la regulacion del promotor Gall y se expreso en distintas
cepas de levaduras como proteina de fusién con epitope c-Myc.

Los tres genes de subunidad C de S. cerevisiae tpkl tpk2 y tpk3, no pueden
ser anulados juntos, ya que ese tipo de mutacion es letal para la levadura. Sin
embargo se ha logrado una mutante tpk™", que tiene anulados los genes tpk2 y tpk3,
y ademas posee una mutacion en tpkl de manera que codifica para una proteina
funcionalmente atenuada (fenotipo “weak”).

Se emplearon dos cepas con distintos fondos genéticos, ambas poseen
deleciones de los genes tpk2 y tpk3, y ademas presentan la forma atenuada de tpkl
(tpk™). La diferencia entre ambas cepas es que la primera, tpk™ (tw), posee una
version normal del gen bcyl y la segunda, tpk™ bcylA (twbA), presenta una
delecion de este gen (ver Materiales y Métodos). Estas cepas poseen niveles de
actividad PKA casi indetectables.

I11.2.2.a. Expresion de PKAC en levaduras

Se verifico primero la expresion del gen pkaC en las levaduras transformadas
analizando los niveles de mRNA y proteina mediante RT-PCR y Western blot
revelado con anticuerpo anti-cMyc (Figura 57).

Los resultados indicaron que PKAC se expresaba correctamente en

ambas cepas a partir de la construccién realizada.

A B
pkaC | en as c-Myc e —
tpk-1 [8 oo W . —
ok-1 [0 40 0 o =
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Figura 57- Expresion en levaduras del gen  pkaC. (A) RT-PCR de las cepas calle 1: tw, calle
2: tw transformada con el vector vacio (tw/V), calle 3: twbA, calle 4: twbA transformada con el
vector vacio (twbA/V), calle 5: tw transformada con el vector con C (tw/C) y cale 6: twbA
transformada con el vector con C (twbA/C). El gel de abajo muestra un control con primers del
promotor de tpkl. (B) Western blot revelado con anti-cMyc de extractos crudos de las cepas
calle 1: tw/C, calle 2: tw/V, calle 3: tw, calle 4: twbA /C, calle 5: twbA/V y calle 6: twbA. Debajo
del Western blot se muestra el control de carga tefiido con rojo Ponceau. Las cepas vacias
fueron crecidas en medio YPgal y las transformadas en YNB ura gal.
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[11.2.2.b. Medicién de actividad quinasa de PKAC

Con el objetivo de analizar si PKAC posee actividad quinasa a pesar de las
sustituciones en residuos claves para la actividad catalitica, se realizaron ensayos
de actividad quinasa a partir de fracciones enriquecidas en holoenzima por
precipitacion con (NH4).SO, 60% de las cepas tw o twbA transformadas con vector
vacio o con el cDNA de pkaC, y se evaludé la capacidad de las fracciones de
fosforilar kemptido. En la cepa tw los ensayos se realizaron en presencia o en
ausencia de cAMP para evaluar la dependencia con el nucleétido ciclico y la
interaccion con la subunidad BCY1.

No se detectdé actividad quinasa de PKAC en ninguna de las cepas

analizadas (Figura 58).
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Figura 58- . Medicién de actividad quinasa de PKAC. Se determiné actividad fosforilante de
kemptido y de Nth-1 en fracciones enriquecidas en PKAC por precipitacién con (NH,;),SO, 60%
en las cepas twbA/V, twbA/C, tw/V y tw/C en presencia y ausencia de cAMP segun se indica.
Las cepas se crecieron en medio selectivo en presencia de galactosa. Las unidades de
actividad quinasa se definen como pmol de *P incorporado en el sustrato por min por ug de
proteina a 30°C. Los datos mostrados corresponden a un experimento representativo de cinco
ensayos realizados con preparaciones independientes.

También se ensay6 actividad quinasa utilizando otro sustrato en lugar de
emptido. El sustrato empleado fue Nth-1 derivado de la secuencia de trealasa neutra
de S. cerevisiae. Este péptido fue descripto como sustrato de la Ca bovina y de las
isoformas TPK1 y TPK2 de S. cerevisiae (258). Se ensay0 actividad quinasa con

este sustrato porque esta demostrado que es mejor sustrato de PKA en levaduras,
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dado que posee una mayor Ke (constante de especificidad). Posee una Km menor
que la del kemptido y una Vmax que €s cinco veces mayor.

Si bien, que sea mejor sustrato para quinasas de otros organismos no
asegura que también lo sea para PKAC, se quiso descartar la posibilidad de que el
kemptido sea pobremente reconocido por esta isoforma de quinasa.

Con este sustrato tampoco se pudo detectar actividad quinasa con Nth-1 en

ninguna de las cepas ensayadas (Figura 58).

[11.2.2.c. Requerimiento de magnesio

Como se menciond en la introduccién de este capitulo, recientemente
se describié una proteina que fue pensada inicialmente como pseudoquinasa pero
que presenta la propiedad inusual de fosforilar en ausencia de Mg**. Es el caso de
la CASK, una quinasa que por carecer del motivo DFG se la pensé inicialmente
inactiva, pero al cristalizar su estructura y compararla con la de otras quinasas, se
encontré que adoptaba una estructura constitutivamente activa capaz de unir ATP
diferenciandose de las quinasa convencionales que para adoptar esta conformacion
requieren de la unién de Mg®. En las quinasas la unién del fosfato del ATP esta
coordinada por la presencia de los iones Mg?* que establecen interacciones con el
residuo de acido aspartico del DFG. En CASK estas interacciones con los fosfatos o
y B del ATP se establecen a través de residuos de histidina y lisina presentes en la
propia molécula. Se describi6é incluso inhibicion de la actividad catalitica en
presencia de este idn en ensayos in vitro aunque no se conoce el mecanismo
preciso por el cual se da la inhibicion (204).

Teniendo en cuenta este antecedente se realizé el ensayo de actividad
quinasa en presencia y en ausencia de Mg**.

En estos experimentos tampoco se detectd actividad quinasa significativa en
ninguna de las condiciones analizadas (Figura 59).

Si bien estos resultados se deberian complementar con la cristalizacion de la
proteina para obtener su estructura y analizar los cambios que pudiera presentar
gue justifiquen la falta de actividad, en conjunto sugieren que la isoforma PKAC

podria ser una pseudoquinasa.
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Figura 59- Requerimiento de magnesio.  Determinacion de actividad PKA en fracciones
enriquecidas en holoenzima por precipitacion con (NH,4), SO, 60% de las cepas (A) tw/V y (B)
tw/C en presencia o ausencia de cAMP y de iones Mg2+ segun se indica. Las cepas se
crecieron en medio selectivo en presencia de galactosa. Los datos mostrados corresponden a
un ensayo representativo de cinco realizados con preparaciones independientes. La actividad
guinasa se expresa en unidades (U) segun se define en materiales y métodos.

[11.2.3. Acumulacion de glucégeno en levaduras

Como no se pudo medir actividad quinasa de PKAC en ensayos in vitro, se
utilizé otro abordaje para evaluar la posibilidad de que la proteina PKAC expresada
en levaduras tuviera actividad catalitica. Para ello se analizo si la sobrexpresion de
PKAC modificaba uno de los fenotipos asociados a la via cCAMP-PKA en cepas
transformadas con el pldsmido que contiene el cDNA para dicha proteina.

Existen en levaduras, segun se explicd6 en la introduccion, fenotipos
indicativos de alta o baja actividad quinasa A. Si se anula el gen bcyl, el resultado

es una cepa que posee una actividad de PKA constitutiva e independiente de cCAMP,
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ya que no se inhibe la actividad catalitica, por lo tanto una cepa con esta
caracteristica presenta fenotipos indicativos de alta actividad quinasa, como por
ejemplo baja acumulacion de glucégeno.

El otro extremo es una cepa con fenotipo weak, tpk'”, la cual presenta una
mutacion y por lo tanto actividad quinasa no medible. Esta cepa presenta, por lo
tanto, fenotipos indicativos de baja actividad quinasa. En el caso del glucégeno la
acumulacion es alta.

Se analizé este fenotipo para evaluar si las cepas que expresan PKAC
poseian 0 no una via mas activa de CAMP-PKA que las cepas sin transformar. Se
utiliz6 como control a la cepa TPKlbcylA que presenta un fenotipo que se
correlaciona con alta actividad quinasa. La acumulacion de glucégeno se analizo
mediante tincion con yodo de las colonias transformadas con los distintos vectores.
Como se ve en la figura 60, las cepas se tifieron con yodo con igual intensidad, lo
gue indica una acumulacién de glucégeno similar y por lo tanto una baja actividad
guinasa. La cepa control que posee anulado el gen bcyl presenta la tincion mas

baja indicativa de alta actividad quinasa A.

TPK1bcyl -

tpk ™ - tpk™ bcylA
tpk /v - tpk ™ beyl AV
tpk ™"'/C - tpk™ bcy1A/C

Figura 60- Acumulacion de glucégeno.  Se crecieron las cepas TPK1lbcyla, tpk™, tpk™/V,
tpk™/C, tpk™ bey1A, tpk™ beylA/V y tpk™ beylA/C en medio YP gal 48 hs a 30T y se tifieron
por exposicién a vapores de yodo (1). Se muestra un ensayo representativo de 3 experimentos.

De este andlisis se concluye, al igual que las mediciones in vitro de

actividad quinasa, que PKAC no tendria actividad.
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Se podrian haber evaluado otros fenotipos asociados a PKA sin embargo,
este resultado sumado a los ensayos in vitro de medicion de actividad, nos
parecieron suficientes para concluir que PKAC no tendria actividad quinasa al

menos en el sistema de levaduras.

[11.2.4. Interrupcion del gen pkaC

Asumiendo que PKAC no posee actividad catalitica en M. circinelloides,
surgié el interrogante de si el gen pkaC tendria alguna actividad esencial no
redundante con los genes que codifican las otras isoformas PKAC, o si seria sélo un
vestigio evolutivo sin funcion, presente como un resabio de un gen ancestral que
habria dado origen a los otros genes pkaC funcionales.

Para analizar si el gen pkaC cumple alguna funcién importante en la célula,
se tratd de construir una cepa knockout para este gen. La interrupcion se realizé con
la misma estrategia utilizada para la interrupcion de los genes pkaR1 y 2. Se anul6
el gen mediante reemplazo génico usando un vector knockout con el marcador de
seleccion pyrG. Se transformé la cepa de M. circinelloides con un fragmento del
vector knockout que contiene al gen pyrG rodeado de las regiones de los extremos
5’y 3’ del gen pkaC suficientes para permitir la recombinacién homéloga (259, 260).
Se realizaron varias transformaciones sin éxito hasta que se obtuvieron en una de
ellas 43 transformantes iniciales que se crecieron durante varios ciclos vegetativos
hasta obtener 15 clones con un porcentaje considerable de crecimiento en medio
selectivo respecto al medio sin seleccion. Se analizaron esos clones por PCR y se
encontré que 4 de ellos presentaban la interrupcion para el gen pkaC.

Para corroborar la interrupcion del gen pkaC y la homogeneidad de nucleos,
se realiz6 un analisis por PCR de los cuatro clones candidatos. Se utilizaron dos
pares de primers Sec2F-p2 que debian dar un producto de 0,8 kb si el alelo esta
interrumpido y el par Caf-Car, que deberian dar un producto de 1,1 kb a partir del
gen sin interrumpir (Figura 61B).

Se comprobé con este andlisis que a partir de los cuatro clones se obtenian
ambos productos y por lo tanto eran heterocariontes ya que presentaban tanto
copias del alelo wt como del interrumpido (Figura 61A). A estos clones se los

denomin6 AC.
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Figura 61- Interrupcién del gen pkaC. Analisis de los alelos wt y mutante mediante PCR con
los pares de primers Sec2F/p2 y Caf/Car. (A) Gel de agarosa 1% tefiido con Bret con los
productos de PCR analizados con el par de primers Sec2F/p2 calles1-5 y con el par de primers
Caf/Car calles 6-10. Calles 1y 6: cepa wt, calles 2y 7: clon 4, calles 3y 8: clon 10, calles 4y 9:
clon 19, calles 5y 10: clon 25. (B) Esquema del locus pkaC wt e interrumpido y de los primers
utilizados. E: EcoR |, B: Bgl Il en la cepawty Bgl Il / BamH | en la cepa mutante.

Cuando se interrumpe un gen los nucleos wt suelen perderse luego de dos o
tres pasajes en medio selectivo. Dado que tras 15 pasajes se seguia detectando la
presencia de nucleos wt y el porcentaje de crecimiento en medio selectivo respecto
al medio sin seleccién disminuia 0 se mantenia igual en lugar de aumentar, las
opciones mas probables eran:

1) que hayan quedado restos de vector sin digerir en el DNA utilizado para la
transformacion

2) que se tratara de una mutacion letal

3) que se tratara de inserciones multiples.

Cuando ocurren inserciones ectépicas mediante recombinaciones homologas
lo mas probable es que ocurran a través del locus del marcador de seleccion, ya
gue la auxotrofia de la cepa esta dada por una mutacién puntual en dicho gen. Por

otra parte, para el caso puntual del gen pkaC, si bien se conoce hoy la existencia de
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otros genes que presentan zonas de alta homologia con este gen, pkaC difiere de
estos principalmente en las regiones amino y carboxilo terminal que son las
utilizadas para permitir la recombinacion homéloga. Si bien podria haberse dado
una insercion ectopica en multiples lugares anulando otros genes esenciales para la
célula, es muy baja la probabilidad de que hubiera ocurrido en varios individuos. Por
lo tanto, consideramos esta ultima opcidn poco probable.

La posible presencia de vector sin digerir en los clones transformantes se
analizé por PCR de cada clon positivo utilizando un primer que hibrida sobre la
secuencia del vector (pv) y un primer que hibrida sobre la secuencia de pyrG (p2).

Sdlo se obtuvo un producto de 1,5 kb para el control positivo. Ninguno de los
clones analizados dio el producto de PCR esperado. Esto indica ausencia de vector
knockout sin digerir en los clones estudiados (Figura 62B).

/4
7’

—_—1 pyrG

N

p2

B C

TR Ly
.—‘—1’5 kb -— —1,3kb

Figura 62- Interrupcién del gen pkaC. (A) Esquema del locus pkaC interrumpido. Estan
indicados los primers MC5 y p2. (B) gel de agarosa 1% tefiido con BrEt, mostrando los
productos de PCR de los cuatro clones candidatos (C) gel de agarosa 1 % tefiido con BrEt con
los productos de PCR. Calle 1: clon 4. calle 2: clon 10, calle 3: clon 19, calle 4 clon 25, calle 5:
control positivo
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La presencia de alelo interrumpido en el genoma se analizé utilizando el par
de primers MC5-p2. El primer MC5 hibrida con el gen wt rio arriba de la regién
clonada en el vector knockout, sélo daria producto si la construccion hubiera
interrumpido el genoma de M. circinelloides (Figura 62A).

Como resultado se obtuvo el producto de PCR esperado de 1,3 kb para los
cuatro clones candidatos indicando que el alelo pkaC se encontraba interrumpido en

el genoma de M. circinelloides (Figura 62C).

[11.2.5. Analisis de la posible letalidad de la anulacion del gen  pkaC

Para evaluar la posibilidad de letalidad de la mutacion debida a la ausencia
del producto del gen pkaC, se comparé la capacidad de formar colonias a igual
inoculo inicial de esporas de los 4 clones AC respecto a la cepa wt. Como cepa wt
se utilizé la cepa R7B (leu’) que tiene el mismo fondo genético que los clones AC.

Dado que cada espora tiene mas de un nucleo, en las etapas iniciales luego
de la transformacion pueden contener ndcleos wt y ndcleos interrumpidos. Tras
sucesivos pasos en medio selectivo los nucleos wt se pierden por la presion de
seleccion. Si el gen wt fuera indispensable para la vida de la célula al perderse las
copias del alelo wt de una espora, esta seria inviable y consecuentemente incapaz
de generar colonia. Si se compara entonces la capacidad de formar colonias de las
esporas provenientes de individuos heterocariontes (nucleos con alelo wt y nacleos
con la mutacién letal), con la cepa wt, se observaria que en los sucesivos pasajes
en medio selectivo los individuos heterocariontes deberian presentar una capacidad
reducida de formar colonias. Esto seria la consecuencia de ir perdiendo los nucleos
wt bajo la presion de seleccion y que soélo crezcan los heterocariontes que
mantuvieron una copia del alelo wt. La cepa wt en cambio podria crecer sin
problema porque se utiliza la cepa R7B que no presenta auxotrofia por uridina, no
sufriria presion de seleccion.

En la Tabla 9 se puede observar que a igual inoculo inicial de esporas para
los cuatro clones heterocariontes disminuyé la capacidad de formar colonias
respecto a la cepa wt. Esta disminucion sugirié que anular el gen pkaC podria ser
letal.
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Cepa colonias
Wi 100
Clon 4 45 +/- 2
Clon 10 27 +/-5
Clon 19 4.5 +/- 2
Clon 25 2+/-1

Tabla 9- Andlisis de la letalidad de la anulacién del gen

pkaC. Se plaquearon 100 esporas

por placa de la cepa wt (R7B) y de los cuatro clones candidatos de AC en medio MMC pH 3y
se evalué el nimero de colonias formadas por cada clon respecto a la cepa wt luego de 48 hs

de incubacién a 30°C. Los datos se expresaron como porcentaje tomando como 100% al

namero de colonias obtenidas en la cepa wt. El ensayo se realizé por triplicado.
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[11.3. Discusién

Las proteinas quinasas comprenden una de las familias de genes mas
grandes y son responsables de regular numerosos procesos celulares. Estas
proteinas comparten un core conservado que contiene varios aminoacidos
invariantes que contribuyen a su actividad (13). De esta familia de proteinas, PKA es
la mejor caracterizada. El prototipo de proteina quinasa A es la PKA de mamiferos,
de la cual se dispone de mucha informacion bioquimica y estructural, sin embargo,
poco se sabe de esta enzima en otros organismos.

En este capitulo de la tesis se caracterizd el gen pkaC que codifica para una
de las mdltiples isoformas de subunidad C de PKA de M. circinelloides (112).

Del analisis de la secuencia de PKAC se pudo observar el reemplazo de
residuos altamente conservados y claves para la actividad catalitica de las quinasas.
El cambio mas llamativo que presenta PKAC, es la ausencia del residuo D166 y fue
el primer indicio de que PKAC no tuviera actividad y pudiera ser definida como una
pseudoquinasa.

Algunas quinasas descriptas como pseudoquinasas retienen actividad pese a
la pérdida de residuos calves para la funcionalidad como Wnk (203) y Titin (247). Al
resolverse sus estructuras cristalograficas se revelaron cambios compensatorios
gue permiten mantener la funcion catalitica. Otro ejemplo es CASK, que habia sido
clasificada también como una pseudoquinasa por la pérdida de el motivo DFG, clave
para la actividad quinasa (198), pero fue redefinida recientemente ya que se
demostré que logra unir ATP en forma constitutiva y tiene actividad enziméatica
(204). En base a estos antecedentes se penso inicialmente que PKAC, a pesar de
los cambios descriptos en su secuencia, podria tener actividad quinasa. Sin
embargo, la alteracion que presenta PKAC en el motivo HRD del dominio catalitico,
la sustitucion del D166, ninguna de las quinasas con actividad poco usual la
presenta, ya que sus alteraciones corresponden a otros dominios. Si bien PKAC
podria tener actividad quinasa en condiciones no convencionales en las que sea
capaz de unir ATP independientemente de la pérdida del D166, no hay
antecedentes de que alteraciones en el motivo HRD hayan sido compensados con
otra mutacién, por el contrario, quinasas con alteraciones en este dominio se

asocian con “verdaderas” pseudoquinasas (202). Algunos ejemplos son Ryk, KRS1,
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KRS2 y CCK4 que presentan alteraciones en ese dominio y no se les pudo detectar
actividad quinasa experimentalmente.

Asi como M. circinelloides que presenta muchas isoformas de PKAC, se ha
demostrado multiplicidad de genes C en otros hongos, algunos ejemplos son
Neurospora crassa, Cryptococcus neoformans, Ustilago maydis, S. cerevisiae,
Candida albicans y Aspergillus fumigatus (94-101) entre otros. En A. fumigatus
existen dos copias de gen pkaC1ly 2. El gen pkaC2 que codifica para subunidad C,
se clasifico como un pseudogen por carecer de la secuencia necesaria para unir
ATP. Sin embargo no se ha demostrado bioquimicamente si esta variante posee o
no actividad (39(101).

En el caso de M. circinelloides la isoforma PKAC, presenta varios cambios en
su secuencia ademas de la sustitucion de D166. Al analizar la secuencia se
observaron inserciones y deleciones de residuos presentes en los subdominios del
core catalitico, como asi también el reemplazo de ciertos residuos por otros que en
algunos casos son sustituciones conservadas y en otros casos no. No obstante, no
podemos asegurar que los reemplazos por residuos similes puedan cumplir la
misma funcion. Este analisis deberia completarse con la cristalizacién de PKAC.

Si bien se logré expresar PKAC en el sistema de levaduras, no se pudo medir
actividad quinasa con ninguno de los sustratos ensayados, ni tampoco en ausencia
de Mg**, condicién de actividad descripta para la pseudoquinasa CASK. Tampoco
se pudo detectar actividad quinasa por analisis de fenotipo asociado a PKA en
cepas de levadura que expresan PKAC.

Los intentos de construir la cepa knockout para pkaC fueron también
infructuosos y dieron solo como resultado la obtencion de cepas heterocariontes
para la mutacion.

En base a los resultados obtenidos en las cepas de levaduras y en el mismo
Mucor, proponemos que PKAC seria una pseudoquinasa que podria estar
cumpliendo algun rol importante para la célula como los descriptos para las
“verdaderas” pseudoquinasas. Estos roles podrian ser regulatorios de la actividad
de otras quinasas o de andamiaje en la formacion de complejos multiproteicos. La
existencia de multiples isoformas de subunidad C le da més fuerza a la posibilidad
de gque PKAC sea una pseudogionasa. Finalmente, por la imposibilidad de anular el

gen, pareciera no ser redundante en funcion con las otras isoformas PKAC.
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Proponemos entonces que PKAC podria ser una verdadera pseudoquinasa
con alguna funcién importante para la célula no redundante con las otras isoformas
de subunidad C.
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Conclusiones Generales

El objetivo general de esta tesis fue caracterizar bioquimicamente la
interaccion entre las subunidades R y C de la PKA de hongo Mucor circinelloides y
determinar su rol en el desarrollo y diferenciacion del hongo para avanzar en el
entendimiento del mecanismo de activacion de la PKA. Este estudio aporta al
conocimiento del funcionamiento de la quinasa A, elemento clave de la via de
transduccion de sefiales por cAMP en un modelo diferente al de mamiferos. Es muy
importante contar con modelos alternativos, dado que el conocimiento que se posee
de la PKA deriva principalmente de datos obtenidos de RI, RIl y Ca de corazon
bovino y de ratdén. El estudio de otros modelos permite construir conceptos mas
generales y universales. El modelo fungico de M. circinelloides en particular, permite
conocer mas sobre la PKA en el reino hongos y es importante por sus
caracteristicas distintivas en relacién con las PKAs de otros organismos.

El estudio de la interaccién entre las subunidades R y C a través del andlisis
de la participacion de la region linker |, realizado en el capitulo |, constituye el primer
estudio en profundidad de la participacion de esta region en la interaccion entre las
subunidades de PKA. Este andlisis, reveld la importancia de los residuos acidos
presentes en la regibn como asi también la participacién en establecer la mayor
fuerza de interaccion R-C en la holoenzima de M. circinelloides.

Con el objetivo de evaluar en forma directa la participacion de la PKA en la
morfologia y desarrollo de M. circinelloides, se construyé una cepa mutante que
carece del gen pkaR1 (AR1). En el capitulo Il se presentan los resultados derivados
del analisis de las caracteristicas bioquimicas y fenotipicas de esta cepa. En funcion
de ellos surgio la hipotesis de la posible existencia de otros genes que codifiquen
para la subunidad R. Paralelamente en el instituto Joint Genome, se estaba
realizando la secuenciacion del genoma de M. circinelloides. Analizando la
secuencia del genoma se pudieron identificar tres nuevos genes pkaR que
presentaban homologia con pkaR1, a los que se denominé pkaR2, pkaR3 y pkaR4.
Este resultado es importante ya que es la primera vez que se describe la existencia
de mas de un gen codificante para subunidad R de PKA en el reino hongos.

La expresion de los genes pkaR a nivel de mRNA y proteina a distintos
tiempos del desarrollo presenta un patron de expresion caracteristico, indicando que
cada isoforma PKAR podria cumplir un rol particular durante el crecimiento y la

diferenciacion de M. circinelloides. El analisis de las caracteristicas bioquimicas y
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fenotipicas de una segunda mutante knockout correspondiente al gen pkaR2 (AR2),
confirmd el rol diferencial de cada isoforma en el desarrollo del hongo.

Las mutantes AR1 y AR2 presentan diferencias tanto bioquimicas como
morfolégicas respecto a la cepa wt y entre si. Mientras que AR1 presenta
disminucién de la actividad quinasa total y un aumento de la relacion de actividad -/+
cAMP, AR2 presenta una disminucion de la capacidad de unir cAMP mayor que
AR1. A nivel morfologico las diferencias mas llamativas son que AR1 presenta
disminucién en la velocidad de crecimiento en medio sélido y en la produccion de
esporas. Estos aspectos de la morfologia no estan afectados en AR2. Por el
contrario en AR2 son mas llamativas las alteraciones durante el crecimiento en
medio liquido, ya que esta cepa emite el tubo germinativo en forma adelantada con
respecto a la cepa wt. El patrén de expresion de los otros genes pkaR es diferente
en cada mutante. Mientras que en AR1 no se altera la expresion de los otros tres
genes pkaR, en AR2 disminuye la expresion de pkaR3 y aumenta la expresion de
pkaR4, tanto a nivel de mRNA como de proteina.

Se describi6 ademéas que M. circinelloides presenta multiplicidad de genes
pkaC (240). El analisis de los niveles de mRNA de estos genes en las cepas AR1y
wt permitio agruparlos en genes de alto y bajo nivel de expresién, pero no se
encontraron diferencias significativas de expresion ni a lo largo del crecimiento ni
por ausencia del gen pkaR1 en la cepa mutante AR1.

Del andlisis de la secuencia de nucle6tidos y aminoacidos de las isoformas
PKAR, se infirié por la conservacion de la posicion y secuencias de los sitios de
splicing, que los distintos genes podrian provenir de duplicacion génica. Del analisis
de los genomas flngicos accesibles publicamente se demostr6 que estas
duplicaciones ocurrieron solo en los Zygomycetes (Rhyzopus y Phicomyces). El
analisis filogenético de las secuencias proteicas sugirio que el evento de duplicacion
gue dio lugar a los genes pkaR ocurrié en un ancestro Zygomycete antes de la
divergencia de especies porque cada proteina homologa PKAR de M. circinelloides
esta mas relacionada a los ortélogos presentes en R. oryzae y P. blakesleeanus que
a los propios paralogos.

Los analisis de proteina por Western blot demostraron la existencia de
subunidad R con un PM aparente mucho mayor que el predicho de la secuencia de
aminoacidos. Se analizaron posibles modificaciones post-traduccionales y se

encontré que las formas de 120 kDa resultan de la poliubiquitinacion de alguna de
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las isoformas PKAR. Ademas al hacer este andlisis se encontré que la isoforma de
60 kDa que corresponde a PKAR2 se encuentra monoubiquitinada.

Finalmente, en el capitulo Il se presentan resultados que permiten postular
que la isoforma PKAC presenta caracteristicas de pseudoquinasa. Mediante el
analisis de su secuencia aminoacidica se encontré que posee cambios en residuos
claves para la actividad catalitica. PKAC expresada en un sistema de levaduras no
presentd actividad quinasa medible ni empleando distintos sustratos, ni tampoco en
ausencia de Mg**. La imposibilidad de lograr una cepa knockout para PKAC,
sumado a la existencia de multiples genes codificantes para subunidad C, sugiere
gue pkaC cumple alguna funcion no redundante con el resto de los genes pkaC que
es vital para la célula.

La multiplicidad de isoformas de R y C plantea la posibilidad de una gran
variedad de combinaciones para dar multiples isoformas de PKA. Las distintas PKA
formadas podrian presentar distinta localizacion subcelular, a través de los distintos
dominios N-terminales de las subunidades R, distinta especificidad de sustrato,

distinto grado de activacion y consecuentemente, distinta funcién bioldgica.
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Perspectivas

A patrtir del trabajo realizado en esta tesis quedaron planteadas situaciones y

sugirieron preguntas que podrian guiar la continuacion de este trabajo. Planteamos

como tareas a realizar:

1)

2)

3)

4)

Continuar con la construcciéon de las mutantes de los genes pkaR3 y pkaR4, y

estudiar sus implicancias en la morfologia y su participacion en las distintas

etapas del desarrollo celular de M. circinelloides.

Profundizar el estudio de los distintos genes pkaC:

a.
b.

C.

Analizar las secuencias y predecir intrones.

Analizar la expresién de los genes pkaC recientemente hallados.

Analizar si la expresion de los genes pkaC modula la expresion diferencial
de los genes pkaR.

Continuar con los analisis de ubiquitinacion:

a.

Identificar cual o cuales subunidades R se encuentran poliubiquitinadas y
en que residuo ocurre la monoubiquitinaciéon de PKAR2.

Analizar la funcién que cumplen las distintas formas de ubiquitinacién:
poliubiquitinacibn y  estabilidad de la isoforma  modificada,

monoubiquitinacién y modulacion de la actividad PKA.

Continuar con la caracterizacion de PKAC:

a.

Cristalizar y modelar la estructura de PKAC para analizar si la ausencia de
residuos conservados en las quinasas altera o no la estructura.

Analizar si es capaz de unir ATP y de interactuar con la subunidad R.
Buscar proteinas que presenten interaccion con C para analizar su rol

como andamio de complejo con otras moléculas.
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